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Resumen

Los datos presentados en esta tesis demuestran que la activacion de los
receptores de EGF (Factor de Crecimiento Epidérmico), PDGF (Factor de Crecimiento
Derivado de Plaquetas) e Insulina, inducen la desensibilizacion y fosforilacion del
receptor adrenérgico aip en fibroblastos Rat-1. Lo anterior se comprobd gracias a
ensayos de cuantificacion de la liberacion de Ca?* intracelular, y mediante ensayos de
fosforilacion del aipAR.

Mediante la determinacion de [Ca%*]; se establecid que el tratamiento con EGF, PDGF e
Insulina modifica la funcionalidad del receptor, manifestada por la disminuciéon
significativa de la liberacion de este segundo mensajero promovida por su agonista la
noradrenalina. Gracias a los ensayos de fosforilacion del receptor aipAR se determino
que el EGF, el PDGF y la insulina son capaces de fosforilar al receptor de forma dosis-
dependiente.

Gracias al uso de inhibidores farmacologicos especificos y de toxina pertussis (PTX), se
determind la participacion de las cinasas PKC (Protein Kinase C) y PI3K
(Phosphoinositide 3-kinase), ademas de una proteina Gai o un GPCR acoplado a ella
en los procesos de desensibilizacion y fosforilacion del aipAR. Se propusieron tres
modelos de desensibilizacidn por los diferentes factores probados.
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I. Recentores Acoplados a Proteinas €

Ceneralidades

La comunicacion celular, necesaria para el mantenimiento de la homeostasis y
las respuestas coordinadas en organismos multicelulares, requiere de varios elementos
indispensables para llevarse a cabo: el primero de ellos es la serial, generalmente
quimica, emitida por alguna célula del sistema o generada por el ambiente; el
segundo es un receptor de naturaleza proteica, el cual reconoce de manera especifica
una senal determinada, y por ultimo, un sistema de transduccién de la senal, el cual
permite que una molécula determinada unida a su receptor tenga una respuesta
bioldgica especifica. Dentro de este contexto, es evidente que los receptores tienen un
papel imprescindible en la comunicacion celular, y su importancia reside en la

especificidad que tienen por la(s) molécula(s) que reconocen.

Existen varias familias de receptores agrupadas por sus caracteristicas estructurales,
por su ubicacion celular y por las moléculas que reconocen. La clasificacion actual de
las superfamilias de receptores incluye a los receptores con actividad enzimatica:
cinasas de tirosina y serina/treonina, con actividad de guanilil ciclasas; receptores tipo

canal; receptores acoplados a proteinas G y receptores intracelulares.

En la presente tesis se profundizara en el estudio de un receptor perteneciente a la

superfamilia de los Receptores Acoplados a Proteinas G, o de siete dominios

transmembranales: el receptor o.ip adrenérgico.

Los Receptores Acoplados a Proteinas G, GPCRs por sus siglas en inglés, son la
superfamilia mds grande y diversa de receptores en mamiferos. En el humano mds del
1% del genoma codifica para GPCRs (Takeda et al., 2002; Fredriksson et al., 2003).

Los receptores de siete dominios transmembranales fueron descritos a mediados de los
80s por varios grupos que estudiaban una proteina de membrana de S. cerevisiae que
reconocia feromonas sexuales. Gracias a perfiles de hidrofobicidad se describid que
estas proteinas estdn embebidas en la membrana citoplasmatica debido a siete
dominios transmembranales, conectados por fres asas citopldsmicas y tres asas
extracelulares; un extremo amino terminal extracelular, y un extremo carboxilo
terminal intracelular (Jenness et al., 1983; Burkholder & Hartwell 1985; Nakayama et
al., 1985; Hagen et al., 1986) (Fig. 1.1).
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Fig. 1.1 Modelo de la estructura de los GPCRs - Se muestran los siete dominios transmembranales del
receptor, embebidos en la membrana citoplasmatica, sus seis asas hidrofilicas y sus extremos

terminales. Modificada de Bensaccount, 2004.

Sin embargo, la estructura tridimensional de estos receptores se conocid hasta el 2000
gracias al trabajo del grupo de Miyano (Palczewski et al., 2000), quien describid la

estructura atémica de la rodopsina, uno de los GPCRs mas estudiados (Fig. 1.2).

La funcion de los GPCRs en las células de mamiferos es diversa. Se encuentran
distribuidos en practicamente todos los tejidos y reconocen estimulos como la luz,
neurotransmisores, hormonas, factores de crecimiento, iones, feromonas, lipidos,
entre otros; estas caracteristicas los convierten en excelentes modelos de estudio para
comprender procesos celulares fundamentales y también los vuelve blancos

terapéuticos importantisimos.

MEDIO

EXTRACELULAR MH3 terminal

Fig. 1.2. Estructura de los GPCRs - Se muestran en diferentes colores los siete dominios
transmembranales del receptor, embebidos en la membrana citoplasmdtica, mostrada en gris.
Modificada de Bensaccount, 2007. Basado en el archivo 1hzx de PDB y en los coordinados lipidicos de
Heller/Schaefer/Schulten.



Los GPCRs transducen, o median, su senal gracias a la activacion de proteinas G
heterotriméricas contiguas a sus dominios intracelulares. Estas proteinas estan

formadas por tres subunidades independientes conocidas como a, By v.

Proteinas G

A principios de los 70s el grupo de Rodbell describid que los nucledtidos de
guanina, GTP y GDP, eran necesarios para la activacion de la adenilil ciclasa en
respuesta a la estimulacion del receptor de glucagon y también para la unidn del
agonista al receptor (Rodbell et al., 1971). Estos datos ayudaron a proponer la
existencia de una molécula transductora de la senal entre el receptor y el efector
(Rodbell, 1974; Rodbell, 1975). En 1974 Pfeuffer y Helmreich encontraron esta
molécula, una proteina capaz de promover los efectos celulares del receptor activado,
que requeria de la union de GTP (Pfeuffer & Helmreich, 1974). Este grupo demostrod
también que la proteina transductora, conocida como N, se unia tanto al receptor
como al efector, y que se regulaba mediante actividad de GTPasa (Schlegel et al.,
1979). Adicionalmente, describid que la proteina constaba de varias subunidades y
que éstas regulaban el estado de activacion o inactivacion del receptor y de la adenilil
ciclasa (Nielsen et al., 1980).

En 1980, Gilman reportd que esta proteina se encontraba como heterodimero y que la
subunidad llamada a contenia un sitio de union a GDP y actividad de GTPasa; ésta se
encontraba unida a una subunidad B (Northup et al., 1980). En 1984 se descubrio la
subunidad y y se detallaron los componentes de las proteinas G heterotriméricas como

elementos transductores de la senal entre el receptor y el efector (Hildebrandt 1984).

En 1987, el grupo de Gilman describidé en una serie de manuscritos la forma en la
cual las proteinas G se activan: reportd que la subunidad Go tenia unido GDP en

estado inactivo, que era activada al estimular al receptor con su agonista y que esta

activacion promovia el intercambio de GDP por GTP. Adicionalmente, describio que la
union de GTP promovia una disociacion de las subunidades GPy, permitiendo que
tanto Ga como GPy reconozcan proteinas especificas para transducir la senal.
También reportd que la subunidad Go estaba anclada a la membrana por un 4cido
miristico y que todo el proceso de activacion de las proteinas G por el receptor ocurria

a nivel de la membrana plasmatica. Para inactivarse, la subunidad Ga hidroliza el GTP



a GDP, lo que permite la reasociacion de las tres subunidades de la proteina G
(Higashijima et al., 1987; Higashijima et al., 1987; Higashijima et al., 1987; Buss et
al., 1987). Por estos descubrimientos de las proteinas G y de su rol como transductoras
de seriales, Gilman y Rodbell fueron galardonados con el Premio Nobel de Fisiologia en
1994 (Fig. 1.3).

A partir de la descripcion de la activacion de las proteinas G y de la clasificacion de los
receptores acoplados a ellas, la informacion disponible en la literatura sobre este
sistema es inmensa; se han estudiado a detalle sus procesos de activacion, regulacion y
su importancia fisiologica. Un hallazgo importante en los ultimos afnios fue la
obtencién de su estructura tridimensional. En 1996 el grupo de Sigler obtuvo la
estructura atomica de las tres subunidades de las proteinas G (Lambright, 1996) (Fig.
1.4).

A agonista B ¢

'
{5 GPCR

ol

conformaciondal

s Cjeros

activacian

Fig. 1.3. Modelo de activacion de los GPCRS. A: Como consecuencia de la estimulacion del receptor con
su agonista, éste sufre un cambio conformacional. B: El cambo conformacional del receptor es
reconocido por las proteinas G, promoviendo el intercambio de GDP por GTP en la subunidad Go.. C: El
intercambio por GTP activa a las proteinas G, promoviendo la disociaciéon o el cambio conformacional
de la subunidad Ga y permitiendo su asociacién con el efector membranal, produciendo segundos

mensajeros como consecuencia.



Fig. 1.4. Estructura de las proteinas G - Se muestra en azul la subunidad a con GTP, en verde; la
subunidad B en amarillo y la subunidad y en rosa. Modificada de David S. Goodsell, 2004. Basado en el
archivo 1gg2 de PDB.

Posteriormente, el grupo de Bouvier publicO manuscritos que suscitaron una nueva
controversia sobre las proteinas G. Se propuso que el heterotrimero Gafy se encuentra
asociado al receptor constitutivamente, y que al estimularlo con el agonista las
subunidades no se disocian, solo cambian su conformacioén. Esta propuesta es
novedosa y cambi6 el paradigma de la activacidn establecido desde los afios 80s (Galés
et al., 2005; Galés et al., 2006).

Sin embargo, la activacion de las proteinas G debida a la unién de un ligando a su
receptor no tendria sentido funcional sin proteinas que puedan reconocer esta
activacion para generar una senal especifica. Estas proteinas se conocen como
efectores y la gran variedad de respuestas mediadas por los GPCRs se deben a su

activacion.

Efectores de las proteinas 6

El descubrimiento de las proteinas G las involucré inmediatamente con su
primer efector conocido: la adenilil ciclasa. En los trabajos de Rodbell, Pfeuffer y
Helmreich se les relaciond directamente con la activacion de la adenilil ciclasa y la
produccidon de cAMP, a pesar de no estar descritas como proteinas G. Se conocia
también que la adenilil ciclasa no solo se activaba, sino también se inhibia en
respuesta a hormonas (Rodbell et al., 1971; Rodbell, 1980; Cooper, 1982; Londos et al
1981; Hildebrandt et al., 1983). Después del descubrimiento de las proteinas G, se



determino que la dualidad de la respuesta de la adenilil ciclasa se debia a la activacion
de diferentes tipos de proteinas G: una que activaba y otra que inhibia la produccion
de cAMP (Lad et al., 1980).

Para 1984 se habian designado como Gs y Gi a las subunidades Go. que activaban
(Stimulatory) e inhibian (Inhibitory) a la adenilil ciclasa. Una caracteristica distintiva
de ambas proteinas G es que pueden ser identificadas con el uso de dos toxinas
distintas. La proteina Gi (o Ni, como era conocida anteriormente) es inactivada por la
toxina pertussis, llamada asi por la bacteria Bordefella pertussis que la produce,
debido a que ésta la ADP-ribosila e inactiva (Garcia-Sdinz, 1981; Katada & Ui, 1981).
La proteina Gs es ADP-ribosilada por la toxina del colera obtenida de la bacteria
Vibrio cholerae, modificacion que la mantiene en un estado activo constitutivo
(Cassel & Selinger, 1977).

En 1982 se vinculd una proteina G a un receptor no acoplado a la adenilil ciclasa
(Goodhart et al., 1982); sin embargo, fue en 1984 cuando Sternweist y Robishaw
descubrieron una proteina G no acoplada a la adenilil ciclasa y la llamaron Go

(Sternweist et al., 1984).

En 1987 se describid una conexidon entre Go (Gq actual) y el aumento en la
concentracion de Ca?* intracelular (Hescheler et al., 1987); pero fue hasta 1990
cuando se vinculd directamente a Gq con el sistema de recambio de
fosfoinositidos/Ca?* descrito a mediados de los 80s, y se describid que éste era

insensible a la toxina pertussis (Moriarty et al., 1990).

Desde entonces se sabe que la especificidad de las proteinas G se debe a la subunidad
a y se han descrito subunidades nuevas que activan efectores distintos. Se conocen 16
genes que codifican para subunidades a en mamiferos y algunos de éstos se expresan
solo en células sensoriales muy particulares (Simon et al., 1991). En la Tabla 1 se
muestra la clasificacion actual de las familias de la subunidad a de las proteinas G y

sus efectores.

Ademas de la variedad de las subunidades a, se conocen también subtipos de las
subunidades B y v. Se conocen 5 subunidades B y 12 subunidades y (Hurley, 1990;
Cansen et al., 2000). Se sabe que éstas pueden formar casi cualquier combinacion de

dimeros By pero no se han encontrado todas las posibles combinaciones in vivo



(Schmidt et al., 1991; Simonds et al., 1991; Graber et al., 1992; Dietrich et al., 1992;
Kristi et al., 2004). También se han iniciado estudios sobre la unién de estos dimeros
con subunidades a especificas en condiciones celulares particulares, pero es un campo

aun en desarrollo (Birnbaumer et al., 1992; Graf et al., 1992; Goel et al., 2004).
Los dimeros Py también se asocian a diversos efectores y tienen funciones

senalizadoras independientes de Ga (Pfaffinger, 1985; Neer et al 1988; Camps et al.,
1992; Clapham et al., 1993; Reuveny et al., 1994; Barber et al., 2007).

Tabla 1. Clasificacion de las proteinas G y sus efectores.

Proteina Ga Efector Consecuencia de la activacion
Gs T Adenilil ciclasa Produccién de cAMP
Gi d Adenilil ciclasa Inhibicion de la produccion de cAMP
Produccion de diacilglicerol (DAG) e
Gq/11 T Fosfolipasa C B inositol 4-5-trifosfato (IP3), liberacion de
Ca2+
Giz/13 GTPasas Rho Polimerizacion de actina, movimiento

Gt Transducina Degradacion de cGMP




Iil. Mecanismos de resulacion de los €DCLRs

En todo proceso celular se requiere de una regulacion fina de sus componentes
y mecanismos de accion para que éste pueda ser controlado y especifico, y los GPCRs
no son la excepcion. Al proceso de regulacion de estos receptores se le conoce como
desensibilizacion, la cual implica la disminucion de la capacidad para responder a su

ligando.

Desensibilizacion

La regulacion funcional de los GPCRs tiene consecuencias fisiologicas
fundamentales, debido a que una sobreestimulacion de estos receptores podria tener
efectos adversos sobre la célula o incluso sobre el organismo. Los mecanismos de
desensibilizacion de los GPCRs parecen ser universales a pesar de la diversidad de

ligandos y respuestas en las que intervienen.

Fue a mediados de los 70s cuando se acunid el término de desensibilizacion para
referirse a la pérdida de la capacidad de responder al ligando de los receptores, y uno
de los grupos lideres en esta rama es el de Lefkowitz, quien ha estudiado en el modelo
del receptor -adrenérgico los mecanismos que regulan su respuesta. En 1975
describié que la actividad de la adenilil ciclasa mediada por el receptor (-AR
disminuia después de un estimulo constante del agonista, y que esta disminucién se
debia a la reduccion de los sitios de union al ligando disponibles en la membrana
(Mukherjee et al., 1975). A partir de estos descubrimientos se clasificé como
desensibilizacidon homologa a aquella disminucidén de la respuesta de un receptor
debida a la estimulacion constante de su agonista (Su et al., 1976; Su et al., 1976;
Clark et al., 1979).

Paralelamente, se reportd también que la activacion de receptores distintos regulaba
negativamente la actividad de la adenilil ciclasa mediada por los receptores de
prostaglandinas y adrenalina. A este tipo de desensibilizacion se le llamo heterdloga y
se definidé como la disminucion de la respuesta de un receptor mediada por moléculas
distintas a su agonista (Clark et al., 1979; Harden, 1983).



Fosforilacion

Los primeros reportes de fosforilacion de GPCRs datan de principios de los 70s
y el modelo de estudio fue la rodopsina (Kuhen & Dreyer, 1972). En 1978 se
descubri6 que esta fosforilacion era especifica de la cinasa de rodopsina en respuesta
al estimulo visual (Shichi & Sommers, 1983) y en 1983 se demostréo que la
fosforilacion de los receptores como consecuencia de la estimulacidon con el agonista
llevaba a su desensibilizacion, y si ésta era revertida con el uso de fosfatasas, el
receptor seguia siendo funcional (Stadel et al., 1983; Sibley et al., 1984; Strulovici et
al., 1984; Sibley et al., 1986; Yang et al., 1988).

En 1986 se descubrid una cinasa capaz de fosforilar al receptor B~AR solo cuando éste
era activado con su agonista. Esta cinasa fue nombrada f~ARK como abreviacion de -
Adrenergic Receptor Kinase. También se describio que la B~ARK era capaz de fosforilar
al receptor a1~AR, lo que sugeria que esta cinasa no era exclusiva de un solo receptor
(Benovic et al., 1985; Benovic et al., 1986; Benovic et al., 1987). A partir de 1989 se
descubrieron siete genes pertenecientes a la misma familia de la B~ARK, y se clasifico a
estas cinasas como GRKs, por sus siglas en inglés: G-coupled Receptors Kinases
(Benovic et al., 1989, Benovic et al., 1991; Ambrose et al., 1993; Kunapoli & Benovic,
1993; Benovic & Gomez, 1993; Haribau & Sinderman, 1993).

Paralelamente, a mediados de los 80s se determind la participacién de cinasas
activadas por segundos mensajeros en la desesnsibilizaciéon homologa y heterdloga de
receptores adrenérgicos. Se encontrd que las cinasas PKC (Protein Kinase C) y PKA

(Protein Kinase A) eran capaces de fosforilar al receptor ai1~-AR, que activa la via de

Ca2* ¢ IPs, y al B2-AR que activa la via de cAMP, respectivamente. Esto demostrd que
cinasas activadas por la misma via de transduccion del receptor eran capaces de
fosforilarlo y desesnsibilizarlo de manera especifica, como un sistema de
retroalimentacion (Corvera & Garcia-Sdinz, 1984; Benovic et al., 1985; Bouvier et al.,
1986).

El modelo de fosforilacion de los GPCRs propuesto por Lefkowitz es el siguiente: al ser
ocupado por el agonista, las proteinas G se disocian en subunidades Ga y GBy, lo que
deja un sitio de reconocimiento del receptor para una GRK., la cual es capaz de
fosforilar al receptor en serinas y/o treoninas para desensibilizarlo. Ademas de las

GRKs, las cinasas activadas por segundos mensajeros como la PKC y la PKA son
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Fig. 2.1. Modelo de fosforilacion de los GPCRs. A: Como consecuencia de la activacion del receptor, la
disociacion de las subunidades de las proteinas G deja expuesto un sitio de reconocimiento para las
GRKs. Paralelamente, cinasas activadas por segundos mensajeros, como PKC y PKA son activadas. B:

Tanto GRKs como PKC/PKA activadas fosforilan al receptor en residuos de serina y treonina.

capaces también de fosforilar al receptor después de ser activadas, creando un asa de
autorregulacion (Fig. 2.1). Estas cinasas pueden ser activadas también por otros

receptores, mediando asi una desensibilizacion heterdloga al fosforilar al receptor.

Internalizacion

También en los anos 80s se descubrid que los receptores después de ser
fosforilados son internalizados en vesiculas cubiertas de clatrina, lo que ocasiona la
pérdida de sitios de union al ligando en la membrana, y por lo tanto su funcion
(Chiang et al., 1980; Harden et al., 1980; Strasser et al., 1984; Strasser et al., 1985;
Hertel et al., 1986; Heuser & Anderson, 1989; Heuser, 1989).

El grupo de Kiithn descubrid que la desensibilizacién de la rodopsina en su estado
fosforilado requeria de la unidon de una proteina conocida como arrestina (Wilden et
al., 1986). Se purifico ésta y se demostrd que era capaz también de unirse al receptor

B-~AR fosforilado para su desensibilizacién (Benovic, et al., 1987); sin embargo, hasta



1990 pudo clonarse el gen del homologo de la arrestina visual para el receptor B-AR,
el cual fue llamado B-arrestina; sus funciones eran similares a las observadas para la

rodopsina (Lohse et al., 1990).

Lefkowitz propuso un modelo mas completo del proceso de desensibilizacion de los
GPCRs en el cual, al ser activados por su ligando, transducen su senal gracias a las
proteinas G y son fosforilados tanto por GRKs como por cinasas activadas por
segundos mensajeros. La fosforilacion del receptor permite la asociacion de B-
arrestinas, lo cual promueve la formacion de vesiculas cubiertas de clatrina,
ocasionando la invaginacion de éstas y con ello la internalizacion del receptor para su
reciclaje o degradacion (Premont et al., 1995; Lefkowitz 1998, Hall & Lefkowitz,
2003; Drake et al., 2006) (Fig. 2.2)
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Fig. 2.2. Modelo de internalizacion de los GPCRs. A: El receptor previamente fosforilado es reconocido
por la B-arrestina. B: La B-arrestina se asocia al receptor fosforilado, lo que promueve el reclutamiento
de moléculas de clatrina. C: La clatrina comienza a asociarse alrededor del receptor, la B-arrestina y la
membrana plasmatica, comenzando a formar una invaginacion en ésta. D: La invaginaciéon en la
membrana cubierta de clatrina se convierte en una vesicula que se internaliza. E: Vesicula de clatrina

internalizada. El destino del receptor contenido en esta vesicula sera de degradacion o reciclaje.



1Iil. Recentores Adrenérgicos

La adrenalina vy la noradrenalina

En 1893 y 1895, George Oliver y Napoledn Cybulski, respectivamente,
demostraron los efectos fisioldgicos de una substancia obtenida de preparaciones de
las glandulas suprarrenales. Sin embargo, fue hasta 1897 cuando un bioquimico, John
Abel, la llamo “epinefrina” (epinephrine). Utilizo este nombre por las palabras

griegas: epi ~sobre y nephros -rinon.

En 1901, después de una visita al laboratorio de Abel, Jokichi Takamine logro obtener
un extracto mas puro derivado de la glandula adrenal, con propiedades
farmacoldgicas mds impresionantes que las preparaciones de Abel. Takmine la patento
como “adrenalina” (adrenalin), derivado del latin: ad —sobre y renes —rindn. Fste fue
entonces el nombre mds comun para designar a una de las primeras hormonas
descubiertas (Aronson, 2000). Sin embargo, estos extractos suprarrenales no sélo

contenian adrenalina, sino también noradrenalina.

Estas hormonas: la adrenalina, o epinefrina, y la noradrenalina, o norepinefrina, son
catecolaminas derivadas del aminodcido tirosina. El paso final de su biosintesis es la
hidroxilacién de la dopamina, en el caso de la noradrenalina, y la metilacion de la

noradrenalina, en el caso de la adrenalina (Fig.3.1).
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Fig. 3.1. Biosintesis de las catecolaminas. En la figura se muestran los precursores bioquimicos y las

enzimas involucradas en la biosintesis de la adrenalina y la noradrenalina.



Se ha dividido el estudio de las acciones fisiologicas de la adrenalina y la
noradrenalina dependiendo de las células que las sintetizan y su forma de liberacion.
Se consideran hormonas cuando son sintetizadas en las células cromafines de la
médula adrenal y son vertidas al torrente sanguineo. Por otro lado, se consideran
neurotransmisores cuando son sintetizadas por neuronas adrenérgicas y son liberadas

en vesiculas hacia la sinapsis.

Las acciones fisiologicas de las hormonas adrenales son conocidas como de “pelea o
huida”, debido a que preparan al organismo para lidiar con situaciones de peligro.
Algunas de las mas importantes incluyen: el aumento de la frecuencia cardiaca y la
presion arterial, la vasoconstriccion en la piel y en el sistema gastrointestinal, la
vasodilatacion en el musculo esquelético, el incremento de glucosa en la sangre debido
a la glucogendlisis y gluconeogénesis en higado y a la lipdlisis en tejido graso, entre

otros.

Todas las acciones de la adrenalina y de la noradrenalina son debidas a la
estimulacion de los receptores adrenérgicos. Estos receptores, como se menciond
anteriormente, pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G, o
GPCRs.

ceneralidades

A principios del siglo XX varios fisidlogos estudiaron el efecto de una sustancia
liberada en nervios estimulados, con propiedades “parecidas a las de 1a adrenalina”. Fl
estudio de esta sustancia suscitd controversia durante décadas, debido a las acciones
estimuladoras e inhibitorias que se observaban en diferentes tejidos. Por esta razon, se
creia que esta sustancia no era adrenalina sino algun andlogo (Barger & Dale, 1910;
Cannon & Rosenblueth, 1933; Cannon & Rosenblueth, 1935; Ruffolo, 1983).

Un trabajo pionero fue el de Henry Dale, quien considerd que esta sustancia era en
realidad adrenalina, y que los diversos efectos que producia se debian a la existencia
de tres “sustancias receptivas” para ella: una estimuladora, una inhibitoria, y una
mezcla de las dos. Adicionalmente, reportd los efectos de la ergotoxina como
antagonista de la adrenalina en el sistema vascular, lo cual lo llevd a suponer que
otras sustancias podian tener efectos antagdnicos sobre el mismo receptor (Dale,
1906). Tiempo después, en 1948, Raymond Ahlquist describid dos tipos de receptores

de adrenalina: los excitatorios o “o adrenotropicos” y los inhibitorios o “B



adrenotrdpicos”. Ahlquist probd diferentes catecolaminas y clasifico los ordenes de
potencia de activacion de éstas sobre los receptores adrenérgicos. También identifico
la existencia de cada tipo de receptor en diferentes organos y tejidos (Ahlquist et al.,
1948).

A pesar de la importancia del trabajo de Ahlquist, tuvieron que pasar mas de diez afios
para que se aceptara su propuesta. Fue gracias al descubrimiento de bloqueadores
B-adrenérgicos especificos que se comenzo a considerar la clasificacion de Ahlquist.
Para 1967 se habian identificado varios subtipos de receptores B~-AR (Lands, et al.,
1967; Furchgott, et al., 1967; Ahlquist et al., 1968). En la década siguiente se
comenzaron a clasificar también los diferentes receptores a-AR (Starke et al., 1971;
Enero, 1972; Langer et al.,, 1977; Berthelsen & Pettinger, 1977). En 1980 Fain y
Garcia-Sainz definieron la clasificacion en tres subtipos de receptores adrenérgicos

al, 02 y B (Fain & Garcia-Sdinz, 1980).

Hasta mediados de los 80s la identidad de los receptores adrenérgicos era
desconocida. En 1986 el grupo de Lefkowitz clond por primera vez el cDNA del
receptor P2-AR y gracias a la secuencia de aminodcidos obtenida se encontrd
homologia con la rodopsina, un GPCR (Dixon, et al., 1986; Kobilka et al., 1987). Este
hallazgo fue fundamental para la clasificacidén de los receptores adrenérgicos dentro
de la superfamilia de los receptores acoplados a proteinas G, y para la clonacion y

caracterizacion de los nueve subtipos que hoy se conocen.

La clasificacion actual de los receptores adrenérgicos incluye tres tipos: al, a2 y B, y
nueve subtipos, clasificados por homologia de secuencia de aminodcidos y de acuerdo
al sistema de transduccion preferencial que activan. En la Tabla 2 se muestra esta

clasificacion.

El receptor oaip adrenérgico

Los receptores ai~-AR fueron clasificados por primera vez en modelos
neuronales, gracias a reportes de heterogeneidad de la poblacion de receptores a las
terminales sindpticas (Brown & Gillespie, 1957). Se describid que los receptores
adrenérgicos postsindpticos eran excitatorios, o a1, y los presindpticos, inhibitorios, o

oz (Starke, et al., 1971; Enero et al., 1972).



Tabla 2. Clasificacion de los receptores adrenérgicos.
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A mediados de los 80s el grupo de Garcia-Sdinz propuso la existencia de al menos dos

subtipos de receptores ai~-AR partiendo de la observacion de la heterogeneidad

farmacoldgica sobre la poblacion de receptores ai. Posteriormente, se determiné la

distinta potencia de agonistas y antagonistas de los receptores a; (Garcia-Sainz et al.,

1985; Morrow & Creese, 1986; Han et al., 1987; Jonson et al., 1987; Minneman et al.,



1988: Minneman et al., 1988). A partir de entonces se clonaron y a caracterizaron los

subtipos oA Yy Oig.

En 1990 se clond un cDNA perteneciente a un nuevo subtipo de a;-AR, el cual fue
llamado aic (Schwinn et al., 1990); sin embargo, durante los estudios farmacologicos,
de localizacion y de homologia de secuencias se determind que el subtipo aic era

realmente el aia (Pérez et al., 1994).

En 1991 se identificd mediante clonacion de cDNAs un nuevo subtipo de receptor, el
aip; sin embargo, no fue facil de obtener debido a la poca expresion del gen (Pérez et
al., 1991). En los anos siguientes otros grupos clonaron y localizaron el gen del aip-
AR humano en el cromosoma 20 (Forray et al., 1994; Weinberg et al., 1994; Schwinn
et al., 1995). Adicionalmente, se reportd que el receptor se localiza en la aorta, la
corteza cerebral y la prostata (Lomasney et al., 1991; Gram et al., 1996) y de manera
menos abundante en el corazon, el pulmon, el bazo y los riniones (Price et al., 1994;
Rokosh et al., 1994). También se determind que su peso molecular es de ~70~80 kDa
(Schwinn & Kwatra, 1998).

Via de transduccion de senal del receptor oipadrenérgico

En 1973 se reportd por primera vez la activacion de una fosfolipasa debida al
estimulo de noradrenalina (Gullis & Rowe, 1973). Michell reportd dos afios mas tarde
que agonistas que promovian un incremento de Ca?* intracelular también
estimulaban la actividad de la fosfolipasa CB (PLCP), ocasionando la hidrolisis de
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2). Se encontraron los productos de ésta hidrolisis:
el diacilglicerol (DAG),y fosfoinositidos solubles (Michell et al., 1975).

A partir de 1983 se demostrd que el fosfolipido responsable del aumento de la
concentracion de Ca?* intracelular era el inositol-1,4,5-trifosfato, 1Pz (Streb et al.,
1983). A pesar de la controversia sobre el origen del Ca?*, se demostrd que provenia
del reticulo endopldsmico (Eysen & Reynolds, 1983; Clapper & Lee, 1983; Prentki et
al., 1984). Se propuso también que la activacion de este sistema de transduccion era
mediado por las proteinas Gq (Blackmore et al., 1983). A esta via de transduccion se
le conocid como el sistema de recambio de fosfoinositidos/Ca?*, y se describid a los

receptores op-adrenérgicos como activadores de esta via (Fain & Garcia-Sainz, 1980).

Posteriormente se incluyo al subtipo ap ~AR como acoplado a Gq y activador del



noradrenaling

Fig. 3.2. Via de transduccion del receptor adrenérgico oyp. La activacion de las proteinas Gg/11
promueve la produccion de diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IPs) gracias a la accidn de la
fosfolipasa C B (PLCP). La sintesis de IP3 promueve la liberacion de Ca2* del reticulo endoplasmico.
Estos segundos mensajeros promueven, entre otras acciones celulares, la activacion de la Proteina
Cinasa C (PKC).

sistema de fosfoinositidos/Ca%* (Pérez et al., 1993; Vazquez-Prado & Garcia-Sainz,
1996) (Fig. 3.2).

Como ocurria con otros GPCRs acoplados a Gq, se reportd que la PKC, por Protein
Kinase C, (Benovic et al., 1985; Bouvier et al., 1986) también es capaz de fosforilar al
aip ~AR y mediar su desensibilizacion (Garcia-Sainz et al., 2001, Garcia-Sdinz et al.,
2004).



1V. Receptores con actividad de tirosina cinasa

Ceneralidades

Otra de las superfamilias de receptores mas importantes de mamiferos es la de
receptores con actividad de tirosina cinasa, o RTKs, por Receptor Tyrosine Kinase. Esta
superfamilia consta de ~60 miembros; la mayoria de éstos tienen como ligandos a
factores de crecimiento, es decir, polipéptidos mitogénicos con funciones de
proliferacion, crecimiento, reparacion, supervivencia, desarrollo, etc. Algunos de los
RTKs més estudiados son los receptores para: EGF, PDGF, NGF, VEGF, FGF, IGF-1 y para

la insulina.

A principios de los 80s se describio la estructura general de estos receptores gracias a
la clonacion de sus cDNAs (Ebina et al., 1985; Ullrich et al., 1985; Seino et al., 1989;
Matsui et al., 1989). Utilizando como modelo a los receptores de insulina, EGF, PDGF
y de IGF-1, se comenzaron a determinar las caracteristicas generales de los RTKs y se
definieron 18 clases, de las cuales las mas estudiadas son la I, IT y III (Robinson et al.,
2000).

El receptor de EGF es el modelo de la clase I de RTKs, los cuales estan formados por
una cadena polipeptidica y estan localizados en la membrana citopldsmica gracias a
un segmento hidrofobico; poseen una region extracelular con sitios ricos en cisteinas y
leucinas, que contiene el sitio de reconocimiento del ligando, y una region
intracelular con actividad de tirosina cinasa que les permite transducir la senal
(Ullrich et al., 1986; Ullrich et al., 1996; Hubbard & Hill, 2000; Garrett et al., 2002).

Los prototipos de la clase II son los receptores de insulina e IGF-I, formados por dos
subunidades transmembranales B que contienen la region intracelular con actividad
de tirosina cinasa, y por dos subunidades a que contienen el sitio de reconocimiento
del ligando, unidas por puentes disulfuro a las subunidades  (Pilch & Czech, 1979;

Massague et al., 1980; Massague & Czech,.1982; Van Obberghen et al., 1983; Cohen
et al., 1991; Joost et al., 1995).

El receptor de PDGF es el prototipo de la clase III de RTKs, los cuales estan formados
por una cadena polipeptidica de forma analoga a los RTKs de la clase I; en su

segmento extracelular contienen dominios semejantes a inmunoglobulinas, los cuales



les permiten la interaccion con el ligando (Glenn et al., 1982; Heldin et al., 1983;
Yarden et al., 1986; Bajaj et al., 1987).

Paralelamente al descubrimiento de la estructura de estos receptores, se caracterizod
que la union del ligando promovia su fosforilacion (Cohen et al., 1979; Ushiro &
Cohen, 1980; Petruzzelli et al., 1982), y en 1983 se descubrid que eran los mismos
receptores los que tenian la actividad de tirosina cinasa en los segmentos
intracelulares, y que se autofosforilaban (Roth & Cassell, 1983; Yarden & Schlessinger,
1987; Lammers et al., 1990). Adicionalmente, se descubrid que la unién del ligando
promovia la dimerizacion de los receptores, y que ésta era necesaria para la

autofosforilacion y para la transduccion de la senal (Yarden & Schlessinger, 1987).

Estos descubrimientos permitieron proponer un modelo de activacion de los RTKs: el
mondmero del receptor reconoce al ligando; esta unién permite la dimerizacion, lo
cual promueve un cambio conformacional y la proximidad de las regiones
intracelulares, ocasionando la fosforilacion de un mondmero al otro. Esta fosforilacidén
se lleva a cabo en tirosinas y activa al receptor, lo que le permite ser reconocido por

moléculas senalizadoras y transducir su senal (Heldin & Ostan, 1996) (Fig. 4.1).

aulofosiofocion ™

Fig. 4.1. Estructura de los receptores con actividad de tirosina cinasa (clase I y II) y modelo de
activacion. Se muestran en verde y azul las subunidades del receptor y en rosa el factor de crecimiento.
A) Union del ligando al mondmero del receptor, reconocimiento del otro monémero. B) Formacion del

dimero, activacién del receptor y autofosforilacion en la region citopldsmica.



Via de transduccion de Ios RTKs

A principios de los 80s se comenzaron a descubrir las proteinas pertenecientes
a la via de transduccién de algunos RTKs como el EGFr, el IGF-Ir y el receptor de
insulina. Se describieron cinasas y proteinas de anclaje que se activaban en respuesta
al estimulo de estos receptores y que tenian sitios de reconocimiento especificos
proteina-proteina, como los SH2, SH3 y PDZ, y sitios de reconocimiento proteina-
lipidos de membrana, como los PH (Koch et al., 1991; Pawson & Schlessinger, 1993;
Musacchio et al., 1993; Gibson et al, 1994; Kramarcy et al.,, 1994; Sealock et al.,
1994; Adams et al., 1995). Estos dominios de interaccion les permiten a las proteinas
pertenecientes a una via de transduccion especifica reconocerse y activarse para

mediar su senal (Pawson et al., 1995).

Una parte fundamental de la transduccion de la senal mediada por los RTKs es la
activacion de cinasas que al fosforilar sustratos especificos los regulan (Leterrier et al.,
1981). Las cinasas activadas en las dos vias de transduccidon de RTKs mds importantes
se mencionan a continuacién: las MAPK y PI3K/Akt; sin embargo, éstas no son las

unicas vias de senalizacion mediadas por RTKs.

Una de las primeras familias de cinasas activadas por RTKs descritas fueron las
Proteinas Cinasas Activadas por Mitdgenos, o MAPK. Estas cinasas de serina/treonina
también se relacionaron directamente con efectos de crecimiento y proliferacion
celular (Akiyama et al., 1986; Coughland & Hind, 1987). Se han reportado tres
familias pertenecientes a las MAPKs: ERK 1/2, JNK y p38 (Ray & Sturghill, 1987;
Miyasaka et al., 1990; Kato et al., 1997; Weston et al., 2002).

Paralelamente, se describid la generacion de dos segundos mensajeros gracias a la
activacion del receptor de EGF: el fosfatidil inositol 1, 4, 5 trifosfato, PIPs, debido a la
activacion de la fosfoinositido 3-cinasa, PI3K; e inositoles trifosfato, IPs, debido a la
activacion de la fosfolipasa C vy, PLC y (Whitman et al., 1988; Westermarck et al.,
1989; Meisenhelder et al., 1989; Ruderman et al., 1990; Margolis et al., 1990).
Posteriormente se relaciono al producto del oncogene c-Akt, la cinasa Akt, o PKB, con
la via de senalizacion de los RTKs gracias a la activacion por PIPz (Bellacosa et al.,
1991; Franke et al., 1995; Datta et al., 1996).

Se han descrito una gran cantidad de proteinas activadas en la via de transduccion de

los RTKs y se ha reportado la asociacion de éstas a distintos receptores y en diferentes



tipos celulares. Estas son en su mayoria cinasas, fosfatasas, proteinas de anclaje,
factores de transcripcion, proteinas con funciones mitogénicas, de remodelaje de
citoesqueleto, motilidad, supervivencia, entre otras funciones celulares fundamentales.
Las mads estudiadas hasta el momento son: SHC, Ras, Sos-1, Raf-1, Abl, Zap70, Syk,
Tyk, PLCy, Rho, Ras, PKB/AKt, Bcl-2, IRS-1/2, MEK, PDK, mTOR, NFkB, Src, Lck, Hek,
Fyn, Blk, Lyn, Fgr, Yes y Yrk entre otras decenas de proteinas (Levinson et al, 1979;
Oppermann et al, 1979; Shih & Weinberg, 1982; Shimizu et al., 1986; Lees-Miller &
Anderson, 1989; Bos, 1989; Wilks et al., 1989; Simon et al., 1991; Meldrum et al.,
1991; Stockoe et al., 1992; Kyriakis et al., 1992; Chan et al., 1992; Rhee et al., 1992;;
Lioubin et al., 1994; Thomas & Samelson, 1992; Shenoy-Scaria et al, 1992; Mumby et
al., 1993; Ruff-Jamison et al., 1993; Hibbs & Duna, 1995; Li et al., 1997; Turner et al.,
2000; Hubbard & Till, 2000).

Cabe mencionar que la activacién y/o inactivacion de estas proteinas debido a los
RTKs depende del contexto y del tipo celular. Debido a esto, es extremadamente dificil
hacer generalizaciones sobre las vias de senalizacion de los RTKs, y debe estudiarse la

activacion de cada receptor especifico en circunstancias celulares particulares.

El Factor de Crecimiento Epidérmico (E€CF) v su recentor

A principios de los 60s, Cohen descubrid que una proteina obtenida de las
glandulas submaxilares del ratdon inyectadas en ratones recién nacidos promovia
cambios dramaticos en su desarrollo (Cohen, S. 1960; Cohen, S. 1961). Se aisld y
caracterizo a esta proteina y le llamé EGF por Epidermal Growth Factor (Cohen, 1961,
Cohen, 1962; Cohen, 1963; Cohen, 1964; Cohen, 1965).

El EGF, o factor de crecimiento epidérmico, es un polipéptido de ~6 kDa con efectos
mitogénicos sobre multiples tejidos y drganos. Ha sido implicado en una gran cantidad
de acciones celulares que incluyen la proliferacion y supervivencia, la reparacion de
tejidos, la morfogénesis, etc. E1 EGF media todas estas acciones fisiologicas gracias a la

union especifica con su receptor, el EGFr.

Cabe mencionar que existen moléculas “EGF-like”, es decir, péptidos que son capaces
de unirse con afinidad al EGFr y producir las mismas respuestas fisiologicas. Algunas
de estas moléculas se encuentran ancladas en la membrana plasmatica o la matriz

extracelular, lo cual permite que bajo ciertas condiciones se liberen y de forma soluble



puedan estimular a receptores de la misma célula o de células adyacentes (Daub et al.,
1996). Dentro de esta familia se encuentran: el TGFa, HB-EGF, anfiregulina,
betacelulina, epiregulina y neuregulina (Carpenter & Wahl, 1990; Higashiyama et al.,
1991; Higashiyama et al., 1992; Pathak et al., 1995).

Los primeros reportes sobre el receptor para EGF, o EGFr, surgieron a principios de los
70s. Se demostrd que eran receptores membranales, que al ser activados estimulaban
la sintesis de DNA, que su peso molecular era de ~170 kDa (Hollenberg &
Cuatrecasas, 1973; Das et al., 1977), que son monoméricos y que se dimerizan
gracias a la union del ligando (Roth & Cassell, 1983; Yarden & Schlessinger, 1987,
Lammers et al., 1990). Recientemente se reportd la estructura tridimensional del

receptor por estudios de cristalografia de rayos X (Lu et al., 2001).

El Factor de Crecimiento derivado de Plaauetas (PDCKF) v su
recentor

En 1974, dos grupos distintos descubrieron un factor de crecimiento derivado
de plaquetas que promovia el crecimiento tanto de fibroblastos como de musculo
(Ross, et al., 1974; Kohler & Lipton, 1974). Para 1979 ya se habia purificado,
caracterizado bioquimicamente, y nombrado como PDGF, por Platelet-Derived
Growth Factor (Antoniades et al., 1975; Antoniades et al., 1977; Antoniades et al.,
1979).

El PDGF, o factor de crecimiento derivado de plaquetas, es un polipéptido mitogénico,
que cuenta con cuatro isoformas: A, B, C y D, de las cuales las isoformas A y B forman
homo o hetero-dimeros, unidos por puentes disulfuro, para activar a su receptor, el
PDGFr (Matsui et al., 1989). Cada isoforma pesa entre ~12y ~13.5 kDa.

El receptor para PDGF, o PDGFr, fue caracterizado a principios de los 80s como un
receptor perteneciente a la familia de los RTKs con un dominio transmembranal con
actividad de tirosina cinasa y con una region extracelular rica en dominios de
inmunoglobulina, lo cual le permite el reconocimiento y la interaccion con su ligando
(Heldin et al., 1981; Boewn-Pope et al.,1982; Lewis et al., 1982; Heldin et al., 1982;
Glenn et al., 1982; Heldin et al., 1983; Yarden et al., 1986).



La insulina y su receptor

En 1921, Fred Banting y Charles Best obtuvieron un extracto pancredtico con
propiedades antidiabéticas en perros. Junto con sus colaboradores MacLeod y Collip,
aislaron y probaron la hormona en humanos diabéticos por primera vez en 1922. Se
le llamo “insulina” (insulin) por la palabra en latin insula —isla, debido a su
produccion en los islotes de Langerhans. En 1923 Banting y McLeod fueron

galardonados con el Premio Nobel de Medicina por este descubrimiento.

La insulina es un polipéptido de 51 aminoacidos producido en las células B de los
islotes de Langerhans del pancreas. Se libera al torrente sanguineo en respuesta a altas
concentraciones de glucosa en sangre. Sus efectos metabolicos mas importantes son la
internalizacion de glucosa en tejido adiposo y musculo y la sintesis de 4acidos grasos y
glicdgeno en el higado y tejido graso, lo que disminuye la concentracion de glucosa en
sangre hasta alcanzar los niveles fisiolégicos normales. Ademds de estas acciones, tiene
efectos sobre casi todos los drganos y tejidos, algunos de éstos son: la captacion celular
de glucosa, potasio y aminodcidos, incremento en la sintesis de proteinas, disminucion

de la lipdlisis, la glucogendlisis y la gluconeogénesis, entre otros.

El receptor de insulina fue descrito a principios de los 60s y se reportd que su
activacion promovia la internalizacion de glucosa y acidos grasos (Cadenas et al.,
1961; Fong et al., 1962). Se describid que es un receptor transmembranal
(Cuatrecasas, 1971; Flier et al., 1977), y que esta formado de cuatro subunidades: dos
subunidades a y dos B, unidas por puentes disulfuro, y su peso molecular es de ~300
kDa (Cuatrecasas, 1972; Jacobs et al., 1979; Pilch & Czech, 1979; Massague et al.,
1980; Massague & Czech, 1982; Massague et al, 1982). También se describio su
actividad de cinasa de tirosina (Kasuga et al., 1982; Kasuga et al., 1982).

Una particularidad de la via de senalizacion del receptor de insulina es la existencia
de una molécula adaptadora que al fosforilarse media la interaccidén del receptor con
sus cinasas efectoras, como la PI3K. Esta proteina, conocida como IRS, por Insulin
Receptor Substrate, fue descrita por el grupo de Kahn en 1987 (White et al., 1987;
Giorgetti et al., 1993).



Antecedentes




V. Comunicacion cruzada entre RTKs v CDPCLs

Ceneralidades

La comunicacién cruzada o cross-talk, en inglés, entre receptores acoplados a
proteinas G y receptores con actividad de tirosina cinasa ha sido caracterizada desde
finales de los 80s por diversos grupos, siendo el grupo del Dr. Garcia-S4inz pionero en
esta area. Se han propuesto varios tipos de cross-talk entre estas superfamilias de
receptores dependiendo del efecto de la activacidon de un receptor sobre el otro, ya sea

inhibitorio, activador o potenciador.

Se ha descrito de manera clara que la estimulacion de algunos GPCRs promueve la
activacion de RTKs. A este fendmeno se le conoce como transactivacion, y se ha
reportado, entre otros, para los siguientes pares de receptores: ETa/EGFr, LPA{/EGFr,
PAR1/EGFr, AT;/PDGFr, SIP/PDGFr, D2/PDGFr (Daub et al., 1996; Venugopalan et
al., 2003; Tanimoto et al., 2004; Li et al., 2005; Casas-Gonzdlez & Garcia-Sainz,
2006; El-Shewy et al., 2006).

También se ha descrito el proceso de transactivacion en el que algunos RTKs al
activarse promueven la estimulacion de GPCRs. Algunos ejemplos son los siguientes:
IGF-1/PAC1, IGF-1/S1P, PDGF/S1P, NGF/LPA1, (Alderton et al., 2001; Moughal et al.,
2004; El-Shewy et al., 2006; Delcourt et al., 2007).

Ademds de la transactivacion, se han descrito procesos de desensibilizacion heterdloga
de GPCRs, en los cuales éstos pierden su capacidad de responder al agonista debido a
la activacion de algun RTK. Algunos ejemplos de estas interacciones son: EGFr/aisAR,
PDGFr/asAR, IGF-Ir/asAR, insulina/B2AR, insulina/LPA1, IGF-1/B:AR (Medina et al.,
2000; Casas-Gonzalez et al., 2003; Dallé et al., 2002; Molina-Munoz et al., 2006;

Gavi et al., 2007; Garcia-Sainz et al., En prensa).

Resulta claro que existe regulacion funcional entre GPCRs y RTKs, y que ésta tiene
implicaciones fisiologicas muy importantes; el estudio de éstas es un campo incipiente,
y a pesar de que existen ya algunos reportes sobre las consecuencias celulares de la
transactivacion y/o desensibilizacion de ciertos receptores en circunstancias normales
y patologicas, es dificil hacer generalizaciones, por lo que debe estudiarse el papel de

un receptor particular en la regulacion de algun otro, de manera muy puntual.



Cross-talk entre 01-AR Y RTKs

El grupo de investigacion encabezado por el Dr. Adolfo Garcia-Sainz, ha sido
lider en el estudio de la regulacion de los receptores a1AR desde principios de los anos
80s. Una década después, se reportd en el laboratorio por primera vez, que la
activacion de algunos GPCRs como el receptor de endotelina, el de bradicinina y el de
LPA eran capaces de fosforilar y desensibilizar al oig AR mediante la participacion de
la PKC (Vazquez-Prado et al., 1997; Medina et al., 1998; Casas-Gonzdlez et al., 2000).

En el 2000 se reportd el cross-talk entre un receptor a1AR y RTKs. Se describid que los
receptores para EGF y PDGF eran capaces de fosforilar al receptor a;gAR (Medina et
al., 2000). Posterior a este reporte se ha descrito que los receptores para insulina e
IGF-1 también son capaces de fosforilar y desensibilizar al a;gAR (Garcia-Sdinz et al.,
2004; Molina-Mufioz et al., 2006). En todos estos manuscritos se determind que la
fosforilacion del a;gAR debida a EGF, PDGF, IGF-I ¢ insulina es dosis-dependiente y
que esta mediada por las cinasas PKC y PI3K.

En el 2001 se realizé el primer trabajo con el receptor aipAR y se determind que se
fosforilaba y desensibilizaba de manera homodloga y heterdloga, al activar GPCRs como
los de LPA, bradicinina y endotelina (Garcia-Sainz et al., 2001). En el 2007 se realizo
un trabajo sobre la desensibilizacion heterdloga del aipAR mediada por el receptor

para IGF-1 (En prensa).



Justificacion vy
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Justificacion del provyecto

A pesar de que existen reportes sobre cross-talk entre el a1sAR y RTKs como el
EGF, PDGF, IGF-I e insulina, no existe ninguno sobre este fendmeno en el receptor
aipAR. Debido que estos subtipos presentan similitudes importantes, es importante
caracterizar si algunos RTKs son capaces de desensibilizar y/o fosforilar al aipAR, y de

ser asi, determinar los mecanismos moleculares que intervienen en este proceso.

Es importante senalar que a pesar de la similitud entre los receptores aAR y aipAR,
existen diferencias significativas entre ellos. Una de las mas importantes es que los
receptores a.ipAR no comparten los sitios de fosforilacion ya definidos para el receptor
a18AR (Diviani et al., 1997; Garcia-Sdinz et al., 2001). Estas diferencias podrian
representar divergencias en los mecanismos de regulacion heterdloga de estos

receptores.

El estudio de esta regulacion funcional del apAR por los receptores para EGF, PDGF e
insulina tiene implicaciones fisiologicas relevantes, debido a que el receptor aipAR es
expresado en células donde también se encuentran los receptores para EGF, PDGF e
insulina. Se espera que el caracterizar un posible proceso de regulacion entre estos
receptores a nivel basico tenga relevancia en futuras investigaciones destinadas a
comprender procesos celulares o patologicos en los que estos receptores estén

involucrados.

Obijetivo general

Determinar si la activacidn de los receptores para el Epidermal Growth Factor

(EGP), el Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) y para insulina son capaces de

desensibilizar y fosforilar al receptor adrenérgico apAR humano en células Rat-1.



Obietivos experimentales

Determinar la desensibilizacion funcional del aipAR mediante la cuantificacion
de la concentracion de Ca2* intracelular en respuesta a noradrenalina (NA) en

condiciones basales y después del estimulo con EGF, PDGF e insulina.

Obtener los parametros farmacodinamicos de la desensibilizacion mediada por
el EGF, PDGF e insulina sobre el a1pAR para establecer el tipo de desensibilizacidon que
sufre el receptor como consecuencia del tratamiento con estos factores. Para ello se
realizaran curvas dosis-respuesta de [Ca%*]; de la respuesta a NA en condiciones

basales y después del estimulo con EGF, PDGF e insulina.

Examinar la posible participaciéon de las cinasas PKC y PI3-K en la
desensibilizacion del aipAR mediada por EGF, PDGF e insulina, mediante el uso de

inhibidores farmacoldgicos selectivos de ambas cinasas en un ensayo de cuantificacion
de [Ca2*];.

Establecer la potencial participacion de Gai en la desensibilizacion del aipAR
mediada por EGF, PDGF, insulina e IGF-I mediante el uso de la toxina pertussis en un

ensayo de cuantificacion de [Ca2*];.

Determinar si la desensibilizacion funcional del aipAR mediada por EGF, PDGF
e insulina es debida a la fosforilacion del receptor, mediante un ensayo de marcaje

metabolico con [32P] e inmunoprecipitacion.

Obtener los pardmetros farmacodinamicos de la fosforilacion mediada por el
EGF, PDGF e insulina sobre el aipAR. Para ello se realizardn curvas dosis-respuesta
determinando la incorporacion de [32P] al aipAR en condiciones basales y después del

estimulo con EGF, PDGF e insulina.

Establecer la participacion de las cinasas PKC y PI3-K en la fosforilacion del
a1pAR mediada por EGF, PDGF e insulina, mediante el uso de inhibidores

farmacoldgicos selectivos de ambas cinasas en un ensayo de incorporacion de [32P].

Determinar la posible participacion de Goai en la fosforilacion del aipAR
mediada por EGF, PDGF, insulina e IGF-I mediante el uso de la toxina pertussis en un

ensayo de incorporacion de 32P.



Procedimientos
experimentales




Materiales

Los siguientes reactivos: (2)-Norepinefrina, estaurosporina,
bisindolilmaleimida I, dcido lisofosfatidico, LY294002, wortmanina, insulina bovina y
los inhibidores de proteasas: leupeptinia, inhibidor de tripsina y bacitracina fueron
obtenidos de Sigma-Aldrich Chemical Co. El medio de cultivo DMEM, suero fetal
bovino, tripsina, antibidticos y otros reactivos utilizados para cultivo celular fueron
comprados de Life Technologies, Inc. El [32P]Pi (8500-9120 Ci/mmol) fue obtenido de
NEN Life Science Products. Las perlas de proteina A-agarosa fueron de Upstate
Biotechnology. El Fura2/AM fue comprado de Molecular Probes. La toxina pertussis
fue purificada en nuestro laboratorio de vacunas concentradas. El EGF, PDGF-BB e
IGF-I fueron obtenidos de Preprotech. Los anti-sueros utilizados fueron obtenidos de

conejos inmunizados en el laboratorio.

Metodologias

Cultivo celular

Se realizo el cultivo de fibroblastos Rat-1 (Raffus novergicus) que expresan
establemente el receptor aip~AR como se reportd previamente (Garcia-Sdinz & Torres-
Padilla, 1999; Garcia-Sdinz et al., 2001; Garcia-Sainz et al., 2004). Las células fueron
cultivadas en condiciones de esterilidad en medio de alta glucosa y glutamina, DMEM
complementado con 10% de suero fetal bovino, 300mg/ml del antibidtico de
seleccion andlogo a la neomicina, G-418, 100mg/ml de estreptomicina, y 0.25mg/ml
de amfotericina B, a 37°C bajo condiciones de 95% aire y 5% COgz. Para los
experimentos en condiciones de ayuno se utilizO DMEM sin suero fetal bovino y sin
antibidticos. Para los experimentos de condiciones de ayunos sin fosfatos se utilizo

DMEM sin suero fetal bovino, sin antibidticos y sin fosfatos.

Determinacion de Ca?* intracelular

Se realizo la determinacion de Ca?* intracelular conforme reportes previos del
laboratorio (Vazquez-Prado & Garcia-Sainz, 1996; Garcia-Sdinz et al., 2001; Garcia-~
Sainz et al., 2004). Se resembraron las células a confluencia y se ayunaron sin suero

toda la noche. Al dia siguiente se cargaron con 5mM de Fura2/AM en medio Krebs-



Ringer-Hepes-Ca?* por 1h. a 37°C. Las células se despegaron de la caja con tripsina y
se resuspendieron en 6ml de medio. Se lavaron 3 veces centrifugando a 3000 RPMs
por 3 min, se resuspendieron en 12ml de medio y se tomaron 2ml para cada muestra.
Se leyeron las muestras en un espectrofluordmetro Aminco-Bowman Series 2 con los
monocromadores de excitacion a 340nm y los de emisidon a 510nm. Los célculos de la
concentracion de Ca?* se realizaron con el software AB2 utilizando los parametros de

la formula descrita por Grynkiewicz (Grynkiewicz et al., 1985).

Fosforilacion e inmunoprecipitacion del oi0-AR

Los protocolos se realizaron de acuerdo a lo reportado en anteriormente en el
laboratorio (Vazquez-Prado et al., 1997; Garcia-Sainz et al., 2001; Garcia-Sainz et al.,
2004). Las células se resembraron en cajas de 6 pozos a confluencia y se ayunaron
toda la noche en medio sin suero y sin fosfatos. Se cargaron con 0.05mCi/ml de
[PO4]3% por 3hrs, a 37°C. Se estimularon por los tiempos establecidos a 37°C y se
elimind el medio. Se agregd 0.5ml de buffer de lisis con inhibidores de proteasas
(PMSF, bacitracina, inhibidor de tripsina, leupeptina) y fosfatasas (fosfo-tirosina,
fosfo-treonina, fosfo-serina, B-glicerofosfato, NaF, Na4sP,O7, NasV207) por lhr a 4°C.
Se obtuvieron lisados y se centrifugaron a 15000 RPM por 15 min. Se obtuvo el
sobrenadante y se inmunoprecipitd al receptor utilizando 5ul de antisuero de conejos
y 20ul de perlas de proteina A-agarosa/PBS durante toda la noche a 4°C en
movimiento. Se centrifugaron los complejos inmunes y se lavaron 3 veces con buffer
de lavados con NaF, tritén 10% y SDS 1% y se desnaturalizaron las muestras con 25ul
de SDS 10%/Urea 8M (1:1 v/v) y con 25ul de buffer Laemmli e hirviendo por 10
min. Se cargaron 25ul de cada muestra en geles de poliacrilamida/bisacrilamida
(30:0.8 w/w) al 10% y se corrieron a 100V. Se secaron al vacio y fueron expuestos en
placas Kodak para leerse en el Typhoon Phosphorlmager. El analisis densitométrico se

llevo a cabo con el software ImageQuant.
Analisis estadistico

Los datos se analizaron y graficaron con el Software Graph Pad Prism 4.0. Se
presentan los datos como promedios de + SEM. A los datos presentados en graficas de
barras se les aplicd un andlisis de varianza ANOVA de un sentido, y un post de
Bonferroni para comparacion multiple. A los datos presentados como curvas dosis-
respuesta se les aplicd un analisis paramétrico de curva dosis-respuesta sigmoidal. La

n de todos los experimentos presentados es de por lo menos 3 repeticiones.



Desultados




Determinacion de Ca?* intracelular

Se realizd un ensayo funcional del receptor aip-AR determinando el

incremento en [CaZ*];. Se estimularon las células con 10uM de noradrenalina (NA) y

se observo un incremento casi inmediat a ~1500 nM en [Ca?*]; (Fig. 1A). Para

determinar el efecto del tratamiento con los factores: EGF, PDGF e insulina sobre la

activacion del receptor aip-AR, se incubaron las células durante 15 minutos con cada

uno de los factores y después se estimuld con NA. En todos los casos se observd una

disminucion del incremento en la respuesta obtenida con NA sin pretratamiento con

ningun factor (Fig. 1B, 1C, 1D).
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Fig. 1. Determinacion de Ca2* intracelular: Células Rat-1 cargadas con Fura2/AM y

resuspendidas en medio Krebs-Ringer- Ca2+ fueron estimuladas con: A): Noradrenalina (NA)

10uM, B): EGF 100ng/ml 15 min. + NA 10uM , C): PDGF 50ng/ml 15 min. + NA 10uM, ¢

D) Insulina 100ng/ml 15 min. + NA 10puM.



A[Ca®*]i % actividad NA

Fig. 2. Gréfica comparativa de la determinacion de Ca2* intracelular: Se muestran los

porcentajes de respuesta a NA 10uM en células sin estimulacion previa (NA) y estimuladas
con EGF 100ng/ml 15 min., PDGF 50ng/ml 15 min. e insulina 100ng/ml 15 min. * P <
0.001 vs NA, ** P < 0.001 vs NAy P < 0.05 vs EGF +NA ¢ INS+NA

Se determind el porcentaje de respuesta obtenida con NA en los tratamientos con cada
factor con respecto al basal (NA) (Fig. 2). Los tratamientos con EGF, PDGF e insulina
disminuyeron significativamente la respuesta funcional del aip~-AR, de los cuales el
PDGF fue el factor que desensibilizo mas al receptor, siendo significativo con respecto

al EGF y a la insulina.

Posteriormente, realizaron curvas dosis-respuesta con cada factor: EGF, PDGF e
insulina. Para tal efecto se determind la respuesta de [Ca2*]; a diferentes
concentraciones de NA, y posteriormente, se determind la respuesta a las mismas
concentraciones de NA después de 15 min. de tratamiento con los diferentes factores:
EGF (Fig. 3A), PDGF (Fig. 3B) o insulina (Fig. 3C).
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Fig. 3. Curva dosis-respuesta en determinacion de Ca?*: Células Rat-1 cargadas con Fura
2/AM fueron estimuladas con: A) Diferentes [NA] sin (o) y con (o) EGF 100ng/ml 15 min,
Diferentes [NA] sin () y con (0) PDGF 50ng/ml 15 min, y C) Diferentes [NA] sin (e) y con

(0) Insulina 100ng/ml 15 min.



Posteriormente se calcularon los parametros farmacodinamicos de cada curva, y se

realizo el andlisis estadistico. Se obtuvieron los siguientes datos:

Potencia (EC50) Act. Maxima (%)
NA ~2.0 M 100%
EGF+NA ~2.5 UM * 56.7% **
PDGF+NA ~1.3 uM * 27.1% **
INS+NA ~2.9uM * 51.3% **

*P<0.05vsNA, **P>0.05vsNA

Se observa en la tabla que los valores de EC50 en los tres tratamientos no son
diferentes desde el punto de vista estadistico con respecto al grupo control (NA); sin
embargo, en los valores de actividad maxima, los tres tratamientos muestran
diferencias significativas al grupo control. Estos datos sugieren que el tipo de
desensibilizacion que sufre el aip-AR después del tratamiento con EGF, PDGF e
insulina se debe a que estos factores que modifican su capacidad para alcanzar la

respuesta maxima del agonista.

Después de determinar la disminucion de la respuesta del aip~-AR por los distintos
factores probados, la siguiente estrategia fue establecer si el mecanismo de
transduccion de los receptores para EGF, PDGF e insulina desensibilizaba al receptor
aip-AR. Para esto, se determind si algunas cinasas activadas por estos receptores
mediaban la disminucion de la respuesta del aip~-AR. Se probd entonces la posible

participacion de dos cinasas: PI3K y PKC.

Para tal efecto se probd la respuesta funcional del oaip-AR en un ensayo de
determinacion de [Ca?*]; después del tratamiento con EGF, PDGF e insulina en
presencia de inhibidores farmacoldgicos: estaurosporina (STAU) y bisindolilmaleimida
I (BIM), inhibidores de PKC; y wortmanina (WORT) y LY294002 (LY), inhibidores de
PI3K (Fig. 4A, 4B y 4C). Se expresaron los resultados como porcentaje de la respuesta

maxima a la NA.



A[Ca?"]i % actividad NA Z

160 B)
=S Ui S PDGF 50ng/m
1204 = 1204
*%* ** °
R S
80- = R b *kk kkk
S 80- T T
o
* X
40- & 401 * o o
o] — - -
O,
<
0- ! ! ! ! ! 0- T T T T T
< <
z z 3 2 &k Z S £ 2 = & 3
i £ @ O L £ @ 9
1) (7] = 0] n =
w o)
o
C) 160
NA 10uM
<ZE insulina 100ng/ml
1201
< x X e
2 i
> B
S 804 —
S
— *
& 407 =
O,
<
O-l 1 1 ) ) )
< < ) s = >
=z ?) |<£ = DO: -
z © =

Fig. 4. Determinacién de Ca2+ con inhibidores de la PKC y la PI3K: Células Rat-1 cargadas con
Fura 2/AM vy resuspendidas en medio Krebs-Ringer- Ca2* fueron estimuladas con:
wortmanina 100nM (WORT), LY 294002 1mM (LY), staurosporina 100nM (STAU) o BIM
ImM (BIM), 15 min. y en todos los casos con A) EGF 100ng/ml 15 min., B) PDGF 50ng/ml
15 min. y C) insulina 100ng/ml 15 min y NA 10puM. * P < 0.001 vs NA, ** P > 0.05 vs NA, ***
P < 0.001 vs EGF+NA, PDGF+NA ¢ INS+NA; ° P > 0.05 vs PDGF+NA.



Los resultados obtenidos demuestran lo siguiente: en el caso del tratamiento con EGF e
insulina, la inhibicion de PI3K y de PKC reestablece la respuesta funcional del receptor
a1p~AR de forma significativa, lo cual implica la participacion de ambas cinasas en la
desesnsibilizacion mediada por estos factores. Debido a que la respuesta obtenida con
la inhibicidon de cada cinasa no muestra diferencias significativas con respecto al
grupo control (NA), se sugiere que estas cinasas actian de forma secuencial y no
simultdneamente, ya que al inhibir cualquiera de las dos se inhibe la desensibilizacion

de manera total.

Sin embargo, en el caso del tratamiento con PDGF la inhibicion de PI3K recuperd solo
parcialmente la respuesta basal de NA, mientras que la inhibiciéon de PKC no la
reestablecio; estos resultados no fueron concluyentes sobre el mecanismo de accion del

PDGF sobre el aip~AR, pero sugiere la participacion de elementos adicionales.

Ensavos de fosforilacion del recentor

Los resultados anteriores demuestran que el receptor aip-AR se desensibiliza
debido a la activacion de los receptores para EGF, PDGF e insulina y que esta
desensibilizacion disminuye la liberaciéon de Ca?* intracelular mediada por el
agonista. Por lo tanto, se determino si la desensibilizacidn era debida a la fosforilacion
del receptor. Para ello se realizO un ensayo de incorporacion de 352[P] e
inmunoprecipitacion del receptor para determinar si éste es fosforilado debido a la

estimulacion con EGF, PDGF e insulina.

Se observo que al estimular con 10uM NA el aip-AR aumentd su fosforilacion en
~250% con respecto al basal (Fig. 5). Al estimular con EGF o PDGF también se observo
una fosforilacion del receptor, ligeramente superior a la observada con NA.
Adicionalmente, al incubar con los inhibidores especificos para el EGFr, AG1478 o
para el PDGFr, AG1976, y estimular con EGF y PDGF, respectivamente, la fosforilacion

del aip~-AR disminuyé de manera casi total.
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Fig. 5. Fosforilacion del aip~AR: Células Rat~1 marcadas con 32[P] fueron estimuladas con: NA
10uM 5 min., EGF 100ng/ml, AG1478 5uM 30 min, NA 10uM 5 min, PDGF 50ng/ml, 15
min., y AG1976 5uM 30 min., solos o en conjunto. * P < 0.001 vs. Basal, ** P > 0.05 vs.

Basal

Estos datos demuestran que tanto el EGF como el PDGF median la fosforilacion del

receptor aip~-AR y que ésta es debida a la activacidn de sus receptores.

Posteriormente, se determind 1la fosforilacion del oip-AR con diferentes
concentraciones de EGF, PDGF e insulina en curvas dosis-respuesta (Fig. 6). Los
resultados obtenidos demuestran que la fosforilacidon del oip-AR debida a la
estimulacion con EGF, PDGF e insulina es dosis-dependiente y saturable, lo cual
sugiere que todos los receptores para los factores utilizados son activados, y que la

fosforilacidn del aip~-AR observada es la maxima para cada factor.

Fig. 6. Curva dosis-respuesta de fosforilacion del aip-AR: Células Rat-1 marcadas con 32[P]
fueron estimuladas con: A) EGF 0, 0.01, 0.1, 1, 10 y 100 ng/ml 15 min., B) PDGF 0, 0.01,
0.1, 1, 10y 100ng/ml 15 min. y C) INS 0, 0.01, 0.1, 1, 10 y 100 ng/ml 15 min.
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Se calcularon los parametros farmacodindmicos para cada curva, y se realizd el

analisis estadistico. Se obtuvieron los siguientes datos:

Potencia (EC50) Efecto maximo (%)
EGF ~1.3 ng/ml 254.7%
PDGF ~0.1 ng/ml 262.8%
INSULINA ~0.8 ng/ml 198.2%

Se observa en la tabla que todos los tratamientos inducen la fosforilacion del aip~AR
siendo el PDGF el mas efectivo, mientras que la concentracién a la cual se alcanza la

mitad del efecto es variable, siendo el PDGF el factor mas potente.

La siguiente estrategia experimental fue determinar si el EGF, PDGF e insulina median
la fosforilacion del aip-AR a través de la activacion de las cinasas PI3K y PKC, como se
demostro en el ensayo funcional de liberacion de Ca?*. Para tal efecto, se utilizaron los
inhibidores farmacologicos selectivos de ambas cinasas: estaurosporina (STAU) y
bisindolilmaleimida I (BIM), inhibidores de PKC; y wortmanina (WORT) y LY294002
(LY), inhibidores de PI3K en el ensayo de fosforilacion del receptor (Fig. 7).

Los resultados obtenidos demuestran lo siguiente: en el caso del tratamiento con EGF e
insulina, la inhibicion de PI3K y de PKC revierte la fosforilacion del aip~-AR mediada
por estos factores de manera significativa, implicando la participaciéon de ambas
cinasas en la fosforilacion del receptor. El reestablecimiento del estado de fosforilacion
basal con el uso de los inhibidores (Fig. 7) sugiere que estas cinasas actuan de forma
secuencial y no simultaneamente, lo cual correlaciona con los datos obtenidos en el

ensayo de liberacion de Ca?*.

Sin embargo, en el caso del tratamiento con PDGF, el uso de inhibidores de la PKC
revirtio solo en forma parcial la fosforilacion mediada por éste, datos que
correlacionan con los obtenidos en el ensayo de liberacion de Ca?*, sin embargo, el
uso de inhibidores de la PI3K tampoco revirtio la fosforilacion mediada por PDGF.
Estos datos son muy interesantes porque sugiere la participacion de otras cinasas en la
fosforilacion del aip-AR, ademas de mecanismos de accion distintos para los

fendmenos de fosforilacion y desensibilizacion.
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Fig. 7. Fosforilacion del ap~AR con inhibidores de la PKC y la PI3K: Células Rat-1 marcadas
con 32[P] fueron estimuladas: wortmanina 100nM (WORT), LY 294002 1mM (LY),
staurosporina 100nM (STAU) o BIM ImM (BIM), 15 min. y en todos los casos con A) EGF
100ng/ml 15 min., B) PDGF 50ng/ml 15 min. y C) insulina 100ng/ml 15 min y NA 10uM. *
P < 0.001 vs basal, ** P > 0.05 vs basal, *** P < 0.05 vs basal; ° P > 0.05 vs PDGF.

Tratamiento con toxina pertussis (PTX)

Para determinar si la desensibilizacion del aip-AR mediada por: EGF, PDGF e
insulina involucra la transactivacion de alguin GPCR acoplado a proteinas Gi se utilizo
la toxina pertussis (PTX), la cual inactiva selectivamente a estas proteinas G, en un
ensayo de determinacion de [Ca?*];. En este ensayo también se determind el papel de
otro factor probado con anterioridad en el laboratorio, el IGF-1, el cual es capaz de

desensibilizar al a1p~-AR (En prensa).

Los resultados obtenidos utilizando PTX fueron sorprendentes. La respuesta médxima
obtenida de NA al incubar con PTX fue disminuida en ~50% en todos los casos
(Fig. 8). Como control de la inhibicion de Gi por PTX se utilizo acido lisofosfatidico

(LPA), debido a que éste lipido se acopla a Gi y es sensible a PTX

Se determind entonces la respuesta de NA en los tratamientos con EGF, PDGF, insulina
e IGF-I con PTX y en condiciones basales. Se realizé el andlisis de los grupos tratados
con PTX e incubados con EGF, PDGF, insulina e IGF-I vs. NA con PTX. De esta manera,
se pudo observar que el tratamiento con PTX reestablecio significativamente la
respuesta del a1p~-AR en el tratamiento con EGF, no asi en los tratamientos con PDGF,
insulina e IGF-1 (Fig. 9). Estos datos sugieren que la desensibilizacion del aip-AR
mediada por EGF requiere de la activacion de una proteina G; o de un GPCR acoplado

a ella.
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Fig. 8. Efecto de la PTX sobre la liberacion de Ca?* intracelular: Células Rat-1 cargadas con
Fura2/AM y resuspendidas en medio Krebs-Ringer- Ca?* fueron estimuladas con: A):

Noradrenalina (NA) 10uM, B): PTX 100ng/ml o/n + NA 10uM, C): LPA 1uM y D): PTX
100ng/ml o/n + LPA TpM.
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Fig. 9. Efecto de la PTX sobre la liberacion de Ca2?* intracelular: Células Rat-1 fueron
incubadas sin (barras claras) y con (barras oscuras) PTX 100ng/ml o/n, sin estimular (NA), y
estimuladas con: EGF 100ng/ml 15 min., PDGF 50ng/ml 15 min., insulina 100ng/ml 15 min
e IGF-I 100ng/ml 15 min, y en todos los casos, estimuladas con NA 10uM, y un grupo
control con LPA 1pM. * P > 0.05 vs NA-PTX, ** P < 0.05 vs NA-PTX, *** P < 0.001 vs NA-PTX.
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Fig. 10. Grafica comparativa del efecto de la PTX sobre la liberacion de Ca2* intracelular: Se
muestran los porcentajes de respuesta a NA 10uM en células sin estimulacion previa (NA) y
estimuladas con EGF 100ng/ml 15 min., PDGF 50ng/ml 15 min. ¢ insulina 100ng/ml 15

min, sin (barras claras) y con (barras oscuras) PTX. * P < 0.001 vs control.

Para poder realizar el analisis comparativo entre grupos con y sin tratamiento con
PTX, se determino el porcentaje de respuesta obtenida en cada grupo respecto a su
grupo basal (NA) y se normalizaron las respuestas maximas de estos grupos como el
100% (Fig. 10). Se determinaron diferencias significativas en el tratamiento con PTX

vs el grupo control sélo en el grupo tratado con EGF.

Posteriormente, se determind la fosforilacion del aip~AR con tratamiento de toxina
pertussis (PTX) para probar el papel de proteinas G; en la fosforilaciéon mediada por
EGF, PDGF, insulina e IGF-I (Fig. 11).

Los resultados obtenidos muestran que la fosforilacion del a1p-AR mediada por EGF y
PDGF, es dependiente de una proteina Gi o de un receptor acoplado a ella; el
tratamiento con PTX disminuyo la fosforilacion mediada por estos factores de manera
significativa. En el caso de la insulina y el IGF-1, la fosforilacion fue parcialmente
mediada por una proteina Gi, debido a que se encontraron diferencias significativas

vs. los grupos control sin PTX y vs. el basal.
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Fig. 11. Fosforilacién del aip~AR con PTX: Células Rat-1 marcadas con 32[P] sin y con
tratamiento con PTX 100ng/ml o/n fueron estimuladas con: con EGF 100ng/ml 15 min.,
PDGF 50ng/ml, insulina 100ng/ml 15 min e IGF-I 100ng/ml 15 min.* P > 0.05 vs basal, ** P
> 0.05 vs basal y vs INS e IGF.

Como control de la inhibiciéon de Gi por PIX se utilizd LPA para verificar la

fosforilacion del aip-AR (Fig. 12). Se observa que el tratamiento con PTX abate la

fosforilacion del aip~AR mediada por este factor.
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Fig. 12. Fosforilacion del aip-AR por LPA: Células Rat-1 marcadas con 32[P] sin y con
tratamiento con PTX 100ng/ml o/n fueron estimuladas con: LPA 1uM. * P > 0.05 vs basal
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Los datos presentados en esta tesis demuestran que la activacion de los
receptores de EGF, PDGF e insulina inducen la desensibilizacion y fosforilacion del
receptor a1pAR en fibroblastos Rat-1. Lo anterior se comprobo gracias a ensayos de
cuantificacion de la liberacion de Ca2* intracelular, y mediante ensayos de

fosforilacién del aipAR.

Mediante la determinacion de [Ca?*]; se establecid que el tratamiento con EGF, PDGF e
insulina modifica la funcionalidad del receptor, manifestada por la disminucién
significativa de la liberacion de este segundo mensajero promovida por su agonista la

noradrenalina

Gracias a los ensayos de fosforilacion del receptor a1pAR se determind que el EGF, el
PDGF y la insulina son capaces de fosforilar al receptor de forma dosis-dependiente y
que esta fosforilacion se previene en el caso del EGF y del PDGF con el uso de los

inhibidores especificos de sus receptores.

A pesar de que la vision tradicional de la regulacion de los GPCRs propone que la
fosforilacién del receptor lleva a su desensibilizacion funcional y que ambos
mecanismos siempre correlacionan, algunos datos de esta tesis sugieren que esto no es
una generalidad. Debido a que en el presente trabajo se determind el papel de la
activacion de tres receptores con actividad de tirosina cinasa sobre la desensibilizacién
y fosforilacion del a1pAR, vale la pena realizar un analisis de los resultados obtenidos

con cada factor, y posteriormente, hacer una comparacién entre los tres.

Desensibilizacion del o1pAR mediada por ECF

El tratamiento con 100 ng/ml de EGF por 15 minutos disminuy? la liberacion
de Ca?* intracelular del aipAR en respuesta a NA en un 43.3%. Al calcular los
parametros farmacodindmicos obtenidos de la curva dosis-respuesta de liberacion de
Ca2* se determind que la EC50 no se modificd significativamente vs el grupo sin
tratamiento, lo cual sugiere que la desensibilizacion mediada por EGF se debe a

mecanismos que modifican la capacidad del aipAR para responder a la NA.

Basdndose en reportes de la literatura y en trabajos previos realizados en el
laboratorio, 1a hipdtesis sobre el mecanismo de accidon del EGF propuesta fue que éste

promueve esta desensibilizacion del oipAR mediante la activacion cinasas



pertenecientes a su via de transduccion. Los primeros candidatos fueron la PI3K y la
PKC, debido a que se ha demostrado su participacion en la desensibilizacion del o13AR

mediada por el receptor de EGF.

Por lo tanto, se intentd determinar si la desensibilizacion del aipAR mediada por RTKs
seguia el modelo de cross-talk propuesto en el laboratorio, en el cual el EGFr al ser
estimulado activa a la PI3K, la cual activa a PKC, (probablemente mediante la
activacion previa de PDKI, aunque estos datos no han sido probados), y ésta

finalmente, fosforila al receptor adrenérgico llevando a su desensibilizacion.

Para tal efecto, se utilizaron un par de inhibidores farmacologicos de cada cinasa y se
determind asi su participacion en la desensibilizacion del aipAR mediada por EGF. Fl
uso de todos los inhibidores reestablecié la liberacion de Ca%* basal al estimular con

NA. Esto sugiere que ambas cinasas actuan de forma secuencial para desensibilizar

funcionalmente al a1pAR debido a la activacion del EGFr.

Definida la desensibilizacion funcional del aipAR por EGF, se determind que ésta se
debe a la fosforilacion del receptor. El tratamiento con EGF 100 ng/ml por 15 minutos
provocd la fosforilacion del aipAR en 254.7% con respecto a la fosforilacion sin
estimulo, alcanzando el 50% del efecto con 1.3 ng/ml. Esta fosforilacion se abatid con
el uso del inhibidor del EGFr, lo cual demuestra que los efectos del EGF sobre el apAR

son mediados por la activacion especifica del EGFr.

Tratando a las células con los inhibidores de PI3K y PKC utilizados previamente, la
fosforilacién del aipAR mediada por EGF se revirtid a los niveles basales. Estos datos
muestran la participacion de ambas cinasas en este proceso, lo cual correlaciona con

los datos obtenidos en los ensayos de liberacion de Ca?*.

Posteriormente, se utilizé la toxina pertussis (PTX) para determinar si una proteina Gi
0 un receptor acoplado a ella participan en la desensibilizacion del aipAR, y se

observo que la liberacion de Ca2* debida a NA se reestablecio significativamente.

En los ensayos de fosforilacion se observo que el tratamiento con PTX también abatio
la fosforilacion del a1pAR provocada por el tratamiento con EGF. Estos datos sugieren

un mecanismo novedoso por el cual la desensibilizacion y fosforilacion del aipAR



debida a la activacion del EGFr requieren de una proteina G; o un receptor acoplado a

ella, de PI3K y de PKC, todas ellas participando de forma secuencial.

Existen varias posibilidades para explicar los resultados obtenidos y proponer un
modelo de desensibilizacion mediado por EGF. En 1991 se reportd que el EGFr se
acopla a una proteina G; (Liang & Garrison, 1991). Posteriormente surgieron datos
que vinculan a los dimeros Gfy de Gi con la activacion directa de PI3K, y en el 2008
se publicd en el laboratorio una revision extensiva sobre los mecanismos de
desensibilizacion descritos de RTKs hacia receptores adrenérgicos, en los cuales GBy
de Gj, PI3K y PKC estan involucradas (Hawes et al., 1996; Garcia-Sdinz et al., En

prensa).

Estos reportes, entre otros, apoyan el primer modelo de desensibilizacion del apAR
por EGF en el cual el EGFr al ser activado se fosforila y activa a una proteina Gi; la
liberacion del dimero GPy activa a PI3K, la cual activa a PKC, la cual finalmente
fosforila al aipAR. Esta fosforilacion induce la desensibilizacion del receptor, y la
disminucion de su respuesta funcional. En este trabajo no se determiné si la PKC se
activa debido a la PDK-1, una cinasa activada por el PIP3 (el segundo mensajero
producido por la PI3K), pero parece ser el mecanismo mas probable por el cual este

fendémeno ocurre (Fig. 1).
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Fig. 1. Ter. modelo de desensibilizacion del a1pAR por la activacion del EGFr. A) Activacion del EGFr por
EGF; B) Activacién de Gi en respuesta a la fosforilacion del EGFr, disociacion del dimero Gfy; C)
Activaciéon de la PI3K por GPy; D) Activacion de PKC debida a PI3K, se muestra como posible

intermediario a PDK-1; E) Fosforilacion del apAR y desensibilizacion funcional.

El segundo modelo que puede explicar los datos obtenidos con los inhibidores y la PTX
se basa en reportes de que algunos RTKs como el PDGFr y el IGF-Ir transactivan al
receptor de esfingosina-1-~fosfato (S1P;) acoplado a Gi, mediante la activacion de PI3K
(Rani et al., 1997; Demoulin et al., 2004; El-Shewi et al., 2006). Con base en esta
evidencia, es posible que el EGFr al ser activado transactive al S1P; o algun otro GPCR
acoplado a Gi mediante la activacion de PI3K, y que ésta induzca la activacion de PKC

y la consecuente fosforilacion y desensibilizacion del aipAR (Fig. 2).
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Fig. 2. 2do. modelo de desensibilizacion del aipAR por la activacion del EGFr. A) Activacion del EGFr
por EGF; B) Activacion de PI3K en respuesta a la fosforilacion del EGFr; C) Liberacion de ligando soluble
de algun GPCR, posiblemente S1P; y activacion del receptor D) Activacion de PKC debida al GPCR; E)

Fosforilacion del a1pAR y desensibilizacion funcional.

Desensibilizacion del 0 rAR mediada por PDCF

El tratamiento con 50 ng/ml de PDGF por 15 minutos disminuy¢ la liberacion
de Ca?* intracelular en respuesta a NA del aipAR en un 72.9%. Gracias a los
parametros farmacodinamicos obtenidos de la curva dosis-respuesta se determind que

al igual que el EGF, el PDGF no compite por el sitio de unién del agonista al aipAR.

De igual forma que para el EGF, se determind la participacion de PI3K y PKC en la
desensibilizacion del aipAR mediada por PDGF. El uso de los inhibidores de la PI3K
reestablecio parcialmente, en un 49%, la liberacion de Ca?* al estimular con NA. Por
otra parte, los inhibidores de PKC no reestablecieron la liberacion de Ca2* en
respuesta a NA. Estos datos son novedosos e interesantes, pues demuestran que en la
desensibilizacion del aipAR debida al PDGFr, PKC no estda involucrada y que PI3K

participa conjuntamente con otra(s) cinasa(s).

Posteriormente, se establecid que la desensibilizacion funcional del aipAR por PDGF es

debida a la fosforilacion del receptor. El tratamiento con PDGF 50 ng/ml por 15



minutos provoco la fosforilacion del aipAR en 262.8% con respecto al basal y se
alcanzo el 50% de la fosforilacion maxima con 0.1 ng/ml. Esta fosforilacion fue
abatida con el uso del inhibidor del PDGFr, lo cual demuestra que los efectos de
fosforilacion y desensibilizacion observados sobre el aipAR son mediados por la

activacion especifica del PDGFr.

Se determind entonces la fosforilacion del aipAR debida al PDGF con el uso de los
inhibidores de PKC y PI3K utilizados anteriormente. En este caso, los inhibidores de
PKC revirtieron la fosforilacion del aipAR en un 25%, y los inhibidores de PI3K un
20%. En el caso de la participacion de PI3K, los datos correlacionan con los obtenidos
en el ensayo de liberacidon de Ca?*, debido a que se requiere de esta cinasa en conjunto
con otra(s) para la fosforilacion y desensibilizacion del aipAR. Sin embargo, el caso de
la PKC es interesante debido a que su inhibicion no disminuye la desensibilizacion del
aipAR mediada por el PDGF, pero si disminuye ligeramente la fosforilacion del
receptor inducida por este factor. Para tratar de explicar estos datos es necesario

tomar en cuenta los resultados que se discutiran a continuacion.

Al realizar los ensayos de liberacion de Ca?* con el tratamiento de PTX, no se
reestablecio la liberacion de Ca2* por NA, lo cual indica que ninguna proteina G; estd
involucrada en la desensibilizacion del aipAR por PDGF. Sin embargo, de manera
sorpresiva, el uso de PTX abatid la fosforilacion del aipAR debida al PDGF. Estos datos
podrian ser contradictorios si se toma el paradigma clasico de regulacion de los
GPCRs, por lo tanto, es necesario obviar éste para poder proponer un modelo de la

regulacion del aipAR mediada por el PDGFr con los datos obtenidos.

En primer lugar, la PI3K es capaz de fosforilar y desensibilizar al a1pAR en respuesta a
PDGF solo parcialmente, en un 20% y 30% respectivamente, lo cual indica que su
papel no es determinante en esta via, y que existen otros componentes de la cascada de
senalizacion del PDGF involucrados en el proceso. El papel de la PKC no es claro
debido a que no participa en la desensibilizacion del aipAR, pero su inhibicidon
disminuye la fosforilacion del aipAR debida al PDGF en un 25%. Lo ultimo puede
deberse a la activacion independiente de PDGF de algunas isoformas de PKC que son
capaces de fosforilar al aipAR, sin que esta fosforilacion tenga repercusiones sobre su
desensibilizacion, sin embargo, no se tienen datos atin que den soporte experimental a

esta propuesta.



Por otro lado, los resultados obtenidos con el tratamiento con PTX son novedosos pero
intrigantes, debido a que se requiere de una proteina G; para la fosforilacion del apAR
debida al PDGF, pero no se requiere ésta para la desensibilizacién funcional del
receptor. Esto implica que estos dos procesos son independientes y deben considerarse
por separado; ademds, es necesario tomar en cuenta que la fosforilacion y
desensibilizacion del aipAR mediada por PDGF requiere probablemente de otra(s)

cinasa(s) ademas de PI3K.

Por lo tanto, se propone un modelo con los datos obtenidos en este trabajo,
considerando la desensibilizacion y la fosforilacion del aipAR de forma independiente.

Este ha sido dividido en tres secciones.

I. La estimulacion del PDGFr activa a la PI3K. Esta es capaz de mediar la fosforilacion
“parcial” del ai;pAR mediante la activacion de una cinasa X que no es PKC. Esta

fosforilacidn es capaz de desensibilizar al receptor, también de manera “parcial” (Fig.
3).

II. La estimulacion del PDGFr lleva a la activacidn, independiente de PI3K, de una
proteina Gi o de un receptor acoplado a ella, la cual es capaz de ocasionar la
fosforilacion del aipAR mediante una cinasa Y. Esta fosforilacion no promueve la
desensibilizacion del receptor (Fig. 4). En el laboratorio se reportd que en el caso del
cross-talk del receptor de endotelina hacia el oisAR, hay cinasa(s) de tirosina
involucradas en al desensibilizacion heterologa mediada por este factor, y que ésta(s)

actua(n) de forma independiente a cinasas como PKC (Vazquez-Prado et al., 1997).

III. La estimulacién del PDGFr lleva a la activacion, independiente de PI3K y de la
proteina Gi, de una proteina Z, la cual es capaz de desensibilizar al o;pAR
independientemente de su fosforilacién. El mecanismo de accidén de esta proteina
podria estar rio abajo del receptor y asi actuar independientemente del estado de
fosforilacion de éste (Fig. 5). Datos no publicados de nuestro laboratorio con el

receptor aaAR confirman esta hipotesis.

En la Fig. 6 se muestra un esquema de como los diferentes elementos del modelo
propuesto se conjugan en la respuesta final, ya sea la fosforilacion, la

desensibilizacion, o ambas, del aipAR mediada por la activacion del PDGFr (Fig. 6).



desensibilizacion
parcial

cinasa X

Fig. 3. Modelo de desensibilizacion del aipAR por la activacion del PDGFr 1. A) Activacion del PDGFr
por PDGF; B) Activacion de PI3K en respuesta a la fosforilacion del PDGFr; C) Activacion de la cinasa X

D) Fosforilacion “parcial” del a;pAR y desensibilizacion funcional “parcial”.
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Fig. 4. Modelo de desensibilizacién del aipAR por la activacion del PDGFr II. A) Activacion del PDGFr
por PDGF; B) Activacién de Gi; C) Activacion de la cinasa Y; D) Fosforilacion del aipAR sin

desensibilizacién funcional.
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Fig. 5. Modelo de desensibilizacion del a;pAR por la activacion del PDGFr III. A) Activacion del PDGFr
por PDGF; B) Activacion de la proteina Z en respuesta a la fosforilacion del PDGFr; C) Desensibilizacion

funcional del a;pAR mediante algiin mecanismo rio abajo del receptor.
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Fig. 6. Modelo de desensibilizacion del a;pAR por la activacion del PDGFr III. Se muestran las tres vias
independientes propuestas: G; y una cinasa Y; una proteina Z activada directamente por el PDGFr; PI3K

y una cinasa X.



Desensibilizacion del o1 pAR mediada por Insulina

El tratamiento con 100 ng/ml de insulina por 15 minutos disminuyé la
liberacion de Ca?* intracelular en respuesta a NA del aipAR en un 48.7%. Gracias a
los pardametros farmacodindmicos obtenidos de la curva dosis-respuesta se determind
que al igual que los demads factores probados, la insulina no compite por el sitio de

union del agonista del aipAR.

Igualmente, se determind la participacion de PI3K y PKC en la desensibilizacion del
a1pAR mediada por insulina. El uso de los inhibidores de la PI3K y la PKC reestablecio
significativamente la liberacion de Ca?* al estimular con NA. Esto sugiere que ambas
cinasas actuan de forma secuencial para desensibilizar funcionalmente al aipAR

debido a la activacion del receptor de insulina.

Posteriormente, se determind que la desensibilizacidon del aipAR mediada por la
insulina es debida a la fosforilacion del receptor. El tratamiento con insulina 100
ng/ml por 15 minutos provocé la fosforilacion del aipAR en 198.2% con respecto a la

fosforilacion basal, alcanzando el 50% del efecto con 0.8 ng/ml.

Tratando con los inhibidores de PI3K y PKC utilizados previamente, la fosforilacion del
apAR mediada por insulina se revirtio. Estos datos muestran la participacion de
ambas cinasas en este proceso, lo cual correlaciona con los datos obtenidos en los

ensayos de liberacion de Ca?*.

Al realizar los ensayos de liberacion de Ca?*t con el tratamiento de PTX, no se
reestablecio la liberacion de Ca?* por NA, lo cual indica que ninguna proteina G; esta
involucrada en la desensibilizacién del aipAR por insulina. Por otro lado, en los
ensayos de fosforilacion, se observd que el tratamiento con PTX revirtid parcialmente
la fosforilacion del aipAR provocada por el tratamiento con insulina, lo cual indica
que se requiere de una proteina Gi en cooperacién con otras cinasas para la

fosforilacidn del receptor.

Estos datos sugieren que se requiere de una proteina G; o de un receptor acoplado a
ella, de PI3K y de PKC para la fosforilacion del aipAR debida a la insulina; sin

embargo, no se requiere de una proteina G;i para la desensibilizacion del receptor,



siendo indispensables para este proceso PI3K y PKC. Adicionalmente, la participacion
de una proteina Gj en la fosforilacion del receptor parece ser parcial, por lo que se
sugiere el siguiente modelo de fosforilacion y desensibilizacion del aipAR por insulina,
en el cual la activacion del receptor de insulina induce su fosforilacion y la union y
fosforilacidon del IRS. Esta proteina induce la activacion de la PI3K, la cual activa a
PKC; y de manera paralela, se activa una proteina G; o un receptor acoplado a ella, la
cual es capaz de estimular también a PI3K, la cual activa a PKC. Esta cinasa activada
por las “dos vias distintas” es la cinasa que finalmente fosforila y desensibiliza al
a1pAR (Fig. 7). En este modelo, la inhibicion de la proteina G; no tiene efectos sobre la
desensibilizacion del receptor debido a que la PI3K se activa de manera directa por el

receptor de insulina y el efecto funcional es la desensibilizacion del receptor.

desensibilizacion

Fig. 7. Modelo de desensibilizacion del a1pAR por la activacion del receptor de insulina. A) Activacion
del INSr por insulina, unién y activacion de IRS; B) Activacion de G; en respuesta a la fosforilacion del
ENSR, activacion de la PI3K por Gy C) Simultdnea a la activacion de G;, activacion de la PI3K por el

INSr; D) Activacion de PKC debida a PI3K; E) Fosforilaciéon del aipAR y desensibilizacion funcional.



Conclusiones vy perspectivas

Los datos presentados en esta tesis demuestran que la activacion de los
receptores de EGF, PDGF e insulina inducen la desensibilizacion y fosforilacion del
receptor aipAR. A pesar de que los componentes de las vias de sefializacion
involucrados en estos procesos son los mismos para los tres factores probados, el

mecanismo y la respuesta final son distintos.

Los resultados obtenidos permiten hacer un andlisis cuantitativo entre los diferentes
factores probados. Como se mostro en las tablas de los parametros farmacodinamicos
obtenidos, la desensibilizacion funcional del aipAR debida al PDGF fue mayor y
mostro diferencias significativas con respecto a la debida al EGF y a la insulina. Esta
desensibilizacion tan dramaética debida al PDGF puede deberse al mecanismo “alterno”
de bloqueo de la liberacion de Ca2* mencionado en el modelo III propuesto en este

capitulo.

Los efectos méximos de fosforilacion del aipAR también reflejan diferencias entre los
factores probados, siendo el PDGF el que logrd la mayor fosforilacion del receptor e
insulina la menor. Otro punto a considerar es la potencia de los factores utilizados.
Mientras que se requirié 1.3 ng/ml de EGF y 0.8 ng/ml de insulina para lograr el
50% de la fosforilacidon méaxima del aipAR, se requirio solo 0.1 ng/ml de PDGF para

lograr el mismo efecto.

Una conclusion importante que arrojan los datos de este trabajo es que deben evitarse
las generalizaciones sobre los mecanismos de accion de receptores similares o de la
misma familia, debido a que a pesar de las similitudes que existan en la estructura, los
ligandos, las vias de senalizacion que activan, etc., los resultados funcionales pueden
ser muy distintos. Estas diferencias tienen implicaciones celulares muy importantes,

debido a que brindan gran diversidad de respuestas bioldgicas a diferentes estimulos.

Adicionalmente, este trabajo representa uno de los primeros reportes sobre la
regulacion heterdloga del receptor aipAR, lo que permite hacer analisis comparativos
entre los diferentes miembros de la familia de los ai1ARs. La informacion obtenida
sobre los mecanismos moleculares involucrados en procesos de fosforilacion y
desensibilizacion del receptor mediada por otros factores, ayudan a tener un

panorama mas completo y global de mecanismos de regulacion de los aARs.



Como parte del trabajo futuro para completar los modelos propuestos en esta tesis se

podria considerar, entre otras estrategias, lo siguiente:

I. Determinar el mecanismo por el cual PI3K activa a PKC en el estimulo con EGF,
PDGF e insulina. Determinar la posible participacién de PDK-1 como mediadora de

este proceso.

II. Identificar a la(s) isoforma(s) especificas de PKC que fosforilan al aipAR en
respuesta a la activacion de EGF e insulina, y los sitios especificos que son fosforilados

en el receptor.

III. Establecer el mecanismo de accion de la proteina G; involucrada en la
desensibilizacion mediada por los factores probados. Determinar si es solo la proteina
Giunida a los RTKs, o la transactivacion de un GPCR acoplado a ella lo que promueve
los efectos observados en este trabajo. Establecer la secuencia de participacion de ésta
con PI3K y PKC. Identificacion de la posible cinasa desconocida activada por Gi en

respuesta al estimulo con PDGF.

IV. Determinar la molécula y el mecanismo por el cual el PDGF desensibiliza al a1pAR,

y a que nivel de su cascada de transduccion.

V. Establecer si existe transactivacion de otros RTKs involucrada en alguno de los
procesos de fosforilacion y desensibilizacion del aipAR con todos los factores

estudiados.

Finalmente, otro de los aspectos importantes obtenidos en este trabajo de tesis, fue el
descubrimiento de que el tratamiento con PTX disminuye la liberacion de Ca?* del
a1pAR debida a NA. Estos resultados fueron sorprendentes, y dejan abierta una serie de
preguntas, y propuestas experimentales para determinar cual es el papel de la

proteina G; en la actividad y/o regulacién del aipAR.

Por lo tanto, con los datos obtenidos de esta tesis no es posible proponer explicaciones
sobre este fendmeno, y para poder proponer un modelo razonable del mecanismo que
promueve estos efectos celulares es necesario el planteamiento de nuevos objetivos

experimentales y de un nuevo proyecto de investigacion.
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