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ABREVIATURAS

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico.

Ca®": 16n Calcio.

[Ca]i: Concentracion de calcio intracelular.
ER-a: Receptor para estrogenos alfa.

ER-B: Receptor para estrogenos beta.

E2: 17-B estradiol.

GDP: Guanosin difosfato.

GPCR: Receptor acoplado a proteinas G.
GTP: Guanosin trifosfato.

IP3: Inositoltrifosfato.

LPA: Acido lisofosfatidico.

LPA1: Receptor para acido lisofosfatidico 1.
LPA1-EGFP: Receptor para acido lisofosfatidico unido a la proteina verde fluorescente.
PI3K: Fosfatidilinositol-3-fosfato.

PKA: Proteina cinasa A.

PKC: Proteina cinasa C.
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1.-INTRODUCCION

2.1- Comunicacion celular.

Para todos los seres vivos, desde los unicelulares hasta los pluricelulares, la
comunicacién celular tiene un papel muy importante en la sobrevivencia del organismo
y esta comunicacion puede entenderse como los mecanismos por los cuales las células
intercambian informacién entre ellas y con el medio externo para lograr un efecto o
cambio metabdlico. En el caso de los organismos pluricelulares este intercambio de
informacion puede ocurrir entre células de un mismo tipo, por ejemplo células epiteliales
que responden a los cambios de temperatura, pero también puede ocurrir entre células
de distintos tipos, involucrando células de varios sistemas u 6rganos, por ejemplo las
células que secretan hormonas sexuales como los estrogenos tienen la capacidad de

llevar su mensaje a diferentes érganos provocando diversos efectos (8, 12, 14, 20).

De manera similar a como nosotros utilizamos en el lenguaje a las palabras como
método de comunicacion para organizarnos y entendernos, la herramienta que utilizan
las células para comunicarse se encuentra en forma de moléculas que actian como
mensajes quimicos que son interpretados por otras células para provocar respuestas
especificas. Existen muchos tipos de moléculas sefial 0 mensajeros quimicos, entre
ellos proteinas, pequefios péptidos, aminoacidos, nucledétidos, esteroides, retinoides,
derivados de acidos grasos e incluso gases disueltos en el medio como el 6xido nitrico

y el monodxido de carbono (1, 6, 7, 12, 14). Por otra parte, para que el mensaje pueda



ser captado por las células éste debe ser recibido por proteinas especializadas

llamadas receptores, a los cuales se unen las moléculas sefal.

Dependiendo de la naturaleza quimica de los mensajeros estos pueden atravesar la
membrana plasmatica o quedarse en el exterior de ella. Las moléculas senal que

atraviesan la membrana plasmatica se unen a receptores intracelulares.

Debido a las caracteristicas de la membrana las moléculas sefializadoras que
atraviesan la membrana deben ser pequefas o hidrofobicas tales como las hormonas
esteroideas, los retinoides y las hormonas tiroideas entre otros; sin embargo, algunos
esteroides no difunden libremente a través de la membrana si no que necesitan unirse
a otras proteinas para poder transportarse dentro de la célula. Un ejemplo, es la
proteina transportadora de solutos organicos y esteroides OSTa-OSTp la cual funciona
como un heterodimero al cual se unen moléculas tales como la prostaglandina E2, el
sulfato de estrona y la digoxina para su trasporte al interior de la célula (4). Por otro
lado, debido a que la membrana representa una barrera dificil de pasar para moléculas
de gran tamano o de caracter hidrofilico, este tipo de moléculas sefial se unen a
receptores que se encuentran insertados en la membrana plasmatica (figura 1). Estos
receptores, al recibir la sefal, sufren rearreglos estructurales que llevan a la produccion
de moléculas llamadas segundos mensajeros. Los segundos mensajeros van
propagando y ampliando la sefial a través de una serie de eventos denominado

cascada de transduccion de sefiales (1, 7, 12, 20).
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Figura 1. Mecanismo basico de transduccion de sefales mediada por segundos
mensajeros. Una molécula desde el exterior de la célula se une a un receptor de
superficie celular lo cual provoca un cambio en el receptor que induce la activacion de
moléculas sefalizadoras intracelulares que finalmente inducen un cambio en la expresion
geénica, fisiologia o metabolismo celular. (Modificado de Alberts et al 2002)



2.1.1. Tipos de comunicacién entre células.

Tomando en cuenta la distancia que viaja el primer mensajero y otras caracteristicas

Las formas de clasificacion entre las células se clasifican en:

1) La comunicaciéon yuxtacrina o dependiente de contacto, es aquella en la que
moléculas ancladas a la cara externa de la membrana de una célula interaccionan con
receptores de una célula adyacente (figura 2A). Este tipo comunicacién es
especialmente importante durante el desarrollo embrionario y en las respuestas del

sistema inmune (6, 20).

2) La comunicacion autocrina, es aquella en la que una célula responde a mensajes
liberados por si misma. Ejemplos de este tipo de comunicacién celular son las
neuronas presinapticas las cuales pueden captar por medio de sus receptores los

neurotransmisores que ella misma ha liberado para dejar de secretarlos o reutilizarlos.

3) La comunicacion paracrina es aquella en la cual las células secretan mensajeros al
espacio extracelular donde actuan de manera local sobre células cercanas (figura 2B).

los factores de crecimiento, prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos, leucotrienos.

4) La comunicacion endocrina es aquella en donde las sefiales son secretadas por
glandulas de secrecion interna como la hipdfisis y que una vez liberadas viajan a través

del flujo sanguineo hasta llegar a la célula receptora (figura 2D) por ejemplo el



hipotalamo envia hormonas al torrente sanguineo para unirse a diferentes tipos
celulares para regular funciones como el suefio la saciedad el hambre y las emociones

(1,12).

5) La comunicacién neurotransmisora, es la que ocurre entre células neuronales y en la
que la senal llamada neurotransmisor es liberada a lo que se denomina el espacio

sinaptico (figura. 2C).
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Figura 2. Tipos de comunicacion celular. (Modificado de Alberts et al 2002)



2.2. Los receptores.

Los receptores son proteinas capaces de reconocer una molécula senal y transmitir su
mensaje para que se produzca una respuesta en el interior de la célula y por lo tanto
tienen dos funciones esenciales: el reconocimiento de la molécula sefal y producir la

secuencia de eventos que inducen a la respuesta celular.

Aunque existe cierta flexibilidad en los receptores, estos se caracterizan por ser
selectivos, de esta forma no cualquier molécula puede interaccionar con cualquier
receptor y esta asociacion depende de que la estructura del receptor se acople con la
estructura de la molécula sefial. Dos factores juegan un papel importante en la

respuesta que producen los receptores estos son:

1) El grado de afinidad: que es la capacidad de una molécula sefial para unirse a un

receptor.

2) El grado de actividad: se refiere a la intensidad de la respuesta que esta unién

produce.

Estos factores son independientes entre si lo que significa que podemos tener
moléculas que se unan muy facilmente a un receptor pero que produzcan una

respuesta baja y viceversa(6, 12, 14).



2.2.1 Tipos de receptores.

Los receptores celulares se pueden clasificar en dos grandes grupos dependiendo de
su localizacion en la célula: los intracelulares o nucleares y los receptores de membrana

qgue se encuentran anclados en la membrana plasmatica (figura 3). (20, 12, 14).

Figura 3. Principales tipos de receptores presentes en la célula. Se esquematizan tanto los
receptores de superficie celular como los receptores nucleares. GPCR: Receptor acoplado a
proteinas G (Modificado de Krauss G 2003).



Receptores nucleares.

Estos receptores se encuentran en el interior de la célula y cuando reciben la sefal se
unen al acido desoxirribonucleico (DNA) regulando directamente la transcripcion de
genes especificos (20). Los ligandos para estos receptores incluyen moléculas
hidrofébicas que pueden difundirse rapidamente a través de las membranas como son

el cortisol, hormonas esteroides, hormonas tiroideas y la vitamina A (20, 17).

Receptores de membrana.

De manera general se pueden encontrar en la célula tres tipos de receptores en la

membrana (figura 3):

1.- Los canales idnicos. Estos receptores actuian como compuertas moleculares que
abren y cierran en respuesta a sefiales quimicas o cambios en el potencial de

membrana (1, 20, 17).

2.- Los receptores asociados a proteinas G. Estos receptores tienen como
caracteristica morfolégica que atraviesan siete veces la membrana. Su accion esta
mediada por proteinas triméricas de union a guanosina trifosfato (o proteinas G) las
cuales a través de una cascada de transduccion de senales provocan la produccion y
aumento de la concentracion de segundos mensajeros como el diacilglicerol, el

inositoltrifosfato, calcio entre otros (16, 20).



3.- Los receptores con actividad enzimatica. Entre este tipo de receptores se
encuentran aquellos con actividad de cinasa de tirosina y los receptores con actividad
de cinasa de serinal/treonina. La mayoria de ellos funcionan fosforilando grupos

especificos de proteinas en la célula y atraviesan la membrana (16, 20).

4.- Receptores asociados a proteinas itinerantes. Algunos receptores pertenecientes a
la superfamilia 1 de citocinas (como el receptor para prolactina o el receptor para la
hormona de crecimiento) no presentan una actividad de enzimatica de tirosina cinasa
en si mismos si no que una vez activados se unen fisica y funcionalmente a proteinas
que se encuentran en el citoplasma de la célula tales como Jak1 y Jak2 entre otras

provocando una cascada de sefalizacion (5, 12).

2.3. Receptores de siete dominios transmembranales acoplados a proteinas G.

Estructura.

Los receptores acoplados a proteinas G forman una gran superfamilia de receptores de
membrana que regulan muchas de las respuestas celulares hacia hormonas y
neurotransmisores ademas de ser responsables de la visidon el gusto y el tacto. En el
nivel mas basico todos los gpcrs estan caracterizados por la presencia de siete hélices
transmenbranales que estan separadas por asas intracelulares y extracelulares de
manera alternada todas ellas formadas por una unica cadena polipeptidica dejando el
extremo amino afuera y el extremo carboxilo en el interior celular (figura 4). Los

GPCR’s en vertebrados estan divididos en base a su secuencia y estructura dentro de



5 familias: rodopsina (familia A), secretina (familia B), glutamato (familia C), adhesion y
la familia frizzled/taste 2. La familia rodopsina es por mucho las mas grande y mas
diversa de estas familias Los estimulos externos que son captados por los GPCR’s son
muy diversos porque incluyen  neurotransmisores, hormonas, lipidos, fotones,
odorantes, nucledtidos e iones calcio. Todos los GPCRs funcionan a través de una
molécula intracelular denominada proteina G la cual activa a un efector que provoca a

su vez la produccién y acumulacion de segundos mensajeros (11, 20).
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Figura 4. Estructura tipica de un receptor de siete dominios transmembranales. Los
receptores acoplados a proteinas G son receptores transmenbranales con siete
dominios que atraviesan la membrana siete veces el esxtremo a amino NH, se localiza
en la parte externa de la célula mientras que el extremo carboxilo COOH se encuentra
en el espacio citoplasmatico (Modificado de Eun-Mi y .Kyong-Tai 2002).
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Las proteinas G se pueden dividir en dos grupos:

1.

Las proteinas G de bajo peso molecular o monoméricas, como Ras, que
participa en vias de sefalizacion que conducen a la proliferacién celular; Rho
que modifica la estructura celular actuando sobre los elementos del citoesqueleto

y Rab que esta implicada en la movilizacion intracelular de vesiculas (17)

Las proteinas G heterotriméricas, constan de tres subunidades (alfa, beta y
gama) las cuales se encuentran asociadas a la cara interna de la membrana
plasmatica y a los GPCR’s. Estos heterotrimeros son comunmente clasificados
en cuatro clases dependiendo de la subunidad Ga que las constituya, que
pueden ser: Gs la cual activa a la adenilato ciclasa; G;, que inhibe a la adenilato
ciclasa; Gg, que activa a la fosfolipasa C, Giz13 que estd implicada en la
activacion de la via de Rho participando en procesos celulares tales como la

reorganizacion del citoesqueleto. (20, 26).

Las proteinas G heterotriméricas son moléculas que tienen una actividad intrinseca de

GTPasas, esto significa que tienen la capacidad de hidrolizar el guanosin trifosfato

(GTP). En su forma inactiva, la subunidad a de la proteina G tiene unido guanosin

difosfato (GDP). La unién del ligando con su GPCR provoca un cambio conformacional

en el receptor que induce la activaciéon de las proteinas G, provocando que la

subunidad a libere el GDP y una GTP; este intercambio provoca la disociacion del

complejo separandose a de By y permitiendo que estas subunidades activen efectores

12



moleculares, los cuales a su vez producen segundos mensajeros tales como el
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y el inositol trifosfato IP3 (11, 20, 26). La
subunidad a hidrolizara el GTP convirtiéndolo en GDP provocando con esta accion la
terminacion de la respuesta debido a el cese de la interaccién de la subunidad a con el
receptor e induciendo su re-asociacion a By quedando el complejo inactivo formado

por a-GDP, By y (1,11, 20).

Por otro lado una vez que el receptor se ha unido a su ligando las subunidades By se
liberan de la subunidad a-GDP, quedando disponibles para interaccionar con diversos

grupos de enzimas efectoras y canales idnicos. De esta forma, el dimero formado por

By es capaz de unirse a una gran diversidad de moléculas efectoras y regular su

actividad.

Algunos de los efectores moleculares que son regulados por B/y incluyen a la adenilato
ciclasa, la fosfolipasa C, canales de calcio sensibles a voltaje, la fosfatidilinositol-3-
cinasa y moléculas de la via de cinasas de proteinas activadas por mitégenos entre

otros (11, 17, 20). (Figura 5)

13
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AC (-) PLCB(*) proteinas G

Canales de canales de pequefias (+)
sodio (*)  cloro (-)

Canales de Canales de
cloro (+) Potasio (+)

Canales de
sodio (-)

VSCC (-)

Figura 5: Efectores moleculares activados por las diferentes subunidades de las
proteinas G heterotriméricas en mamiferos. AC: Adenilato ciclasa. PLCB:
Fosfolipasa-C-beta. PI3K: Fosfatidil-inositol-3-cinasa VSCC: Canales de calcio
sensibles a voltaje (+): activacion (-): inhibicion. (Modificado de Eun-Mi y Kiung-
Tai 2002).
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2.3.1. Vias de senalizacion de los GPCR’s

Dependiendo de la proteina G asociada, los GPCRs pueden activar diferentes vias

(figura 6).

Via de los fosfoinositidos.

La activacion de la proteina Gqg produce a su vez la activacién de la fosfolipasa C. Esta
molécula hidroliza el fosfatidil inositol 4, 5 bifosfato (PIP2), un lipido que se encuentra
en la membrana plasmatica, para generar dos productos que actuan como segundos

mensajeros: el diacilglicerol y el inositoltrifosfato (IP3). (7).

El IP3 difunde a través del citosol y actiua sobre el reticulo endoplasmico liberando
iones de calcio (Ca2+), que a su vez puede provocar la entrada de calcio en la célula a
través de canales de calcio. Los niveles altos de Ca®" activan procesos tales como la
contraccién del musculo liso, la hidrélisis de glucégeno y la liberacién vesicular de

neurotransmisores (11,20).

Para regular la senal, el IP3 puede ser degradado a inositol bifosfato, inositol fosfato o
inositol por medio de fosfatasas o bien puede ser fosforilado por cinasas a inositol-4-

fosfato. Por otro lado, el calcio liberado del reticulo, puede tener varios destinos:

1) Ser recapturado por la mitocondria.
2) Unirse a diversas proteinas, provocando diferentes respuestas o

3) Por ultimo, puede ser bombeado al exterior de la célula o los depdsitos de calcio

15



del reticulo (23).

El diacilglicerol (el segundo producto de la hidrélisis del PIP2) activa a una cinasa
denominada proteina cinasa C, con actividad de cinasa de serina/treonina fosforilando

proteinas clave para la respuesta celular (17).

Via de la adenilato ciclasa.

En esta via la activacion de la proteina Gs induce la subsecuente activacion de la
enzima adenilil ciclasa, transformando el ATP en AMPc elevando la concentracion de
esta molécula. Tanto la proteina G como la adenilil ciclasa permanecen en la
membrana plasmatica mientras que el AMPc puede difundir a través del citoplasma. El
AMPc se une a la proteina cinasa A (PKA) para dar lugar a la forma activa de esta
cinasa y asi fosforilar residuos de serina/treonina de diferentes moléculas blanco, por
ejemplo en la estimulacién del receptor B-adrenérgico por adrenalina la PKA fosforila a

la glucégeno sintetasa y de esta manera se inhibe la sintesis de glucégeno (7).

16



Figura 6. Vias principales de sefializacion de los receptores acoplados a proteinas G. A la
izquierda (en morado) via de la adenilato ciclasa. A la derecha (en rojo) via de los
fosfoinositidos. RE: Reticulo endoplasmico. IP3: Inositoltrifosfato. AMPc: Adenocin monofosfato-
3,5’ ciclico. PKA: Proteina cinasa A. PKC: Proteina cinasa C. AC: Adenilato ciclasa. PLC:
fosfolipasa C. DAG: Diacilglicerol.PIP2: fosfatidil inositol 2 fosfato. Ca2+: ion calcio. (Modificado
de Garcia-Sainz et al 2000).
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2.3.2. Mecanismos de desensibilizacion.

La desensibilizacién de un receptor se refiere a la ausencia o disminucién de la
respuesta como consecuencia de una estimulacién prolongada o consecutiva por un
agonista. Existen dos tipos de desensibilizacion: la homdloga y la heter6loga y aunque
cada una se produce de manera diferente y poseen formas distintas de accion, tienen
en comun que el principal mecanismo para la desensibilizacion es la fosforilacion de los

receptores (18).

La desensibilizacion homéloga.

Ocurre cuando hay una pérdida de la respuesta como consecuencia de la unién que
activa al receptor, por ejemplo la aplicacion sostenida de estimulos de adrenalina sobre

el receptor adrenérgico provoca la desensibilizacién de este receptor (Figura 8).

El receptor acoplado a su agonista se convierte en sustrato para ser fosforliado por
miembros de las cinasas de receptores acoplados a proteinas G (GRK’s) las cuales son
cinasas que fosforilan residuos de serina o treonina en sitios especificos de los
GPCR'’s. Estas cinasas unidas al receptor tienen una alta afinidad por las B-arrestinas
las cuales actuan como proteinas adaptadoras. Las B-arrestinas al unirse al GPCR
fosforilado provocan el desacoplamiento del receptor de su proteina G evitando
cualquier respuesta (15, 18, 30). Al complejo GPCR fosforilado/arrestinas se le unen

moléculas de clatrina iniciando la internalizacién de los GPCR’s y una vez internalizado
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el receptor puede ser desfosforilado y reciclado hacia la membrana plasmatica o bien

pueden ser enviados hacia los lisosomas para su degradacion (13,18, 30) (Figura 7).

Figura 7. Vias endociticas de los receptores. Una vez fosforilados los receptores son
internalizados en la célula donde pueden seguir dos caminos ser resensibilizados y
enviados de vuelta a la superficie celular o ser degradados dentro de los lisosomas.

P: Fosfato. (Modificado de Sorkin and Zastrow 2002)
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Existen otros mecanismos de endocitosis los cuales son independientes de clatrina,
estos estan mediados por caveolas, un tipo de balsas lipidicas las cuales son
porciones de la membrana plasmatica con mayor contenido de lipidos tales como
colesterol o esfingolipidos lo que les confiere la propiedad de ser partes menos fluidas
que el resto de la membrana, ademas de formar invaginaciones. La formacion y
mantenimiento de las caveolas se lleva a cabo en gran parte por la caveolina una
proteina integral de la membrana. Una vez endocitado el receptor la caveola con su
contenido puede ser transportado al endosoma temprano para reciclar su contenido o
bien puede ser enviado a los endosomas tardios y posteriormente a los lisosomas para

su degradacién (13,18, 30).

La desensibilizacion heteréloga.

La desensibilizacion heteréloga se lleva a cabo cuando la activacién de un receptor
induce la desensibilizacion de otros tipos de receptores (15,13). (Figura 8). En este
caso la activacion de un receptor por su agonista desencadena una cascada de
transduccion de sefales en la cual son activadas cinasas dependientes de segundos
mensajeros como PKA o PKC; se sabe que éstas pueden fosforilar a otros tipos de
GPCR’s los cuales no estan unidos a su agonista, los fosforilan e inducen su
desensibilizaciéon en un evento de desensibilizacion cruzada. Por otro lado este tipo de
regulacion no es un evento raro entre las vias de regulacién de los GPCR’s ya que el
numero de efectores es pequefio en comparacion con el gran numero de GPCR’s que

existen.(11,18).
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Figura 8. Desensibilizaciéon homéloga y heteréloga de los GPCR’s. La desensibilizacion homologa
(flechas rojas) se lleva a cabo a través de la activacion del receptor por su propio ligando y es
fosforilado por medio de las GRK’s mientras que la desensibilizacion heteréloga (en flechas moradas)
es mediada por la PKC la cual es activada como consecuencia de la activacion de otro receptor.
DAG: Diacilglicerol, IP3: Inositol trifosfato, PKC: Proteina cinasa, PLC: Fosfolipasa C, GRK: Proteina
cinasa de receptores acoplados a proteinas G, PIP2: Fosfatidilinositol bifosfato, P: fosfato. (Modificado
de Garcia-Sainz et al 2000).
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2.4 Receptor para acido lisofosfatidico (LPA).

El acido lisofosfatidico LPA.

Los lisofosfolipidos son un grupo de lipidos importantes en la sefializacién celular
debido a que de los lipidos de membrana éstos son los mas hidrofilicos (29). La férmula
general para el glicerofosfolipido LPA es 1-acyl-2-hydroxy-sn-glycerol-3-phosphate el
cual es producido principalmente en la membrana plasmatica a partir de especies de
fosfolipidos presentes en ella. Es producido por plaquetas activadas, leucocitos, células
epiteliales, neuronales y tumorales (2,3). La sintesis de LPA comienza con la ruptura
de fosfolipidos como la fosfatidilcolina, la fosfatidiletanolamina o la fosfatidilserina y se

lleva a cabo a través de dos vias principales:

1. La fosfolipasa D hidroliza la cabeza polar unida al fosforilo para formar acido
fosfatidico y este es cortado subsecuentemente por la fosfolipasa A2 para

formar el LPA.

2. El corte de los fosfolipidos es llevado a cabo primero por Ila fosfolipasa A2
formando lisofosfolipidos los cuales sufren un segundo corte catalizado por la

enzima ATX (que tiene actividad de liso-fosolipasa D) formando finalmente LPA.

El LPA ha sido uno de los lipidos mas estudiados en parte por su influencia en
procesos celulares tales como Ila comunicacién célula-célula, proliferacion,

sobrevivencia, apoptosis y reorganizacion de fibras del citoesqueleto (3, 29).
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Receptores.

El LPA lleva a cabo su accion sefnalizadora a través de cinco subtipos de receptores
denominados LPA1, LPA2, LPA3, LPA4 y LPA5 los cuales pertenecen a la familia de
los GPCR's. Estos receptores pueden activar diferentes tipos de proteinas G y vias de
sefalizacion dependiendo del contexto celular y subtipo de receptor, el LPA unido a su
receptor puede activar a G; Gq11, G12/13 0 Gs activando diferentes vias de sefializacion.
Los receptores para LPA son ubicuos, lo que significa que receptores para LPA se
encuentran en muchos de los tipos de tejidos de mamiferos como por ejemplo cerebro,
rindn, corazon, bazo, pulmaon, higado, piel, pancreas entre otros y puede existir mas de
un subtipo de receptor en un tejido. En el caso particular del LPA este puede activar a
las proteinas G; Gg11 Y G12/13 activando las vias de Ras, Fosfolipasa C, Fosfatidilinositol

3 cinasa y Rho (Figura 9) (2, 3, 8, 9).

Al igual que con otros receptores acoplados a proteinas G el receptor LPA1 al ser
activado por su agonista produce un intercambio de GTP por GDP con la consiguiente
disociacion de la proteina G, formando las moléculas a-GDP y By. La desensibilizacion
y subsecuente regulacién de la funcion de estos receptores se lleva a cabo mediante la
fosforilacion de residuos de serina y treonina en la tercera asa citoplasmatica del
receptor. Esta desensibilizacion puede llevarse a cabo de dos formas; a través de las
GRK’s cuando es homodloga y en el caso del receptor LPA1 por PKC cuando la

desensibilizacion ocurre por un evento de regulacion cruzada. (3, 13)
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El calcio intracelular Ca*".

Muchos procesos celulares estan regulados por el segundo mensajero Cca? incluyendo
procesos de contraccidn del musculo, secrecion, metabolismo, excitabilidad neuronal y
proliferacion. El mecanismo de accién basica del Ca®* es simple, cuando la
concentracion de Ca** es baja, la célula se mantiene en reposo pero cuando esta
concentracion se eleva las células se activan llevando a cabo diferentes acciones
dependiendo del contexto celular, debido a que el receptor LPA1 activa la proteina
Gg11 que conlleva a la liberacion de Ca®* uno de los parametros para medir su actividad

es la medicién intracelular de calcio (1, 14).
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Figura 9: Vias de sefalizacion de los receptores para LPA. ROCK: Proteina cinasa
asociada a rho, SRF: Factor de respuesta al suero, PLC: Fosfolipasa C, IP3: Inositol
trifosfato, Ca": ion calcio, DAG: Diacilglicerol, PKC: Proteina cinasa C, MAPK: Proteinas
cinasas activadas por mitdgenos, PI3K: Fosfatidilinositol-3-cinasa, AC: Adenilato ciclasa y
AMPc: Adenosin monofosfato ciclico. Activacion Inhibicion

(Modificado de Anliker y Chun 2004)
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5. Receptor para estréogenos.

Estructura.

El receptor para estrogenos clasico (ER) tiene una localizacién nuclear o citosoélica que
tipicamente modula la actividad transcripcional de genes especificos en condiciones de
metabolismo energetico y desarrollo en 6rganos como cerebro, pituitaria, glandulas
mamarias, utero, huesos, higado y corazén. Existen 2 tipos o formas diferentes de este
receptor; el ERa y el ERpB, los cuales estan codificados por diferentes genes ESR1 y
ESR2 respectivamente, se encuentran en diferentes cromosomas y también existen
numerosas variantes de splicing para ambos genes tanto en tejidos sanos como en
tejidos enfermos. Ambos tienen funciones redundantes asi como acciones unicas en las
células y pueden existir ambas formas o solo una de ellas dependiendo del tipo celular

(24).

Los receptores para estrégenos tienen una estructura que para su estudio se divide en
seis dominios que estan diferenciados por letras AB C D E y F. Los dominios AB del
receptor estan poco conservados entre las especies y representan la porcion amino la
cual contiene un sitio regulador de la transcripcion el cual es blanco de diferentes
cinasas. El dominio C es rico en cisteinas, esta altamente conservado mientras los
dominios E y F estdn moderadamente conservados y contienen el sitio de unién al

ligando (16) (Figura 10).
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Figura 10. Variantes del receptor para estrogenos ERP identificados en
diferentes especies de mamiferos. El recuadro negro representa un aporcion de
18 aminoacidos extras en esos subtipos de receptores (Modificado de Deroo y
Korach 2006).

Mecanismo de accion.

Los estrégenos inducen cambios celulares a través de diversos mecanismos. En el
modelo clasico, el estrogeno difunde dentro de la célula y se une al receptor el cual esta
localizado en el nucleo. Este complejo receptor/agonista experimenta un cambio
conformacional que produce la forma activa del receptor para prepararlo para su union
dentro de secciones del DNA de la célula en sitios especificos denominados
“secuencias de elementos de respuesta a estrogeno”. Esta union ocurre de forma
directa o indirectamente a través de interacciones proteina-proteina con la proteina
adaptadora 1 dando como resultado el reclutamiento de proteinas co-reguladoras (que
pueden ser activadoras o represoras) hacia el promotor aumentando o disminuyendo la

actividad de la transcripcion por la RNA polimerasa Il en genes cercanos. (19,24).
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Estos mecanismos requieren por lo menos 45 minutos para la sintesis de nuevas
proteinas y de mas tiempo para alterar la fisiologia celular (19). Estas respuestas se

denominan genomicas ya que involucran la modulacion de la expresion génica.

Se ha visto que los estrégenos pueden mediar acciones que debido a la rapidez con
que se llevan a cabo, son consideradas como no genomicas. Estas acciones no
genomicas involucran vias de sefializacibn que son tipicas de receptores
transmembranales como los GPCR’s (15) y debido a una amplia evidencia a favor de
receptores para estrogenos asociados a la membrana (los cuales son enviados hasta
ahi a través de proteinas tales como la caveolina-1 o Shc) se piensa que gran parte de

estas acciones rapidas son mediadas por estos receptores (22,27).

Receptores para estrogenos y enfermedades asociadas.

Las vias que son activadas por los estrégenos juegan un papel importante en la
fisiologia normal de diferentes organismos como en la regulacién del crecimiento,
proliferacion y funcionamiento de muchos tejidos reproductivos incluyendo: utero,
vagina, ovario, oviducto y glandulas mamarias. Los estrégenos también tienen
importantes sitios de accion en el hipotalamo, pituitaria y en regiones especificas del
cerebro asi como en el higado, hueso y el sistema cardiovascular. Sin embargo existe
mucha evidencia que sugiere una relacion entre alteraciones en la sefalizacion
producida por los estrégenos y la iniciacién, progresion y respuesta al tratamiento del

cancer (10, 24).
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En el cancer de seno el estrogeno esta implicado posiblemente a través de la
activacion del receptor, que a su vez estimula la proliferacion de células mamarias
incrementando de esta manera la cantidad de células blanco sobre las que el estrégeno
puede actuar. En el caso del cancer de ovario del ochenta al noventa por ciento de los
tumores surgen de la superficie del epitelio del ovario y este receptor se encuentra

presente en dos de cada tres tumores de ovario humano. (10,24)

En el cancer de colon el ERP es la isoforma predominante observada tanto en tejido
de colon sano como cancerigeno. Los niveles de este receptor son mas bajos en tejidos
de colon canceroso que el reportado en tejido sano y estos niveles bajos estan
asociados a estados avanzados del cancer de colon lo que sugiere que el ERp tiene un

papel protector en la tumorogénesis del colon (10, 24, 27).

Por otro lado estrégeno esta implicado en algunas otras enfermedades no relacionadas

con el cancer como la osteoporosis, la enfermedad de Parkinson y el Alzheimer

(10,24).
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2.- ANTECEDENTES

Diversos trabajos muestran que la respuesta de muchos receptores acoplados a
proteinas G (GPCR’s), puede ser mediada a través de un proceso denominado
regulacion cruzada, en el cual la activacién de un tipo de receptor por su agonista
puede conllevar a la desensibilizacion o activacion de otro tipo de receptores (13,

15,18).

En nuestro laboratorio se ha llevado a cabo una exhaustiva caracterizacién de los
mecanismos de desensibilizacion heterdloga de los receptores a1-adrenergicos vy
receptores para LPA, un ejemplo estudiado en nuestro laboratorio dentro de los
receptores adrenérgicos es la regulacion cruzada entre el receptor alfa uno b (a4,-AR)
que es un GPCR y el receptor del factor de crecimiento insulinico tipo 1 que es un

receptor con actividad intrinseca de tirosina cinasa (25).

Investigaciones recientes mostraron que esta desensibilizacion cruzada también puede
llevarse a cabo entre receptores intracelulares y GPCR’s. Nuestro laboratorio demostro
que la activacién del receptor a estrégenos a (ER-a) por el 17 B-estradiol (E2) regula la
respuesta a la noradrenalina del a4,-AR induciendo su desensibilizacion a través de la
proteina cinasa C (PKC) por otro lado dentro de los estudios realizados sobre la funcién
del los receptores para acido lisofosfatidico se demostré que el receptor LPA1 puede

ser fosforilado y desensibilizado a travez de la cinasa PKC (3,15).
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Debido a que tanto el receptor para LPA1 como el receptor para estrogenos se
encuentran involucrados en enfermedades como cancer de seno y ovario y que el
LPA1 puede ser fosforilado y desensibilizado por la proteina cinasa C en este trabajo
decidimos estudiar si existe una regulacion heterdloga del LPA1 provocada por la

activacion el ER-a.
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3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se sabe que existe regulaciéon heterdloga entre el receptor para estrogenos ER-a y el
receptor a-1b AR. Sin embargo se desconoce si este tipo de regulacion cruzada puede

ocurrir en otros tipos de GPCR’s como lo es el receptor LPA1.

4.- HIPOTESIS

Si el estrogeno regula heterélogamente al receptor LPA; entonces al estimular las
células con E2 y posteriormente estimular con LPA se observara una disminucion en la

liberacién de [Ca]** inducida por el fosfolipido.

5.- OBJETIVO

Determinar si existe regulacion sobre el receptor LPA debida a la activacién del ERa

por E2.

5.1 Objetivos particulares.

e Establecer las concentraciones 6ptimas de LPA'Y E2 que se van a utilizar.

e Previa estimulacion con E2 determinar si existe una disminucion en la liberacion
de [Ca)?'i como respuesta a la estimulacién por LPA.

¢ l|dentificar las cinasas involucradas en el efecto del E2 sobre la respuesta de

LPA.
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6.- MATERIALES Y METODOS

Reactivos y medios de cultivo.

El acido lisofosfatidico (l-a-Lysophosphatidic acid [oleoil-sn-glycero-3-phosphate]), el
E2, el tetradecanoil forbol acetato, la staurosporina, la rottlerina, el G6 6976, y la
wortmanina se obtuvieron de Sigma-Aldrich Chemical Co. EI LY29400 fue comprado a
Calbiochem. Las células se cultivaron con los medios Ham’s F12 (Kaighn's
modification, F12K) y dulbecco's modified eagle's (DMEM) sin rojo fenol, ambos
provenientes de In Vitro SA. El suero fetal bovino, la tripsina, los antibiéticos usados
para el cultivo celular y el Fura-2 AM (acetoxi-metil-ester) fueron comprados a Invitrogen

Life Technologies.

Cultivo celular.

Se uso la linea celular epitelial de higado de rata C9 (proveniente de la ATCC),
transfectada establemente con el receptor LPA unido a la proteina verde fluorescente y
a su vez transfectada transitoriamente con el ER-a, estan referidas a lo largo del trabajo
como C9 LPA-EGFP. Esta linea celular fue cultivada en F12K suplementado con 10 %
de suero fetal bovino 100 pyg/mL de estreptomicina, 100 U/ml penicilina y 0.25ug/ml de
anfotericina B a 37 °C en una atmosfera con 5 % de CO,. Este medio de crecimiento
fue reemplazado por DMEM sin rojo de fenol y sin suero fetal bovino 24 horas antes del

experimento (medio de ayuno).
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Determinacion de la concentracion intracelular de calcio [Ca %]

La células fueron incubadas en un buffer Krebs-Ringer-HEPES con 0.05 % de albumina
sérica bovina 25 yM de FURA-2/AM a 37 °C por una hora antes del experimento,
posteriormente se realizaron 3 lavados para eliminar el FURA no incorporado. Las
mediciones se registraron en un espectrofotometro AMINCO-Bowman serie-2. Los
registros se hicieron a 340 nm y 360 nm de excitacion y 510 nm de emision, calculando
la concentracion intracelular de calcio segun Grynkiewiez (JBC, 260, 3440-50 de 1985)

con el software de AMINCO-bowman.

RESULTADOS

En primer lugar probamos diferentes tratamientos en células C9 silvestres. En el
primero de ellos se estimularon las células unicamente con LPA 1uM observando un
incremento en la concentracion de calcio intracelular, en el segundo tratamiento se
estimulé a las células con E2 1uM 5 minutos previos a la estimulacion con LPA en este
caso se encontré que no hay una disminucion de la respuesta al estimulo del LPA
debida al E2. En el tercer tratamiento se utilizé el 1C1182780 2uM, un inhibidor del
receptor de estrégenos, 15 minutos antes de el tratamiento de E2 +LPA debido a que el
ICI 182780 es un antagonista selectivo que se une al receptor para estrégenos este se
uso como un control del posible efecto del E2 sobre la respuesta de la célula al LPA. Y
por ultimo se uso TPA que elimind completamente la respuesta de la célula al LPA

como se esperaba (7) (Figura 11).
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En estos tratamientos no se observé una participacion clara del E2 sobre la respuesta
del LPA. Cabe sefalar que estas células expresan constitutivamente tanto al receptor

LPA1 y como al REa pero éste ultimo en una proporcién muy baja.

Debido a que no existe un efecto inmediato al E2 en las células C9 y que experimentos
previos mostraron que estas mismas células pueden sobre expresar establemente al
receptor LPA1 fusionado a la proteina verde fluorescente (EGFP), representan un buen
modelo para estudiar la regulacion entre ambos receptores a través de experimentos
tanto de microscopia confocal, como en calcio permitiendo realizar un estudio mas
completo sobre la posible regulacion del E2 sobre el LPA1. Por estas razones se
trasfectardn las células para que sobrexpresaran tanto, al receptor para estrégenos a
(REa) como al receptor LPA; unido a la proteina verde fluorescente (LPA-EGFP) y
estas fueron las células empleadas para la realizacion de los subsecuentes

experimentos.
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Figura 11. Experimentos control en células C9 silvestres.(B) basal (LPA) 1
MM de LPA (+E3)1 um de E, (+ICI+E,) pre-incubadas 20 minutos con 2 um de
ICl 182780 y 5 min con E,. Estan graficados los promedios + el S.E.M de 5
experimentos *p<0.05 vs todos los grupos
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Figura 12: Liberaciéon de calcio intracelular en células C9 LPA-EGFP a. Estimuladas
con acido lisofosfatidico 1 uM (LPA) b. Pre-incubadas 5 minutos con E2 1 uM antes de la
estimulacion con LPA vy c. Estimuladas con 1 yM E2 tiempo medido en segundos.

Se probo la respuesta en [Ca]i de las células C9 LPA1-EGFP al LPA mostrando que a
una concentracion de 1 pM de LPA las células responden rapida, marcada y
transitoriamente a este estimulo, validando con esto nuestro sistema (ver figura 12
panel a). A continuacion probamos la respuesta en [Ca]i de las células al LPA, con una
incubacién previa de las células por 5 minutos con E2 y se encontré que la respuesta al
LPA, se ve disminuida en relacién al valor anterior observado de liberacion de [Cali
obtenido con la sola estimulacion con LPA lo que nos sugiere que existe una
comunicacion entre ambas vias teniendo como resultado una desensibilizacion del
receptor o receptores para LPA mediada por el E2 (ver figura 12 panel b). Por ultimo se
probé como control el efecto del E2 sobre las células COLPA-EGFP usando una
concentracion de 1 yM de E2 y se observo que las células no responden a través de la

liberacion de calcio a este estimulo (ver figura 12 panel c).
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Posteriormente probamos diferentes concentraciones de LPA en las células,
encontrando que la dosis a la que se encuentra la mayor respuesta antes de llegar a la
saturacion es 1 uyM (ver figura 13 panel a), mientras que para la curva de inhibicion se
observa que la concentracién a la que se obtiene el mayor efecto de esté sobre la
respuesta producida por el LPA es 1 uM de E2 (ver figura 13 panel b), por lo que para

todos los experimentos sucesivos utilizamos tales concentraciones.
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Figura 13: Curva dosis- respuesta y curva de inhibicion en células C9 LPA1-EGFP
Liberacién de calcio intracelular debida a la estimulacion con diferentes concentraciones
de LPA (A) y pre-incubadas 5min con diferentes concentraciones de E2 (B) previa
estimulacion con 1 uM de LPA
Para determinar si el efecto del E2 sobre la respuesta al LPA estaba siendo mediada
por la activacion del receptor para E2, probamos el antagonista para este receptor a
estrogenos, el, ICl 182780. Como control estimulamos primero las células solamente

con 2 uM de ICI 182780, no observando ningun efecto de éste sobre la liberacion de

calcio intracelular. Una vez comprobado esto, inubamos las células por 20 min con ICI
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182780 y 5 min con E2 antes de la estimulacion con LPA y observamos que la
respuesta en [Ca]i es igual a la obtenida con la s6la estimulacién de las células con el
LPA (Figura 14). Estos resultados sugieren que el efecto inhibitorio observado del

receptor de LPA esta efectivamente mediado por el receptor para estrégenos a.

Como ultimo control afnadimos el ICI 182780 20 min antes de estimular las células con
LPA y no se observd ningun cambio significativo con respecto a la respuesta de la
célula al ser estimulada con LPA lo que nos indica que no existe ningun efecto del ICI

182780 sobre la liberacion de calcio inducida por el LPA (ver figura 14).
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Figura 14. Desensibilizacion de la respuesta a LPA por la accion del 178 estradiol
en células C9 LPA, -EGFP (B) basal (LPA) 1 uM de LPA (E;)1 um de E, (E; + LPA)
células pre-incubadas 5 min con E, antes de la estimulacién con LPA (ICI) 2 uM de ICI
182780 (ICI+E,+LPA) pre-incubadas 20 minutos con 2 ym de ICIl 182780 5 min con E, y
estimuladas con LPA (ICI+LPA) pre-incubadas 20 min con 2 ym de ICI 182780 antes del
la estimulacion con LPA Estan graficados los promedios + el S.E.M de 5 experimentos
*p<0.05 vs todos los grupos
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Una vez que observamos que si existe una regulacién de la respuesta del LPA por E2
buscamos determinar por medio de qué cinasa se estaba llevando a cabo este efecto.
Para tal propdsito usamos diferentes tratamientos con LY 294002 1 uM y wortmanina 1
MM, que son inhibidores de la PI3K y estaurosporina 1 uM, G6 6976 1 uM y Rottlerina
100 nM los cuales son inhibidores de PKC.
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Figura 15. Participacion de PI3K y PKC en la inhibiciéon de la senal del receptor
para LPA por la accién del 178 estradiol en células C9 LPA, -EGFP Las células
fueron pre-incubadas con diferentes inhibidores de PKC y PI3K por 20 min y después
incubadas durante 5 min con 1 yM de 17f estradiol (E2) y/o estimuladas con 1 uM de
LPA (LPA). Las concentraciones de los inhibidores usadas fueron 1 pM de
Estaurosporina (St), 1 uM de Go6 6976 (Go), 100 nM de Rottlerina (Rott), 1 uM
LY294002 (Ly) y 1 pM de Wortmanina (Wt). Estdn graficados los promedios * el
S.E.M de 5 experimentos *p<0.05 vs todos los arupos excepto Rott

Las células fueron pre-incubadas 20 minutos con los diferentes inhibidores seguido de
la incubacion con E2 5 minutos antes de aplicar el estimulo de LPA y observamos que
los inhibidores para PI3K LY 294002 y Wortmanina y para PKC Go6 6976 vy
Estaurosporina afectan esta interaccion minimizando el efecto del E2 sobre la respuesta
a LPA. Sin embargo esto no ocurrio con Rottlerina, un inhibidor especifico para la
isofoma PKC5 (Figura 15).
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8.- DISCUSION.

Aunque los efectos mas conocidos de los estrogenos son a nivel gendmico desde hace
ya algunos anos se demostro la existencia de respuestas rapidas mediadas por
estrogenos que no son consistentes con los tiempos de respuesta esperados para
fendmenos de regulacion genética (15,19, 22). En este trabajo nosotros demostramos
una regulacién debida a efectos no gendmicos del receptor para estrogenos ERa sobre

el receptor LPA1.

De acuerdo con los resultados obtenidos la pre-incubacion de las células por 5 min con
E2 disminuye la respuesta en calcio de las células C9 al ser estimuladas posteriormente
con LPA, este efecto no es observado al utilizar el antagonista especifico para el
receptor a estrégenos, el ICI 182780, 15 minutos antes de la pre-incubacion con E2
(Fig. 14). Lo que indica que el efecto observado se esta llevando a cabo a través de un
mecanismo distinto de las acciones gendmicas producto de la activacion del receptor
ERa con su ligando E2, ya que los resultados de disminucién de la respuesta
provocados por el E2 sobre el LPA1 se registran tan solo 5 minutos después de la
estimulacién con E2 siendo que para observar un efecto del ER que implique la sintesis

de proteinas se requieren de al menos 45 minutos (22, 28).

Investigaciones recientes han mostrado que existe un nuevo receptor acoplado a
proteinas G cuyo agonista principal es el E2 denominado GPER, al cual se unen
compuestos que se consideraban antagonistas especificos para los RE como el ICI
182780 vy el tamomoxifen (27). A diferencia de lo que ocurre con los RE clasicos, estos
antagonistas al unirse a este nuevo receptor pueden activar diferentes vias de
sefalizacion lo que en los RE clasicos no ocurre; por ejemplo en el caso del tamoxifen
al unirse al GPER puede activar a PI3K; Nuestros resultados no pueden atribuirse a
este nuevo receptor debido a que al hacer los experimentos en las células C9 silvestres
(Figura 11) no se observo ningun efecto del E2 sobre la respuesta de la célula al LPA y

solo al transfectar las células con los receptores ERa y LPA1-EGFP (Figura14) fue que
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se pudo determinar este efecto. Mas aun suponiendo que el ERa transfectado tuviera
la capacidad de inducir de manera basal la sintesis del GPER los datos observados
tampoco podrian atribuirse a este ya que los efectos de la disminucion de la respuesta
en calcio provocados por el E2 en el receptor LPA1 no son observados al administrarse
el antagonista selectivo para el REa el ICl 182780 lo que nos sugiere que este efecto
esta siendo mediado por el REa. Y estos controles nos permiten atribuir los efectos
observados sobre el receptor LPA1 a un mecanismo diferente de las acciones

genomicas producidas o que pudiera producir el ERa transfectado.

Se sabe que el receptor LPA1 muestra varios sitios donde puede ser fosforilado. Estos
son Thr 236 Ser 312 y Thr 342 (3). De manera general existen dos mecanismos
mediante los cuales los GPCRs pueden ser fosforilados y desensibilizados: una es de
forma homologa cuando el propio ligando del receptor se une a éste activando a las
proteinas G y en la cual la desensibilizacion esta mediada por GRKs, una familia de
cinasas que fosforilan a los GPCRs y la segunda es a través de una desensibilizacion
heterdloga en la cual la activacion de una clase o tipo de receptores al ser activado por
su agonista provoca la desensibilizacién de otro tipo diferente de receptores, esta
desensibilizacion se lleva a cabo mediante la fosforilacion de los GPCRs por segundos
mensajeros (11, 13,16-18, 30).

Debido a que este trabajo se enfoca en la desensibilizacion del receptor para acido
lisofosfatidico LPA1 a través de la activacion del receptor para estrogenos a, esto
implica que estudiamos una regulacién de tipo heter6loga, por lo que una vez
establecido que si existe una regulacion cruzada entre ambos receptores nos
interesaba saber a través de que cinasas se estaba mediando esta desensibilizacion

entre las cuales podrian ser PKA, PKC o PI3K entre otras.
Para determinar por medio de qué cinasas se estaba llevando a cabo esta regulacion

probamos diferentes inhibidores de PKC: Se eligié esta cinasa en particular debido a

que se sabe que el receptor LPA1 puede ser fosforilado y desensibilizado a través de
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PKC (3), También se estudid si existia alguna participacion de PI3K en este efecto,
debido a que se sabe que el ER puede mediar acciones no genémicas sobre GPCRs a

través de esta cinasa (19, 22, 28).

La PKC tiene diez isoformas que estan agrupadas dentro de tres familias. Utilizamos en
primer lugar el inhibidor general para PKC, la estaurosporina, para saber si la respuesta
estaba siendo mediada por alguna PKC y observamos qué el efecto inducido por el ER
activado sobre la respuesta en calcio del receptor LPA1 era bloqueado por este
inhibidor, lo que implica la participacién de al menos alguna PKC. Por otro lado debido a
que un trabajo previo habia demostrado que el ERa podia desensibilizar
heterologamente a otro GPCR el a1b-AR a través de PKCd (15) se tenia especial
interés en esta isoforma de PKC por lo que probamos el inhibidor selectivo para la
isoforma PKC5 la rottlerina; sin embargo al utilizar este inhibidor no hubo ningun cambio
sobre el efecto inhibitorio del E2 sobre la respuesta en calcio del receptor LPA1. Por lo
que se utilizo G6 6976 un inhibidor para las isoformas clasicas de PKC q, BI, Bll y y
observamos que el efecto del E2 sobre el receptor para LPA era bloqueado lo que
sugiere que la accion del E2 sobre el receptor para LPA esta siendo mediada por
alguna isoforma clasica de PKC. Aunque como se menciond existen mas isoformas de
PKC éstas no las estudiamos debido a que experimentos de western blot en las células

C9 no mostraron la presencia de tales isoformas (datos no mostrados).

Por otro lado la familia de PI3K esta conformada por varias enzimas agrupadas en 3
clases las cuales al ser activadas son translocadas hacia la membrana plasmatica en
donde pueden fosforilar fosfoinositidos de membrana los cuales a su vez son capaces
de fosforilar diversas moléculas. Por ejemplo, se ha visto que la PI3K puede activar a la
cinasa PKC a través de la 3-fosfatidilinositol dependiente de cinasa 1 ( PDK1), debido a
que ya habia observado la participacién de PKC en la interaccion entre el ERa y el
receptor LPA1 quisimos saber si PI3K estaba participando en esta respuesta. Para esto
se probaron dos inhibidores de PI3K; el Ly 294002 y la Wortmanina. Las células

fueron incubadas 15 minutos con estos inhibidores antes de la incubacion del E2 y al
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medir la respuesta en calcio de las células al estimularlas con LPA observamos que el
efecto del E2 sobre el receptor para LPA era bloqueado al usar estos inhibidores
(Figura 15) por lo que PI3K seria otra cinasa implicada en el efecto de regulacién de la

respuesta del LPA1 por activacion del ER.

Los datos nos sugieren que el efecto producido por el E2 sobre el receptor para LPA1
estd siendo mediado a través de PI3K, la cual estaria siendo activada por un
mecanismos producto de la union del E2 con el receptor ERa, En este contexto la PI3K
a su vez estaria activando a alguna PKC clasica, posiblemente a través de la
activacion de la PDK 1. Finalmente, dado que la PKC puede fosforilar al receptor LPA1
esta cinasa seria la que estaria fosforilando y desensibilizando al receptor LPA1 en
células C9. (15, 29).

Sin embargo, de acuerdo a los resultados presentados nosotros, no podemos
determinar que esta sucediendo con los pasos previos a la activacion de PI3K y PKC.
Una vez que es administrado el estimulo de E2 y que este activa al ERa desconocemos
qué sucede entre ese paso y la activacién de PI3K. Hay varios estudios que muestran
que los receptores para estrégenos tanto ER-a como ER-B pueden  sufrir
modificaciones post-traduccionales, mediante las cuales estos receptores
tradicionalmente nucleares, pueden ser enviados a la membrana plasmatica. Los
estudios al respecto muestran que estos ERa de superficie de membrana, pueden
asociarse a proteinas G triméricas y son estos receptores a los que se les atribuyen las
acciones no gendmicas de los ER; mas aun, algunos autores sugieren que la activacion
de proteinas como la fosfolipasa C, esta mediada por proteinas G4a que directamente
son activadas por el acoplamiento del receptor a estrégenos con su ligando (E2)
activando la via de los fosfoinositidos (19, 22, 28); sin embargo, en nuestros
experimentos, nosotros no observamos esta asociacidn ya que nuestros controles no
muestran liberacion de calcio debida unicamente al estimulo con E2 (Figura 12), pero
otros tipos de proteinas G como Gy, podrian estar asociados al ERa las cuales podrian

activar otras vias que no conlleven a la liberacién de calcio. De acuerdo a esto, los
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efectos observados en este trabajo podrian estar llevandose a cabo a través de un
ER-a de membrana. Sin embargo, no se hicieron experimentos para determinarlo;
tampoco sabemos si esta implicada alguna proteina g que se estuviera asociando con
este receptor. Por otro lado en otros trabajos se ha visto que el ERa activado puede
unirse fisicamente a la subunidad p85 de la PI3K activandola (28), por lo que la
activacion de PI3K podria darse por este mecanismo o por activacion de alguna

proteina G que a su vez la activara.

Debido a que las células C9 expresan diversos receptores para LPA (8, 27, 29), para
determinar si el efecto del E2 ocurre sobre el receptor LPA1 se hicieron ensayos de
microscopia confocal, siguiendo la senal de la proteina EGFP fusionada a este
receptor. Estos experimentos mostraron que los receptores se encuentran en la
superficie celular y que, en respuesta a la estimulaciéon con E2, se internalizan, no
ocurriendo esto al pre-incubar las células con el ICI 182780 15 minutos antes del
estimulo con E2. Esto muestra claramente que la internalizacion de los receptores

LPA1 ocurre después de la estimulacién de las células con E2 (Figura 16).
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Figura 16. Imagenes de microscopia confocal que muestran a los receptores
LPA1 unidos a la proteina verde fluorescente (LPA1-EGFP) bajo diferentes
tratamientos. C: Control E2: células estimuladas con E2 5 minutos antes de ser
estimulada con LPA. Imagen cortesia de la Dra. Selma Eréndira Avendafo Vazquez

El por qué no se muestra una disminucion de la respuesta mas contundente en calcio
podria deberse justamente a la presencia de los demas subtipos de receptores para
LPA, que estarian siendo diferentes en cuanto a la susceptibilidad a ser regulados por

el receptor a estrogenos. En las células C9 se sabe que ademas del receptor LPA1 se
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encuentran el LPA2 y el LPA4 por lo que podria ser que algunos de ellos no sean
fosforilados por PKC o PI3K las cuales de acuerdo a nuestros resultados son las
cinasas involucradas en el efecto del E2 sobre el receptor LPA1 y que estos continten

sobre la superficie de la célula respondiendo al estimulo de LPA.

El LPA actua sobre las células a través de cinco receptores cada uno de estos activa
diferentes vias y difieren en distribucion dependiendo del tipo celular, asi por ejemplo
encontramos receptores para LPA en dérganos tales como cerebro, pulmon, intestino,
ovario, colon, cerebro y utero entre otros. El estudio del LPA y sus receptores ha
cobrado relevancia debido a que se ha encontrado asociado a enfermedades
importantes como obesidad, arteriosclerosis, esquizofrenia, fibrosis y cancer. Se ha
reportado que el LPA1 tiene una participacion patolégica importante en el cancer de
ovario y otros tipos de cancer ginecoldgicos y que este puede actuar como un potente
promotor de células cancerigenas ayudando a su proliferacion, sobrevivencia,
migracion e invasion. Mas aun, se ha investigado que la inhibicién farmacolégica o
mediante la silenciacion de genes que codifican para el LPA1 reducen la proliferacion y
la metastasis de células cancerigenas de ovario y seno tanto in vivo como in vitro. (3, 9,
29).
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Conclusion.

Los resultados indican que existe una regulacién heteréloga entre el receptor para
estrogenos ERa y el receptor LPA1 para acido lisofosfatidico y que tal regulacién esta
siendo mediada a través de la activacion de las cinasas PKC y PI3K que llevan a la

desensibilizaciéon e internalizacion del receptor LPA.

Figura 17: Esquema final. La activacién del receptor para estrogenos de
membrana o del nucleo provoca a su vez la activacion de PI3K la cual activaria
a la PKC y esta fosforilaria al receptor LPA1 regulando su actividad.

Perspectivas.

Existen otros receptores para LPA que pueden ser fosforilados y desensibilizados por
PKC, entre ellos el LPA2 el LPA3 y el LPA4 de estos el LPA2 y el LPA3 han sido
estudiados y reconocidos como potentes promotores del cancer de ovario, por lo que
podrian posteriormente estudiarse estos receptores para observar si existe alguna

interaccién entre estos y el receptor para estrogenos RE.
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