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ABREVIATURAS 

Ang II, angiotensin ll 1 angiotensina II 

AKAP, A kinase anchoring protein I proteina rnulticontacto de la proteina cinasa A 

p-arr, p-arrestin I p-arrestina 

BIM, bisindolylmaleirnide, protein kinase C inhibitor I inhibidor de la proteina cinasa C 

C9, clone 9 cells 1 cBlulas clona 9 

EGF, epidermal growth factor I factor de crecimiento epiderrnico 

GPCR, G protein-coupled receptor I receptor acoplado a proteina G 

GRK, G protein-coupled receptor kinase I cinasa de receptor acoplado a proteina G 

JNK, c-jun kinase 1 cinasa del proto-oncogen c-jun 

LPA, lysophosphatidic acid 1 dcido lisofosfatidico 

LY, LY294002, phosphoinositide 3-kinase inhibitor 1 inhibidor de la cinasa de fosfoinositidos 

MAPK, mitogen-activated protein kinase 1 proteina cinasa activada por rnitdgenos 

PDGF, platelet-derived growth factor 1 factor de crecimiento derivado de plaquetas 

PDKI, phosphoinositide-dependent kinase-I 1 cinasa-I dependiente de fosfoinositidos 

PI-3K, phosphoinositide 3-kinase 1 cinasa de fosfoinositidos (fosforila en posici6n 3') 

PLA,, phospholipase A21 fosfolipasa A2 

PLC, phospholipase C I fosfolipasa C 

PLD, phospholipase D 1 fosfolipasa D 

PMA, phorbol myristate acetate I forbol miristato acetato (ester de forbol) 

PKA, protein kinase A I proteina cinasa A 

PKB, protein kinase B 1 proteina cinasa B 

PKC, protein kinase C I proteina cinasa C 

PPZA, protein phosphatase 2A I proteina fosfatasa 2A 

PPZB, protein phosphatase 28 1 proteina fosfatasa 2B 

PRKZ, PKC-related kinase I cinasa parecida a la proteina cinasa C 

PTX, pertussis toxin 1 toxina pertussis 

TPA, tetradecanoyl phorbol acetate I tetradecanoil forbol acetato (Bster de forbol) 

WT, wortrnannin, phosphoinositide 3-kinase inhibitor I inhibidor de la cinasa de fosfoinositidos 

[~a"] , ,  intracellular calcium concentration I concentracion intracelular de calcio. 



R E S U M E N  

En este trabajo nos intereso en primer terrnino estudiar la desensibilizacion 

del receptor endogeno de angiotensina II AT1 en una linea celular epitelial, aislada 

de higado de rata, denorninada C9. Al realizar ensayos fluorornetricos en este tip0 

celular para medir el incrernento del calcio intracelular inducido por la angiotensina 

II, nos dimos cuenta que 10s receptores AT, se desensibilizan tanto hornologa 

corno heterologarnente. La liberacion del calcio intracelular inducida por el 

agonista fue bloqueada cornpletarnente despues de la desensibilizacion homologa 

del receptor por 100 nM de angiotensina II, y fue disrninuida en un 45% y 40% 

despues de la desensibilizacion heterologa causada por el acido lisofosfatidico (1 

pM) y la vasopresina (1 pM) respectivamente. Tarnbien se observo una inhibicion 

parcial y ternprana del incrernento de calcio inducido por la angiotensina II al 

pretratar a las celulas con activadores directos de la proteina cinasa A y de la 

proteina cinasa C, lo cual sugiere la participation de arnbas cinasas en procesos 

de desensibilizacion del receptor. 

Debido a que se ha considerado a la fosforilacion de 10s receptores 

acoplados a proteinas G corno uno de 10s mecanisrnos de regulation de estos y 

se le ha relacionado especificarnente con la desensibilizacion de 10s receptores, 

nos enfocarnos en profundizar en el estudio de la fosforilacion homologa (por la 

angiotensina II) y heterologa del receptor AT1 (por otros agentes distintos del 

agonista endogeno del receptor). 

La fosforilacion del receptor AT1 inducida por el ester de forbol, TPA, y por 

la angiotensina II fue aditiva. La fosforilacion del receptor ATI estirnulada por el 

octapeptido angiotensina II se redujo parcialrnente al inhibir las actividades de la 

proteina cinasa C y de la cinasa de fosfoinositidos, con la previa incubacion de las 

celulas con inhibidores especificos para arnbas cinasas y tambien disrninuyo 

significativarnente (50%) por el pretratarniento de las celulas con la toxina de 

pertussis (100 ng I rnl). La estimulacion de las celulas C9 con 10 nM de 

vasopresina y I pM del acido lisofosfatidico durante 5 minutos tarnbien increment0 

la fosforilacion del receptor, aunque arnbos agentes tuvieron un efecto rnenor a1 



inducido por la dosis maxima de angiotensina 11. La fosforilacion del receptor AT1 

inducida por la vasopresina y el acido lisofosfatidico se bloqueo casi 

completamente al inhibir a las isoformas de la proteina cinasa C con 1 pM de 

bisindolilmaleirnida I. La maxima fosforilacion de la proteina cinasa B inducida por 

la angiotensina II se detect6 a 10s 5 minutos con 1 pM de la hormona y se bloqueo 

completamente con 10s inhibidores especificos de la cinasa de fosfoinositidos 

(wortmanina 100 nM y LY294002 15 pM), y con el antagonista selective para 10s 

receptores AT, (losartan 10 pM). La angiotensina II estimulo la asociacion de la 

proteina cinasa C 6 a la membrana. 

En conjunto, estos resultados demuestran que la fosforilacion del receptor 

endogeno AT1 inducida por la angiotensina II es mediada en parte por la proteina 

cinasa C y la cinasa de fosfoinositidos, y que ademas estan involucradas una via 

que depende de las proteinas Gi 1 Go y otra que depende de las proteinas G,. Los 

datos sugieren que otras cinasas, como las GRKs, podrian estar involucradas en 

la fosforilacion del receptor. 

La desensibilizacion y fosforilacion temprana del receptor AT1 causada por 

la activacion de otros receptores acoplados a proteinas G, corno 10s receptores 

del acido lisofosfatidico y de la vasopresina, o bien por la activacion de la proteina 

cinasa C y de la proteina cinasa A, sugieren fuertemente que ambos procesos 

estan relacionados. De tal manera que la fosforilacion del receptor de 

angiotensina, AT1, inducida por su agonista natural o bien por otra hormona 

pudiera ser uno de 10s mecanismos causantes del proceso de desensibilizacion 

del receptor. 



A B S T R A C T  

Desensitization and phosphorylation of the endogenous angiotensin II AT1 

receptor were studied in clone 9 liver cells. Agonist activation of AT, receptors 

blunted the response to subsequent addition of angiotensin II. Partial inhibition of 

the angiotensin 11-induced calcium response was observed when cells were 

pretreated with dibutyryl cyclic AMP, TPA, vasopressin or lysophosphatidic acid. 

All of these desensitization processes were associated with receptor 

phosphorylation. Angiotensin Il-induced AT1 receptor phosphorylation was partially 

blocked by the protein kinase C inhibitor bisindolylmaleimide I, and by 

phosphoinositide 3-kinase inhibitors (wortmannin and LY294002); the actions of 

these inhibitors were not additive. Pertussis toxin pretreatment of cells also 

partially inhibited angiotensin 11-induced AT1 receptor phosphorylatlon. TPA- 

induced AT1 receptor phosphorylation was completely blocked by 

bisindolylmaleimide I. AT1 receptor phosphorylation was also induced by 

vasopressin and lysophosphatidic acid and these effects were partially inhibited by 

bisindolylmaleimide I. Angiotensin II increased Akt I PKB phosphorylation and 

protein kinase C membrane association. The effect on Akt 1 PKB phosphorylation 

was blocked by phosphoinositide 3-kinase inhibitors. These findings indicate that 
. . - - -- 

clone 9 cells exhibit both homologous and heterologous desensitization in 

association with AT1 receptor phosphorylation. In these hepatic cells, angiotensin 

Il-induced receptor phosphorylation involves pertussis toxin-sensitive and - 

insensitive G proteins, and is mediated in part through protein kinase C and 

phosphoinositide 3- kinase. 



A N G I O T E N S I N A  II 

La angiotensina II es considerada una hormona peptidica que regula una 

gran diversidad de procesos fisiologicos y metabolicos para mantener la 

homeostasis del organismo. El octapeptido adernas de regular la presion 

sanguinea y algunas funciones neuronales, tambien es particularmente irnportante 

en la recuperacion del miocardio despues de un infarto y en respuestas 

vasculares a la hipertension (Tewksbury 1990). 

Algunas de las principales acciones de la angiotensina II son la contraccion 

del rnusculo liso vascular, la estirnulacion de la liberacion de la aldosterona de las 

celulas glomerulares de la glandula suprarrenal y la reabsorcion de sodio via 

tubulo proximal e indirectamente via la nefrona distal por aldosterona (Jackson et 

a/., 1996). Ademas de estos efectos directos sobre la presion sanguinea y el 

balance de electrolitos, esta horrnona participa de rnanera irnportante en el 

metabolismo renal, hepatico, endocrino, reproductivo y a nivel de sisterna nervioso 

central (Phillips 1978), en donde la angiotensina II participa en la liberacion de la 

vasopresina y la hormona adrenocorticotropica de la glandula pituitaria 
1 2 3 4  

La angiotensina II es un octapeptido, de secuencia; Asp -Arg -Val -Tyr - 
5 6 7  8 

Ile -His -Pro -Phe , que regula diferentes procesos fisiolog~cos y metabolicos en 

humanos y en rnuchos marniferos (Takei 1993); si bien es la hormona 

responsable de muchas de las funciones del metabolisrno renal, vascular, etc, no 

es la unica. Se han caracterizado tres tipos de angiotensinas, denominadas I, II y 

Ill (Fig. 1). Las tres horrnonas son de naturaleza peptidica y se sintetizan de 

manera secuencial a partir de una proteina rnuy abundante en el plasma, el 

angiotensinogeno, el cual es producido por 10s hepatocitos y liberado al torrente 

sanguineo. El angiotensinogeno es substrato de la renina, una proteasa 

especifica que es liberada a la circulation por el riiion y otros organos. La accion 

de la renina sobre ei angioiensinogeno genela uria riiuiectiia decaijeijiidica poco 

activa denorninada angiotensina I, la cual es adicionalrnente procesada por la 

enzima convertidora de angiotensina (ECA). Esta enzirna es liberada por las 



I + Renina 

ANGTOTENSTNA I 1 2  3 4 5 6 7 8 9 1 0  

--b NH2-Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe His-Leu-COOH I 
ANGIOTENSINA 11 1 2  3 4 5 6 7 8  -- NH,-Asp Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-COOH 1 
ANGIO'TENSINA I11 

2 3 4 5 6 7 8  -- NH2-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-COOH 
Fig. 1 Sintesis de las diferentes angiotensinas. 

Las lineas representan la via clasica de la sintesis de las angiotensinas I,II y Ill. -R: Secuencia residual del angiotensinogeno, 
ECA: enzima convertidora de angiotensina y AP: aminopeptidasa (Tomado de: Jackson EK y Garrison JC, 1996). 



celulas endoteliales de 10s capilares y esta presente en el torrente sanguineo, 

para formar el octapeptido biologicamente activo angiotensina II (Fig. 1). Esta 

hormona octapeptidica es muy sensible a la proteolisis por una aminopeptidasa 

especifica para aspartico, cuya accion da por resultado la formacion de la 

angiotensina Ill. Ambas angiotensinas II y Ill causan efectos similares, siendo 

igual de potentes para estimular la secrecion de aldosterona. Sin embargo, en 

otras acciones la angiotensina Ill es mucho menos potente que la angiotensina II, 

como es en la elevacion de la presion sanguinea y en la estimulacion de la 

medula suprarrenal para liberar catecolaminas (Peach 1977). Anteriormente se 

pensaba que las angiotensinas eran inactivadas al ser degradadas por varias 

endopeptidasas. Actualmente se sabe que se pueden generar fragmentos con 

especifidad y funciones importantes en diferentes organos. De esta manera las 

angiotensinas I y II pueden ser metabolizadas a la angiotensina 1-7 (residuos 1-7), 

que es un producto de degradacion de ambas angiotensinas (I y 11). Este 

fragmento ejerce efectos tan importantes como lo son la liberation de vasopresina 

y la estimulacion de la sintesis de prostaglandinas (Ferrario 1991). Recientemente 

se ha demostrado que otro fragmento producto de la degradacion de la 

angiotensina II, conocido como angiotensina IV o angiotensina II (residuos 3-a), 

tiene proteinas receptoras especificas localizadas principalmente en la 

vasculatura renal, cerebral y en la del musculo liso (Ferrario 1991; Hall et a/., 

1993; Roberts et a1..1995); en este ultimo se ha propuesto que participa en la 

vasodilatacion y en la regulacion del flujo sanguineo (Ferrario 1991; Hall et a/., 

1993). 

Ahora bien, la angiotensina II es mas eficaz y potente para generar una 

gran diversidad de respuestas fisiologicas si se le compara con las acciones 

estudiadas de las otras angiotensinas 1, Ill y IV. En lo sucesivo se considerara a la 

angiotensina II como la hormona directamente responsable de regular la presion 

sanguinea y algunas funciones neuronales, entre otros procesos, y por lo tanto se 

puntualizaran algunos aspectos relacionados solo con esta hormona. 

Mediante 10s estudios realizados para determinar la relacion entre la 

estructura de la angiotensina II y su actividad, se ha demostrado que el extremo 



carboxilo terminal de la rnolecula juega un papel rnuy irnportante en la actividad de 

la horrnona; siendo particularrnente importantes 10s tres grupos arornaticos de las 

cadenas laterales presentes en 10s residuos 4, 6 y 8 (Tyr, His y Phe). El 

arninoacido histidina, al parecer, es deterrninante para la union al receptor 

(Garcia-SBinz y Olivares-Reyes, 1995). La importancia del grupo irnidazol de este 

arninoacido esta relacionada con su potencial para forrnar uniones no covalentes 

(Peach 1979). 

Considerando la irnportancia del sisterna renina-angiotensina en la 

regulation de la presion sanguinea y el balance de electrolitos, es de esperarse el 

descubrirniento de nuevas drogas corno herrarnienta terapeutica. Asi, por ejernplo 

algunos inhibidores de la ECA, corno el captopril y el enapril, han resultado ser 

eficaces en un gran nurnero de enferrnedades vasculares, corno en la hipertrofia 

vascular hipertensa, adernas de ser generalrnente bien tolerados por 10s 

pacientes. Sin embargo, una de las acciones de la ECA es identica a la de la 

proteina cininasa II, una proteasa que participa en la degradacion de las cininas, 

corno bradicinina y en la degradacion rnetabolica de la sustancia P. De esta 

manera, la inhibicion de la ECA puede provocar un increment0 tanto en la 

concentracion de la sustancia P corno en la de bradicinina, efectos que estan 

involucrados en la tos seca y el angioederna que se presentan en las terapias que 

utilizan inhibidores de la ECA. 

Los efectos de la angiotensina II en sus organos blanco son rnediados por 

receptores de rnernbrana, de aqui que el receptor sea un punto de control clave 

para la regulation de las funciones tejido-especificas. Recienternente varios 

subtipos de estos receptores han sido clonados, lo cual ha ayudado a esclarecer 

10s rnecanisrnos rnoleculares que controlan la repuesta a angiotensina II en tejidos 

corno el cardiovascular, el renal y el neuronal (Griendling et a/., 1996). 

Afortunadarnente el reciente desarrollo de antagonistas subtipo-especificos para 

10s receptores de angiotensina ha provisto de potentes agentes terapeuticos 

capaces de rnodificar las acciones del sisterna renina-angiotensina a nivel del 

organo blanco. 



RECEPTORES DE ANGIOTENSINA II 

De 10s receptores que se activan por la hormona angiotensina II se han 

detectado 2 tipos, AT1 y AT*, con dos subtipos del ATl (ATIA, ATIB) En 1989, 

Whitebread et a/. y Chiu et a/., caracterizaron farrnacologicamente dos tipos de 

receptores angiotensina, 10s cuales se denominan actualmente como AT1 y AT2 

(Bumpus etal., 1991). Los receptores de tip0 AT1 son 10s responsables de mediar 

la mayoria de las funciones de la angiotensina II. La caracteristica que 10s 

distingue farmacologicamente de 10s receptores tip0 AT2 es su alta afinidad por 

10s bifenilimidazoles, como el losartan (Dup753) y su insensibilidad a las 

tetrahidroimidazopiridinas, como el PD123177 (Bumpus et a/., 1991) (Tabla I). 

Actualrnente 10s subtipos de receptores mejor conocidos de la familia de 10s AT, 

en celulas de mamiferos son el ATIA y el ATIB. El receptor ATIA se clono de las 

celulas del musculo liso vascular de rata (Murphy etal.. 1991). Simultaneamente 

se clono un receptor similar de la glandula adrenal de bovino (Sasaki etal., 1991). 

Las secuencias relacionadas de ambos receptores tienen un marco de lectura 

abierto de 1077 pb, que codifica para 359 aminoacidos, con un peso molecular de 

41-kDa. Hoy en dia se han clonado cDNAs que codifican para receptores AT1 en 

el hurnano (Bergsma et a/., 1992; Furuta et a/., 1992; Takayanagi et a/., 1992), en 

el conejo (Burns et a/., 1993), en el cerdo (Itazaki et a/., 1993) y en el perro 

(Sandberg 1994). La hornologia de estas clonas con el receptor AT, de rata y de 

bovino a nivel de proteina es mayor al 90% (Whitebread etal., 1989). 

Por otra parte se ha encontrado que las variantes ATIA y ATqB, tanto de rata 

como de raton difieren solamente en 18 aminoacidos (Elton et a/., 1992; 

Sasamura etal, 1992; lwai e lnagami 1992; Kahar et a/., 1992a; Sandberg etal., 

1992), principalmente en la region carboxilo terminal de las proteinas, con una 

identidad en la secuencia del 94%. 

Los estudios farmacologicos y funcionales de 10s receptores clonados de 

rata y raton indican que ambos receptores, ATIA y el ATIB, presentan afinidades 

identicas por la union a diferentes ligandos (agonistas y antagonistas) y que se 



NOMENCLATURA I AT, I AT, 

AGONllSTAS 
SELECTIVOS 

SELECTIVOS 

Losartan 
Irbesartan 
Valsartan 

RADlOlLlGANDOS 

Tabla I. Clasificacion de 10s receptores de angiotensina II. 

[3Hj Losartan ( 8.1 nM ) 
[1251] EXP3174 ( 1.5 nM ) 

LOCAL.IZACION EN EL 
CROMOSOMA HUMAN0 

Entrc? parentesis estan 10s valores de Kd o constantes de afinidad 
(Tornado de: Alexander SPH y Peters JA, 2000) 

3q21-25 



acoplan a 10s mismos mecanismos transduccionales (Sasamura et a/, 1992; lwai e 

lnagami 1992; Kahar etal., 1992a; Sandberg et a/., 1992) (Fig 2). 

Por otro lado, el receptor AT2 se clono de una biblioteca genomica fetal de 

rata y de celulas neuronales PC12W (Kambayashi etal., 1993; Mukoyama etal., 

1993). La estructura del receptor AT2 es de siete dorninios transmembranales con 

una masa molecular de 41 kDa. Sin embargo, la proteina de 363 residuos de 

aminoacidos es solo 34% identica a la de 10s receptores AT, (Kambayashi et a/., 

1993; Chang y Lotti 1990). Estos receptores poseen cinco sitios de glucosilacion, 

a diferencia de 10s receptores ATl que solo tienen tres sitios, ademas tienen un 

sitio potencial de fosforilacion por la proteina cinasa C en la segunda asa 

intracelular y tres sitios en la cola citoplasmica, que tambien tiene una secuencia 

consenso para ser fosforilada por la proteina cinasa A (PKA) o dependiente del 

AMPc. 

Los receptores AT, para angiotensina II pertenecen estructuralmente a la 

superfamilia de receptores con siete dominios transmembranales acoplados a 

proteinas G (Fig. 2). Cada uno de 10s dominios extracelulares, en total cuatro, 

posee un residuo de cisteina, 10s cuales presumiblemente forman dos puentes 

disulfuro (uno entre el primer0 y ultimo y otro entre el segundo y tercero) que 

estabilizan la estructura terciaria del receptor. Las regiones extracelulares, como 

ya se menciono, tienen tres sitios consenso para N-glucosilacion, por lo que se le 

puede encontrar a este receptor en diferentes grados de glucosilacion y por ello 

con distinto peso molecular. El extremo carboxilo terminal del receptor AT,, que es 

citoplasmico, es rico en residuos de serina y treonina; de hecho esta region tiene 

un segment0 de 11 aminoacidos ( ~ e r ~ ~ ~ - ~ h r ~ ~ ~ )  que es fosforilado en respuesta a 

la angiotensina (Smith et a/., 1998b). En esta region se encuentran tres sitios 

consenso de fosforilacion por la PKC ( ~ e r ~ ~ l ,  ~ e r ~ ~ ~  y ~ e r ~ ~ ' ) ,  ademas de un 

posible sitio de fosforilacion ( ~ e r ~ ~ ~  y 1 o ~ h r ~ ~ ~ )  para la GRK (del ing lb  G protein 

coupled receptor kinase). El extremo carboxilo terminal de! receptor AT.. + .u, ?,-!-.;A,. , lwrv I 

contiene un sitio de palmitoilacion ( ~ ~ s ~ ~ ~ )  que pudiera estar relacionado con el 

anclaje de esta parte del receptor a la membrana y 1 o en el acoplamiento con 

moleculas efectoras (Fig. 2) (Sandberg 1994). 



Fig. 2 Diagramla esquematico de la secuencia de 10s receptores AT,, y AT,, de rata. 
Se indican 10s cuatro residuos de cisteina involucrados en la forrnacion de dos puentes disulfuro ( C ), 10s tres sitios potenciales 
de glucosllacion ( N ) y 10s posibles sitios de fosforilacion ( S y T ) . Cada receptor tiene 359 aminoacidos. Los aminoacidos diver- 
gentes se indican encerrados en cuadros; 10s aminoacidos del lado izquierdo de cada cuadro indican 10s que se encuentran en la 
secuencia del subtipo AT,, y 10s que se localizan del lado derecho corresponden al AT,, . La forrnacion de 10s puentes disulfuro, 
junto con la LysIg9 contribuyen a la union del ligando (Griendling KK, y Wayne RA, 1996). 



La distribucion de 10s subtipos de receptores A T ~ A  y A T ~ B  de rata se ha 

estudiado solo a nivel de la deteccion del RNAm ya que estos receptores son 

indistinguibles farmacologicamente. Ambos subtipos se expresan en cantidades 

similares en el bazo, higado y rifion (Kahar et a/., 1992a; Sandberg et a/., 1992). 

Sin embargo, el receptor A T ~ A  de rata predomina en el musculo liso vascular, 

corazon, pulmon y cerebro (Kahar et a/., 1992a; Sandberg et a/., 1992; Kahar et 

a/., 1992b; Kitami et a/., 1992); mientras que el subtipo AT16 predomina en las 

glandulas pituitaria, suprarrenal (Iwai e lnagami 1992; Kahar et a/., 1992a; 

Sandberg et a/., 1992; Kahar et a/., 1992b; Kitami et a/., 1992) y en el cerebro 

(Kahar et a/., 1992b). Aunque ambos subtipos se expresan en el cerebro de rata, 

el A T ~ A  se expresa predominantemente en el hipotalamo y el A T ~ B  en las regiones 

llamadas "subfornical organ" (SFO) y "organum vasculosum" de la lamina terminal 

(OVLT) y en el cerebelo (Kahar etal., 1992b). Kahar y colaboradores consideran 

que el receptor AT~B,  que se expresa en las regiones antes mencionadas, podria 

ser el responsable de regular la sensacion de sed causada por la angiotensina II. 

Asi, existe una expresion diferencial de ambos subtipos en diversos tejidos yen  la 

actualidad la regulacion de la expresion de 10s receptores es un area de amplio 

interes. 

Por otro lado, 10s receptores AT2 se expresan mayoritariamente en diversos 

tejidos embrionarios y su expresion disminuye dramaticamente despues del 

nacimiento (Koike et a/., 1994; Tsutsumi y Saavedra 1991; Gradi et a/., 1991; 

Feuillan etal., 1993). Estos receptores se expresan en el musculo esqueletico, en 

la medula suprarrenal (Feuillan et a/., 1993), en la aorta fetal (Viswanathan et a/., 

1991) y en algunas areas del cerebro de ratas recien nacidas, en areas 

sensoriales y en algunas estructuras del sistema limbico (Tsutsumi y Saavedra 

1991). Mediante el analisis del RNAm de receptores AT2 con la tecnica de 

"Northern blot" se ha detectado la expresion de estos receptores en las glandulas 

suprarrenales, en el cerebro y en el utero. Con la ayuda de metodologia mas 

sensible como el RT-PCR (del ingles Reverse Transcriptase - Polymerase Chain 

Reaction) se han detectado niveles bajos de expresion de este receptor en el 

corazon, higado, rifion y pulmon (Koike etal., 1994). 



Los receptores AT2 pertenecen a la familia de receptores de siete dominios 

transmembranales acoplados a proteinas G, y se ha demostrado la interaccion de 

estos receptores con las proteinas Gia2, Gia3 y ademas se ha obse~ado que 

pueden regular la actividad de algunas proteinas fosfatasas (Griendling et a/., 

1996). De hecho, se conoce poco acerca de las moleculas efectoras que 

participan en 10s sistemas transduccionales activados por estos receptores. Hasta 

la fecha se han propuesto tres tipos diferentes de activacion de segundos 

mensajeros para 10s receptores AT2 en tejidos especificos; la inhibicion de la 

produccion de GMPc (Summers y Myers 1991; Bottari et a/., 1992), la activacion 

de 10s canales de potasio (Kang et a/., 1992) y la inhibicion de una fosfatasa 

especifica de tirosina (Kambayashi et a/., 1993; Bottari et a/., 1992). La mejor 

evidencia experimental que se tiene hasta ahora proviene de experimentos en 10s 

que se ha clonado al receptor AT2 y se ha expresado en celulas COS-7 

(Kambayashi eta/., 1993). En estos estudios, la angiotensina II no tuvo efecto en 

10s niveles del GMPc, sin embargo inhibio significativamente la actividad de 

fosfatasa en fosfotirosina a nivel de la membrana plasmatica. Es por ello 

com~inmente aceptado que 10s receptores AT2 esten actuando a traves de una 

fosfatasa en tirosina. 

Los receptores ATi se acoplan caracteristicamente a las proteinas Gqlii y 

Gi,,, activando diferentes mecanismos transduccionales, entre ellos a las 

fosfolipasas A2. C y D, asi como a canales de calcio dependientes de voltaje y 

tambien inhiben a la adenilato ciclasa (AC) (Fig. 3). La activacion o inhibicibn de 

las moleculas efectoras por 10s receptores depende por completo del tip0 celular 

del cual se trate. Ademas, 10s receptores AT1 tambien activan directamente a 

cinasas de tirosina (Paxton et a/., 1994; Marrero et a/., 1994) aunque faltan a ~ i n  

mas estudios para esclarecer las rutas transduccionales completas. 

La activacion de las fosfolipasas C y D da como resultado la produccibn de 

10s ya clasicos segundos mensa!eros; innsita! trifasfatc! (!?:) y diaci!9!ice:~l (SAG), 

solo que de manera distinta; es decir ambas fosfolipasas generan al diacilglicerol 

a partir de diferentes substratos. Por ejemplo, cuando 10s receptores ATi son 



Fig. 3 Mecianismos transduccionales 
del receptor AT,. 

La hormona arigiotensina II (ang II) se une al 
receptor AT, , el cual activa a las fosfolipasas C-P 
(PLC-p), D (PL.D), y A, (PLA,) e inhibe a la adenila- 
to ciclasa (AC). El receptor esta acoplado al efec- 
tor por medio cle proteinas G (representados por 
las subunidadss a, P y y). La PLC-p hidroliza al 
fosfatidilinositol bisfosfato (PIP,), para producir 
inositol trisfosfato (IP,) y diacilglicerol (DAG). El 
IP, se une a un receptor especifico que induce la 
liberacion del ion calcio de compartimentos intra- 
celulares; el calcio y el DAG activan a la proteina 
cinasa C (PKC:). La PLD hidroliza a la fosfatidilco- 
lina (PC) hasta acido fosfatidico (PA) y colina. El 
PA se puede convertir en DAG por accion de la 
fosfatido-fosfohidrolasa (PPH). La PLA, hidroliza 
a la PC liberando al acido araauidonico (AA), un 

w 
espacio extracelular 

. . 
precursor de leucotrienos (LT~) ,  prostaglandinas (PGs) y 
tromboxanos (7X). La angiotensina II tarnbien puede abrir 
canales de calcio a traves de 10s cuales entra calcio extra- 
celular que participa en la activacion de proteinas como la 
calrnodulina. La anaiotensina ll tambien activa cascadas Facilitaci6n de la - 
de fosforilacion corno la via de las proteinas cinasas acti- 
vadas por mitogenos (MAPKs) (cascada de fosforilacion 
en serinas y treoninas) o la via de las proteinas JAK-STAT 
(cascada de fosforilacion en tirosinas). Estas vias llevan a 
la expresion de !genes (c-fos, cjun) que regulan la transcrip- 
cibn de varios acmes aue codifican para proteinas que par- 

Efectos sobre SNC 
Efectos renalea 
Efectos cardiacos 

1 Efectos hepiticos 1 - 
ticipan en el crecimiento celular, ind~u~enbo a factores de RESPUESTAS 
crecimiento y a proteinas de la matriz extracelular (Jackson INMEDl ATAS 
EK, y Garrison JC, 1996). 

t A61 - 
FACTORES DE PROTEINAS DE 
CREClMlENTO LA MATRIZ 

t bFGF tcolagena 
t PDGF tfibronectina 
tTGF- P ttenascina 

CRECIMIENTO 
CELUL AR 



estimulados se activa la fosfolipasa C a traves de la proteina G,. La fosfolipasa C 

hidroliza el fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato (PIP2) para generar inositol 1,4,5, 

trisfosfato (IPS) y diacilglicerol (DAG) (Fig. 3). Tambien se puede dar un 

incrernento de DAG indirectarnente por rnedio de la actividad de la PLD la cual 

hidroliza la fosfatidilcolina y produce acido fosfatidico, el cual se convierte en DAG 

por una fosfohidrolasa. El DAG junto con la fosfatidilserina y el calcio activan a la 

proteina cinasa C (PKC) y esta fosforila proteinas clave que contribuyen por 

ejernplo en el crecimiento celular y I o la contraccion del rnusculo liso vascular y 

del musculo cardiaco, para lo cual tarnbien participa el IP3al liberar el calcio de 10s 

reservorios intracelulares que activa a diversas enzimas dependientes de calcio I 

calrnodulina (Fig. 3) (Jackson y Garrison 1996). Cabe rnencionar que la PLD, a 

diferencia de las fosfolipasas C y A2, no es activada por proteinas G. Se observo, 

rnuy recientemente, que la fosfolipasa D se activa por el acido 20- 

hidroxieicosatetraenoico en respuesta a la angiotensina II y a la norepinefrina 

(Parmentier et a/., 2001a; Parmentier eta/ . ,  2001 b). 

Los receptores AT1 pueden activar a varios tipos de fosfolipasa C, ya que 

se dernostro que la fosfolipasa C-y es activada directamente por estos receptores 

en celulas de musculo liso vascular de una manera independiente de proteinas G 

(Marrero et a/., 1994), en contraste con la activacion de la fosfolipasa C-p que 

requiere de una proteina insensible a la toxina pertussis (Ptx) como G,. 

El receptor AT1 no solo activa a la fosfolipasa C o a la PLD, sino tambien a 

la fosfolipasa A2 (probablernente a traves del incrernento en ca2' y la actividad de 

la PKC) la cual produce acido araquidonico, al hidrolizar el enlace ester en 

posicion 2 de la fosfatidilcolina y la fosfatidiletanolamina. El acido araquidonico es 

rnetabolizado a prostaglandinas y trornboxanos por ciclooxigenasas y a acidos 

hidroxieicosatetraenoicos y leucotrienos por lipooxigenasas. Asi, el acid0 

araquidonico y sus derivados rnodifican la respuesta celular final al activar sus 

propios receptores. Cabe rnencionar aue existe evidencia e~perirne~ta! d e  la 

participacion de una proteina G, en la activacion de la fosfolipasa A2 inducida por 



la angiotensina II en celulas mesangiales de rition, ya que esta activacion es 

inhibida por la toxina pertussis (Pfeilschifter y Bauer 1986). 

Por otro lado, en algunos tipos celulares se ha observado que la activacion 

del receptor AT1 disminuye 10s niveles de AMPc intracelulares al inhibir 

directamente a la adenilato ciclasa (AC) por rnedio de una proteina Gi sensible a 

la toxina pertussis (Douglas et a/., 1990). 

Adernas, la activacion de 10s receptores AT1 induce la fosforilacion, via 

tirosina cinasas citosolicas, de algunos factores transcripcionales como Stat91 

(Bhat et a/., 1994), o bien la fosforilacion de proteinas cinasas activadas por 

mitogenos (MAPK). De hecho hay suficiente evidencia experimental para apoyar 

el concept0 de interacciones entre 10s receptores AT1 y la cinasa raf-I (Molloy et 

a/., 1993), asi como la cinasa src (Paxton et a/., 1994), entre otras cinasas de 

tirosina. 

D E S E N S I B I L I Z A C I O N  

Actualmente se conoce que la exposicion prolongada de las celulas a 

agonistas conduce a la rapida perdida o incapacidad de 10s receptores de 

superficie para responder. A este fenomeno se le llamo "desensibilizacion" y se ha 

demostrado que existe para un vasto n~imero de receptores de membrana 

acoplados a proteinas G. Por ejemplo para 10s receptores P2 adrenergicos 

(Benovic et a/., 1988; Lohse et a1,1990), 10s at adrenergicos (Corvera y Garcia- 

Sainz 1984; Corvera etal., 1986), para 10s receptores de angiotensina AT,, ya sea 

en celulas que 10s expresan endogenarnente (Abdellatif et a/., 1991; Boulay etal., 

1994) o bien en celulas transfectadas con 10s receptores AT1 clonados (Tang eta/, 

1995; Oppermann et a/., 1996; Balmforth et a/., 1997; Tang et a/., 1998), entre 

otros. 

A! pioceso be desiiisibiiizacion se ie ha clasificado en dos tipos, 

desensibilizacion hornologa y desensibilizacion heterologa, de acuerdo a la menor 

respuesta que presentan las celulas si son tratadas con agentes que 



originalmente estimularon las celulas (homologa) por tiempo prolongado o con 

agentes no relacionados con el estimulo inicial (heterologa). Esta clasificacion 

resulta titil para conocer el origen o fuentes causantes de la desensibilizacion y 

cabe mencionar que ambos procesos pueden ocurrir al mismo tiempo en las 

celulas. 

A lo largo de estos ultimos aAos se ha estudiado el proceso de 

desensibilizacion de 10s receptores de siete dominios transmembranales 

acoplados a proteinas G, para 10s cuales se ha establecido una co-relacion entre 

la fosforilacion en residuos de serina y treonina de su extremo carboxilo y 10s 

procesos de desensibilizacion e internalizacion. El proceso de desensibilizacion 

reportado para 10s receptores tipo AT,, tanto de 10s que se expresan 

endogenamente como de 10s receptores clonados y transfectados en diferentes 

lineas celulares, presenta un sinergismo de varios procesos tales como la 

fosforilacion en sitios especificos del receptor, el desacoplamiento del receptor de 

las proteinas G heterotrimericas, el trafico intracelular del receptor como por 

ejemplo la internalizacion y reciclamiento de este, el proceso de "down-regulation" 

del mismo y la interaccion de proteinas reguladoras con las regiones 

citoplasmicas del receptor (Thomas 1999). El termino en ingles "receptor down- 

regulation" se refiere esencialmente a la disminucion del numero de receptores en 

la superficie membranal debido, por ejemplo, a un decrement0 en 10s niveles de 

RNA mensajero. De hecho, en el caso de la desensibilizacion de las respuestas 

mediadas por el receptor AT,, se ha observado en celulas de la zona glomerular 

adrenal bovina que con el pretratamiento de 1 pM de angiotensina I1 por 12-24 

horas, no solo disminuye la produccion de 10s fosfatos de inositol sin0 tambien 

disminuyen 10s niveles del RNA mensajero del receptor AT, y el numero de 

receptores en membrana (Richard eta/.,  1997). 

En 1996 Walter G. Thomas et a/., demuestran que la respuesta de 

increment0 en el calcio intracelular inducida por 1 pM de angiotensina no se 

moaiiica cuando ios iibrobiastos cardiacos son pretratados con 100 nM del ester 

de forbol (PMA) por 10 minutos (tratamiento agudo) o bien con 400 nM de PMA 

por 24 horas (tratamiento cronico). Evidentemente, estos resultados sugieren que 



la proteina cinasa C no regula la respuesta inducida por angiotensina a traves del 

receptor ATlA, que es el subtipo de receptor que se expresa en este tip0 celular. 

Resultados opuestos a lo descrito por Walter Thomas y colaboradores, muestran 

que la PKC si participa en la desensibilizacion de la respuesta inducida por 

angiotensina II (Balmforth et a/., 1997). El experiment0 que lo demuestra consistio 

en medir 10s niveles de fosfatos de inositol (IP3) en las celulas de riiion de embrion 

humano (HEK 293) que expresan al receptor ATIA de manera estable y lo que 

observan es una disminucion muy clara de IP3 cuando preincuban las celulas con 

TPA (100 nM) por 10 minutos y esta disminucion es bloqueada cuando las celulas 

se preincuban tambien con 10 pM del inhibidor (Ro-31-8220) de la PKC. 

Debido a que existe controversia acerca del papel de la actividad de la PKC 

en el proceso de desensibilizacion en las respuestas inducidas por angiotensina II 

en diferentes tipos celulares, nos intereso conocer si la PKC participa en este 

mismo proceso en las celulas epiteliales de higado de rata, C9. La ventaja de usar 

este modelo en particular consiste en la capacidad que tienen las celulas C9 para 

responder a la angiotensina II (Garcia-Sainz y Garcia-Caballero 1998). 

I N T E R N A L I Z A C I O N  

La internalizacion o secuestro de 10s receptores esta definida como la 

translocacion de 10s receptores de la superficie de membrana a cornpartimentos 

membranales que son inaccesibles a ligandos hidrofilicos (Staehelin y Simons 

1982). El proceso de internalizacion se ha estudiado para una gran variedad de 

receptores acoplados a proteinas G heterotrimericas y actualmente se conoce 

mucho mas del receptor p2-adrenergico. Se ha demostrado que el secuestro de 

este receptor requiere de la union de proteinas llamadas "p-arrestinas", 

denominadas asi por su capacidad para "arrestar" o bloquear la activacion del 

receptor o su acoplamiento con las proteinas G. Las proteinas p-arrestinas se 

unen a ia cola citoplasmica del receptor una vez que este ha sido activado por su 

agonista (adrenalina) y fosforilado en residuos de serina por cinasas de receptores 

acoplados a proteinas G o GRKs (Zhang et a/.. 1996; Ferguson et a/., 1997; 



Krupnick y Benovic 1998). Ya que las 0-arrestinas se han unido unicarnente a 10s 

receptores fosforilados, estas proteinas con la ayuda de otras corno la dinarnina 

dirigen a 10s receptores al interior celular e inducen la forrnacion de las vesiculas 

de clatrina (Fig. 4) (Goodman etal., 1996). Asi, las p-arrestinas no solo intewienen 

en el desacoplarniento de 10s receptores activados por sus agonistas con las 

proteinas G heterotrirnericas, sin0 tarnbien intewienen en el proceso de 

internalizacion de 10s receptores rnediante la forrnacion de las vesiculas de 

clatrina. Muy recienternente se ha obsewado por co-inrnunoprecipitacion y 

ensayos de doble-hibrido en levadura (arnbos ensayos detectan proteinas que 

interactuan entre si) que las p-arrestinas tip0 2 (McDonald et a/., 2000) tarnbien se 

pueden unir a otras proteinas corno la JNK3 (del ingles c-Jun kinase) o cinasa de 

c-Jun, a la MAPK4 (del ingles mitogen-activated protein kinase) y a la ASK1 

(apoptosis signal-regulating kinase-I); esta tjltirna proteina es un activador 

apoptotico. En este rnisrno trabajo, 10s autores dernuestran que la estirnulacion del 

receptor de angiotensina II, AT~A,  activa a la cinasa JNK3 y prornueve la co- 

localization de esta con la p-arrestina 2 en vesiculas intracelulares. Por tanto, 

estos resultados experirnentales sugieren que las p-arrestinas tipo 2, tarnbien 

pueden regular la distribucion de otras proteinas efectoras de las cascadas 

transduccionales activadas por receptores acoplados a proteinas G. 

De la internalizacion de 10s receptores de angiotensina se habia reportado 

en 1996 por Zhang y colaboradores, que el receptor A T ~ A  se internalizaba sin la 

ayuda de la dinarnina, por lo que el proceso de internalizacion de estos receptores 

era no solo independiente de la dinarnina sin0 tarnbien de la p-arrestina y solo en 

condiciones de sobre-expresion de la p-arrestina, el receptor se internalizaba de 

manera dependiente de la dinarnina. Sin embargo, Gaborik etal., han dernostrado 

contundenternente que la internalizacion del receptor AT1 es completarnente 

dependiente de la p-arrestina y de la dinarnina y adernas que la endocitosis del 

receptor depende fundarnentalmente de la concentracion de la angiotensina 11 

utilizada para estirnular en 10s ensayos. Lo anterior lo obsewaron al usar una 

dosis de la horrnona en el rango subnanornolar (0.2 nM) (dosis optima) y otra del 

rango nanornolar (30 nM) en 10s ensayos de internalizacion en celulas de ovario 
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Fig. 4 

Desensibilizacion, lnternalizacion y Resensibilizacion de receptores 

acoplados a proteinas G heterotrimericas. 

En el esquema se rnuestra el ciclo de desensibilizacion-internalizacion y 

resensibilizacion de 10s receptores de siete dorninios transrnembranales 

acoplados a proteinas G. A, agonista; PP2A y PP2B, proteinas fosfatasas, PKC, 

proteina cinasa C; PKA, proteina cinasa A; GRK, cinasa de receptores 

acoplados a proteinas G; p-arr, p-arrestina; AKAP(250), proteina rnulticontacto 

de la proteina cinasa A; P, grupo fosfato. 



de hamster transfectadas transitoriamente con el receptor AT, y con la rnutante 

dorninante negativa de dinamina-2 (K44A). 

A diferencia del receptor ATl y de rnuchos otros receptores de siete 

dominios transrnembranales acoplados a proteinas G, el receptor AT2 no se 

internaliza en presencia de su agonista endogeno, la angiotensina II (Hunyady et 

a/., 1994; Hein et a/., 1997), sin embargo si se fosforila, al igual que el receptor 

AT1. De hecho se ha identificado que es la ~ e r ~ ~ ~  en el extremo carboxilo terminal 

del receptor, el principal residuo fosforilado en respuesta a la activacion de la PKC 

por el TPA o bien por la angiotensina II. Adernas, el receptor AT2 puede ser 

fosforilado de rnanera heterologa por la activacion del receptor ATI de manera 

dependiente de la PKC (Olivares-Reyes et a/., 2000). 

F O S F O R I L A C I O N  

Recientemente se ha dernostrado que la fosforilacion del receptor AT1 

endogeno en celulas de la zona glomerular adrenal de bovino es dependiente de 

la concentracion de la angiotensina II; adernas, que la proteina cinasa C (PKC) y 

la proteina cinasa A (PKA) son las responsables de fosforilar al receptor aunque 

rnuy probablernente no Sean las ~inicas cinasas involucradas, ya que la 

estirnulacion de ambas cinasas no lleva al grado de fosforilacion inducida por el 

agonista (Smith et a/., 1998a). Se ha obsewado que la substitution de la ~ e r ~ ~ ~  y 

de la ~ h r ~ ~ ~  por alaninas no solarnente afecta la fosforilacion del receptor AT1 

rnutado, sino tarnbien su proceso de internalization (Smith eta/.,  1998b). Qian en 

1999 utilizo la misrna estrategia experimental y obsewo que la rnutacion de 

serinas por alaninas de 10s tres sitios consenso ( ~ e r ~ ~ ' ,  ~ e r ~ ~ ~  y ~ e r ~ ~ ' )  de 

fosforilacion del receptor AT, por la PKC, disrninuia un 70% la fosforilacion 

rnediada por la PKC y un 60% la fosforilacion inducida por la angiotensina II. Asi, 

en este trabajo obsewaron que ninguna de las mutantes sencillas o bien la triple 

rnutante del receptor evitaban por completo la fosforilacion del receptor y ademas 

que 10s tres sitios consenso de fosforilacion por la PKC estaban involucrados en la 

estimulacion hornologa (angiotensina II) y heterologa (PMA) del receptor AT,. 



En 1996, Opperrnann y colaboradores dernostraron la fosforilacion del 

receptor AT1 por otro grupo de cinasas, las cinasas de receptores acoplados a 

proteinas G, especificarnente las GRK2, GRK3 y GRK5. Todas estas cinasas 

fosforilan en rnenor o mayor grado al receptor AT1 en respuesta a la angiotensina 

II cuando se co-transfectan estas cinasas, cada una por separado, con el receptor 

en celulas de rifion de ernbrion hurnano (HEK 293). 

En el presente trabajo se estudia la participation de otras cinasas, adernas 

de la PKC y PKA, en la fosforilacion del receptor AT1 tales corno la cinasa de 

fosfoinositidos PI-3K y la relacion del proceso de fosforilacion con la 

desensibilizacion del receptor. 

DIFERENTES ESTADOS CONFORMACIONALES 

Mediante el analisis de 10s resultados de algunos estudios sobre la 

activacion de receptores acoplados a proteinas G, se han generado algunas 

teorias cornunrnente aceptadas. El rnodelo clasico predice dos estados del 

receptor, el estado inactivo (R) y el estado activo (R'); en ausencia del agonista se 

sugiere que existe un equilibrio entre arnbos estados que favorece al estado 

inactivo (R). La conforrnacion activa del receptor (R*) es inducida por la union del 

agonista favoreciendo este estado, acoplandose el receptor a la(s) proteina(s) G y 

dernas rnoleculas efectoras (Lefkowitz et a/., 1993; Leff 1995). Con el estudio de 

receptores constitutivarnente activos, ya sea con receptores rnutantes o bien 

silvestres per0 sobre-expresados por transfeccion celular, se ha propuesto un 

rnodelo de tres estados conforrnacionales del receptor, que incluye al estado 

inactivo (R) y dos diferentes estados activos del receptor (R*) y (R**). Arnbos 

estados activos del receptor pueden rnostrar distintos ordenes de afinidad y de 

eficacia para 10s agonistas dependiendo de las rutas transduccionales a las que 

se acople el receptor (Sarnarna et a/., 1993; Scararnellini y Leff 1998). A diferencia 

del rnodelo de activacion del receptor de dos estados, donde un solo estado de 

receptor activo (R*) no puede acoplarse de rnanera diferente a dos rutas 

transduccionales por agonistas diferentes. En arnbos modelos, se sugiere que 10s 



estados conforrnacionales activos del receptor son 10s substratos de fosforilacion 

por las cinasas de receptores acoplados a proteinas G (GRKs) y por las cinasas 

activadas por segundos mensajeros, PKC y PKA. De hecho, se ha observado un 

aumento en la fosforilacion independiente del agonista en diferentes receptores 

constitutivamente activos, corno en 10s receptores am y P 2  adrenergicos (Ren et 

a/., 1993; Pei et a/., 1994). En estos liltimos receptores tarnbien se observo 

desensibilizacion constitutiva (Pei et a/., 1994). 

En contraste, recientemente se ha dernostrado que el receptor A T ~ A  

constitutivarnente activo, por la substitution de la ~ s n " '  por una alanina o una 

glicina en el tercer segrnento transrnernbranal, no se fosforila en respuesta a 100 

nM de angiotensina II, ni se rnodifica la fosforilacion basal del receptor per0 si se 

internaliza (Thomas et a/., 2000). En el misrno estudio se observo que el analogo 

inactivoo de la angiotensina II, [Sar', lle4, He8] Ang II, fue capaz de incrernentar la 

fosforilacion del receptor silvestre per0 no fue capaz de inducir la internalizacion ni 

del receptor silvestre ni del receptor constitutivarnente activo. Aparenternente se 

puede distinguir a la fosforilacion del receptor y a la internalizacion de este como 

dos procesos separados y adernas arnbos procesos dependientes del estado 

conformacional que pueda adquirir el receptor. Por otro lado, se ha observado que 

el increment0 en la fosforilacion inducida por el agonista de un receptor 

constitutivarnente activo (5-HT2C receptor de serotonina) co-relaciona con la 

desensibilizacion de la respuesta inducida por el agonista (Westphal eta/., 1995). 

Hasta el rnornento se han descrito 12 isoforrnas de cinasas de serina y 

treonina de la familia de la proteina cinasa C (PKC), las cuales se han clasificado 

en tres grupos de acuerdo a sus diferencias en estructura y requerimientos por 10s 

cofactores (Fig. 5) (Newton 1995). Del primer grupo o PKCs convencionales (a, pl, 

pll y y), tarnbien denorninadas como clasicas, todas las isoformas necesitan del 

ion calcio, del fosfolipido fosfatidilserina y del segundo rnensajero diacilglicerol 

para ser activadas. Su estructura quirnica consiste de 4 regiones conservadas 



Fig. 5 Isoformas de PKC. 

La es,tructura de las PKCs 
clasicas consiste de 4 regiones 
(CI-C4) coriservadas y 5 regiones 
variables ( V1 -V5 ). La region C1 
(CIA-CIB), la cual tiene dedos de 
zinc ricos en cisteina, esta involu- 
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regiones C3 y C4 son 10s sitios 
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grupos de PKCs, nuevas y a- 
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a C2 en V l ,  y las isoformas atipi- 
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Varios inhibidores selectivos, co- 
mo 10s indolocarbazoles y las bis- 
indoilmaleimidas, interactuan en 
el sitio de t~nion al ATP ( C3 ), 
mientras que 10s agentes que ac- 
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la region C1 (Way KJ, et a1.,2000). 
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(CI-C4) y de 5 regiones variables (VI-V5); la region C1, localizada en el extremo 

amino terminal de la proteina, posee dos regiones (dedos de zinc) ricas en 

cisteinas que forman 10s sitios de union al diacilglicerol y a 10s esteres de forbol. 

Los esteres de forbol como el TPA (del ingles tetradecanoyl phorbol acetate) 

pueden substituir o mimetizar al diacilglicerol para activar a la PKC. Por otro lado 

el dominio C2 posee un sitio de reconocimiento a la fosfatidilserina y el sitio de 

union al calcio. En 10s dominios C3 y C4, localizados en el extremo carboxilo 

terminal, se encuentran 10s sitios de union al ATP y 10s sitios de union a 10s 

substrates por ser fosforilados, respectivamente (Fig. 5). Del segundo grupo o 

PKCs nuevas (6, E ,  q, 8 y p, v), todas son activadas por el diacilglicerol, por 10s 

esteres de forbol y la fosfatidilserina. A diferencia de las isoforrnas 

convencionales, son absolutamente independientes del calcio y esto se debe a 

que en su dominio C2 no se encuentran 10s grupos funcionales que unen al calcio, 

por lo que la region C2 es la principal diferencia estructural que las distingue del 

primer grupo. Las isoformas p (mu) y v (nu) tienen un dominio de pleckstrina (PH) 

que las distingue de todas las demAs isoformas de PKCs y es probable que 

ambas cinasas Sean reguladas de manera similar; razon por la que, ademas de su 

alta homologia, se considera que estas dos isoforrnas deberian pertenecer a una 

cuarta familia (Hayashi et a/. ,  1999). 

En el ~jltimo grupo se clasifican a las isoformas atipicas de PKCs (5 y h) ,  

las cuales son independientes del calcio y no necesitan del diacilglicerol o esteres 

de forbol para su activacion, aunque el fosfolipido fosfatidilserina si puede regular 

su activacion. En cuanto a su estructura, difieren mucho de 10s otros dos grupos, 

por ejemplo el dominio C1 solo tiene una region rica en cisteinas y no dos y el 

dominio C2 carece de algunos residuos importantes para su plegamiento 

caracteristico en las isoformas clasicas (Newton 1997; Mellor y Parker 1998). 

El diacilglicerol y 10s esteres de forbol, dada su naturaleza hidrofobica, 

causan un increment0 en la afinidad de la PKC por la membrana y por tanto 

ayudan a la enzima a translocarse a la membrana (Krafi eta/., 1983; Wolf et al., 

1985). Se ha sugerido que las funciones especificas de las isoformas de PKC en 

un determinado tipo celular se deben a las diferencias en la localizacibn 



subcelular de la cinasa. Por ejemplo, se ha observado que la PKC a y la PKC t; se 

translocan del citosol a la membrana perinuclear al ser activadas, rnientras que la 

PKC PI1 no solo se transloca del citosol a la membrana perinuclear sino tambien a 

la membrana plasmatica cuando es activada en miocitos cardiacos de rata 

(Distanik 1994). 

Para algunas isoformas de PKC que no se activan por el ion calcio se ha 

demostrado que 10s fosfoinositidos fosfatidilinositol 3,4-bisfosfato y el 3,4,5- 

trisfosfato, que actuan como segundos rnensajeros, pueden activarlas, 

especificamente a la PKC 6, PKC E ,  PKC q (nuevas) y a las PKC t; y h (atipicas) 

(Nakanishi et a/., 1993; Wymann y Pirola 1998; Rameh y Cantley 1999). 

Debido a que se ha relacionado a la actividad de la proteina cinasa C con 

una multiplicidad de funciones, como por ejernplo, desensibilizacion de 10s 

receptores de membrana, modulacion de la estructura de la membrana, 

regulacion de la transcripcion, del crecimiento celular, de 10s procesos de 

aprendizaje y memoria, entre otros, resulta indispensable conocer a fondo su 

regulacion (Newton 1995; Newton 1997). En la actualidad se sabe que la PKC es 

regulada por dos mecanismos principalmente, el prirnero consiste en la 

fosforilacion de la PKC en residuos de serina y treonina, lo que regula el sitio 

activo de la enzima y su localization subcelular. Fabbro y colaboradores en 1989, 

demostraron por primera vez la fosforilacion in vivo de la proteina cinasa C y que 

esta despues de ser sintetizada como forma inactiva (no fosforilada) con un peso 

molecular aparente de 74 kDa, cambiaba a una forma transitoria y fosforilada de 

77 kDa y finalmente a una forma madura de 80 kDa. Mas recientemente, con la 

ayuda de la espectrometria de masas. la secuenciacion de peptidos y la 

rnutagenesis dirigida, se ha demostrado que la fosforilacion de 10s tres sitios (Thr 

del asa de -activation, ThrISer de autofosforilacion del extremo carboxilo, Serrrhr 

de la zona hidrofobica del extremo carboxilo) de todas las isoformas de PKCs 

(clasicas, nuevas y atipicas) es indispensable para su activacion (Parekh et a/., 

2000). Por ejemplo, tres residuos ( ~ h r ~ " ,  y ser'j6') de la PKCPl son 

fosforilados, dos de ellos ( ~ h r ~ " ,  y sermO) por la PDKI y uno ( ~ h r ~ ~ ' )  par 

autofosforilacion. La fosforilacion de uno ( ~ e r ~ ~ ' )  lleva a la autofosforilaci6n del 



otro ( ~ h r ~ ~ ' ) .  En este mismo trabajo observan que la fosforilacion de la ~ e r ~ ~ ~  es la 

responsable de liberar la enzima al citosol (Keranen et a/., 1995). 

El segundo mecanismo consiste en que la union del substrato activa a la 

enzima al desplazar al pseudosubstrato del sitio de union a1 substrato. El 

pseudosubstrato es una secuencia localizada en el extremo amino terminal o 

region reguladora de la misma enzima, que ocupa el sitio de union al substrato en 

ausencia de este (Newton 1995). 

ClNASA DE FOSFOINOS~TIDOS (PI-3K) y PKB 

Muchos de 10s mecanismos transduccionales activados por diferentes 

receptores acoplados o no a proteinas G, convergen en la activacion de las 

enzimas llamadas cinasas de fosfoinositidos PI-3Ks. A estas enzimas se les ha 

clasificado de acuerdo a sus caracteristicas estructurales y con base en su 

regulacion diferencial (Fig. 6). Como en este trabajo nos intereso estudiar si 

alguna cinasa de la familia de las PI-3Ks podia estar involucrada en fosforilar al 

receptor AT, al ser activado por su agonista natural, la angiotensina II, a 

continuacion se profundizara con mayor detalle en las isoformas de PI-3Ks que 

pueden ser activadas por receptores acoplados a proteinas G. 

A las PI-3Ks de mamiferos se les clasifica en tres familias, la mayoria de 

las isoformas comparten el substrato in vivo, el fosfatidilinositol (4,5) bisfosfato 

(PIP*) aunque tambien pueden fosforilar al fosfatidilinositol (PI) y al 

fosfatidilinositol (4) fosfato (PIP) in vitro. Todas estas enzimas fosforilan en 

posicion 3'-OH al anillo del inositol de 10s fosfatidilinositoles. Los productos 

comunes son P1(3,4)P2 I P1(3,4,5)P3 (Vanhaesebroeck y Waterfield 1999). 

Algunas isoforrnas de las subfamilias A y B del grupo I (Fig. 6) son de especial 

inter& ya que pueden ser activadas por 10s dimeros py de las proteinas G. Del 

grupo I A hay 3 isoformas p110 (a, P y 6 codificadas por 3 genes distintos). Las 

isoiormas p i l U  a y P estan distribuidas ampliamente en distintos tejidos en 

mamiferos, en contraste con la isoforma p l l O  6 cuya expresion parece estar 

restringida al tejido hematopoietico. La isoforma p l l O  p puede ser activada por la 
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proteina G rnonornerica Ras, por receptores con actividad intrinseca de tirosina 

cinasa y por receptores acoplados a proteinas G a traves de 10s dirneros py. ES 

necesario rnencionar que 10s receptores con actividad de tirosina cinasa activan a 

la PI-3K- p l l O  p a traves de regiones hornologas a Src (SH2) en su subunidad 

reguladora p85, ya que en esta farnilia las enzirnas PI-3Ks existen corno 

cornplejos de subunidades cataliticas con las subunidades reguladoras o 

adaptadoras p85; estas ultimas tienen en su estructura dominios de union SH2 

que son rnodulos, de aproxirnadarnente 100 aminoacidos, que se unen 

especificarnente a las fosfotirosinas de 10s receptores con actividad de cinasa u 

otras proteinas. En este grupo (IA) hay al rnenos 7 isoforrnas de las subunidades 

adaptadoras p85, generadas por la expresion y "splicing" alternative de 3 genes 

diferentes: p85 a, p85 p y p85 y (Vanhaesebroeck y Waterfield 1999). 

Los receptores acoplados a proteinas G activan a la p110 p rnediante 10s 

dirneros py, sin la ayuda de la sububidad p85 (Murga et a/., 2000), a diferencia de 

10s receptores con actividad de tirosina cinasa corno el receptor de EGF (del 

ingles Epidermal Growth Factor) o el receptor de PDGF (del ingles Platelet- 

Derived Growth Factor), 10s cuales activan a la subunidad catalitica p l lOp por 

medio de 10s dorninios SH2 de la subunidad reguladora p85. 

Del grupo IB solarnente se conoce a la subunidad catalitica pllOy en 

cornplejo con la subunidad reguladora p101, cuya expresion se lirnita a 10s 

leucocitos de rnarniferos. Los heterodimeros p110 y I p101 son activados por 10s 

dirneros py de las proteinas G heterotrirnericas o bien por las proteinas 

Ga activadas, particularrnente Ga,. Se ha visto en celulas Cos-7 transfectadas 

con 10s receptores muscarinicos rnl  y rn2, 10s cuales se acoplan a Ga, y a Gai 

respectivamente, que la subunidad p lOl  es indispensable para la activacion de la 

p110 y por 10s dimeros py y por las Ga,, prornoviendo asi la proliferacion celular 

al activar a la proteina cinasa B o Akt (Murga et a/., 1998). 

Akt 1 PKB deriva su nombre de su alta homa!agil ccln !as cinasas d e  se;ina 

y treonina activadas por segundos rnensajeros, PKA y PKC, asi corno tarnbien de 

su alta sirnilitud con la oncoproteina viral v-Akt. La PKB esta conformada 



estructuralmente por un dorninio hornologo de pleckstrina (PH) en su extrerno 

amino terminal, por un dorninio de cinasa y una region reguladora en su extrerno 

carboxilo. En general 10s dominios PH se encuentran en proteinas efectoras que 

se unen a las membranas y estos dorninios PH se unen con alta afinidad (con una 

Kd del rango nanornolar) a 10s fosfoinositidos; P1(4,5)P2, P1(3,4)P2 y P1(3,4,5)P3; 

10s dos ultimos fosfoinositidos son de hecho 10s principales productos de la 

actividad de las cinasas PI-3Ks y arnbos productos activan directamente a la Akt 1 

PKB a traves de su dorninio homologo de pleckstrina (Franke et a/.,  1997a; 

Klippel et a/., 1997). Tarnbien se ha reportado que la region carboxilo-terminal de 

algunos dominios PH se une a 10s dirneros py de las proteinas G heterotrirnericas 

(Koch et al., 1993). 

En lo que respecta a la activacion de la PKB, ya se conoce que dos sitios 

especificos, uno en el dominio de cinasa (~ reon ina~~ ' )  y otro en el extremo 

carboxilo-terminal ( ~ e r i n a ~ ' ~ ) ,  requieren ser fosforilados para que esta cinasa sea 

cornpletamente activada. En la busqueda de la cinasa responsable de fosforilar 

estos dos arninoacidos, se encontro que la PDKl (del ingles 3'-phosphoinositide- 

dependent kinase-1) fosforila la treonina 308 de rnanera dependiente del 

P1(3,4)P2 y del PI(3,4,5)P3. Estudios recientes sugieren que la ~ e r i n a ~ ~ ~  de la Akt 

I PKB es fosforilada por la PDK2 y se sugiere tarnbien que esta cinasa es la 

rnisma PDKl per0 en cornplejo con la cinasa PRK2 (del ingles PKC-related 

kinase) (Vanhaesebroeck B y Waterfield MD, 1999). Cabe rnencionar que la 

cinasa PDKl tambien posee un dorninio PH en su estructura, que esta cinasa 

activa a la PKB al fosforilar ambos residuos (~reonina~" y ~ e r i n a ~ ~ ~ )  lo que hace 

de manera dependiente de 10s fosfoinositidos PIP2 I PIP3 y ademas que esta 

cinasa no solarnente puede fosforilar a la PKB, sino tambien puede fosforilar 

residuos conse~ados en otras cinasas de serina y treonina, como la proteina 

cinasa dependiente del AMPc o bien PKA (Cheng X, et al., 1998) y algunas 

isoformas de PKC, especificamente la PKC < y la PKC 6. Estas isoformas son 

fosforiladas en sus asas de activacion por la PDKl in vitro y de una manera 

dependiente de la actividad de PI-3K in vivo, al unir con alta afinidad al PIP3 (Le 

Good et al., 1998; Chou et al., 1998). 



Dado el efecto proliferativo o anti-apoptotico de la PKB, se sugiere que 

cuando se sobre-expresa esta cinasa juega un papel importante en diferentes 

tipos de cancer, corno el de pancreas, el de ovario y el de glandulas rnamarias 

(Franke et a/.. 1997b; Downward 1998). El que una serial determinada induzca 

proliferacion, diferenciacion o muerte celular, depende del tip0 celular y esta 

finarnente regulado por la expresion genica y por cascadas de activacion de 

diversas enzimas como cinasas, proteasas, etc. 

Existen rnuchas enferrnedades en las que las celulas rnueren 

prematuramente, por ejernplo en un infarto del corazon, algunas celulas rnueren 

tanto por necrosis corno por apoptosis. Una posible terapia para algunas 

enferrnedades se basa en evitar la rnuerte celular por apoptosis, para lo cual se 

esta buscando una droga adecuada que evite esta muerte celular y de hecho se 

ha encontrado que algunos inhibidores de caspasas son efectivos en rnodelos 

anirnales de infarto, de enfermedades del higado y lesiones traumaticas del 

cerebro (Thornberry y Lazebnik 1998). En este misrno sentido se ha visto que 

algunos virus inducen la expresion de algunas proteinas "anti-apoptoticas" que 

son efectivas en detener la muerte celular prograrnada al unirse a algunas 

proteasas denorninadas "caspasas" e inhibir su actividad de proteasa, con lo cual 

protegen a la celula huesped para poderla infectar y multiplicarse en ella. 

La muerte celular programada o apoptosis se considera corno un proceso 

activo de auto-destruccion celular geneticamente programada, a diferencia de la 

necrosis, que se considera un proceso esencialrnente accidental y que ocurre 

generalmente a consecuencia de un severo datio celular (Kerr y Harmon 1991). 

La muerte celular programada puede ser iniciada por una gran variedad de 

estimulos, incluyendo la presencia o ausencia de factores de crecirniento, 

alteraciones en el ciclo celular y algunos tipos de estres. Existen tres vias 

principales de seiializacion apoptotica. Una de ellas es rnediante la interaccion de 

receptores de rnembrana con sus respectivos ligandos, 10s cuales, a traves de 

rnoleculas adaptadoras pueden reclutar y activar a algunas proteasas (caspasas). 

La segunda via de sefializacion es iniciada por la ausencia o elimination de 

factores de crecimiento y es regulada por la familia de proteinas Bcl-2, corno Bcl-x 



y Bad, las cuales al interactuar entre si, inducen o no la liberacion del citocromo c 

y de AIF (del ingles apoptosis-inducing factor) de la mitocondria (Petit et a/., 1998) 

y posterior activacion de la proteina de 130 kD o Apaf-I y de la cascada de 

caspasas (Zou eta/., 1997). La tercera via es iniciada por el daRo al ADN por una 

desoxiribonucleasa activada por una caspasa. CAD (del ingles caspase-activated 

deoxyribonuclease), y la activacion secuencial de algunas caspasas (Enari et a/., 

1998). 

La familia de Bcl-2 esta compuesta por al rnenos 15 proteinas descritas 

hasta la fecha en mamiferos. Los miembros de esta familia se dividen en 

proteinas anti-apoptoticas muy relacionadas estructuralmente a Bcl-2 (Bcl-x, Mcl- 

1, A l ,  etc) y proteinas pro-apoptoticas (Bak, Bax, Bad, Blk, etc). Todos 10s 

miernbros de esta familia tienen la capacidad de formar dimeros rnediante la 

interaccion del dominio estructural BH caracteristico de esta familia, el dominio 

homologo a Bcl-2 (Adams y Cory 1998). 

El estudio de 10s efectos anti-apoptoticos de la Akt I PKB, producidos en 

diferentes modelos celulares en condiciones de sobre-expresion de esta cinasa, 

llevo a diversos grupos de investigacion a tratar de identificar 10s substratos de la 

PKB. Asi se encontro que la proteina pro-apoptotica Bad es fosforilada por la PKB 

en la ~ e r i n a ' ~ ~  (Fig. 7) (Downward 1999), una vez que Bad ha sido fosforilada por 

la PKB ya no se puede unir a las proteinas anti-apoptoticas Bcl-2 y Bcl-x; de esta 

manera Bcl-2 ylo Bcl-x ya pueden ejercer su efecto inhibidor del proceso 

apoptotico en ausencia de Bad. Tambien se ha demostrado que la caspasa-9 

(Cardone et a/., 1998) y algunos factores transcripcionales (FKHR, FKHRLI) de la 

familia FH (del ingles fork-head) son fosforilados e inhibidos por la PKB (Fig. 7) 

(Brunet et a/., 1999; Kops et a1..1999; Biggs et a/., 1999). Estos factores 

transcripcionales al ser fosforilados ya no se translocan al nucleo y por lo tanto ya 

no inducen la transcripcion de algunos genes como el que codifica para el ligando 

Fas, el cual prornueve apoptosis a traves de su receptor de mernbrana CD95. 
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Fig. 7 
Seiializacion de la cinasa PI-3K y PKB por la activacion de receptores 
acoplados a proteinas G. 

En el esquema se muestra la secuencia de activacion de la PI-3K I PKB 

por 10s receptores de siete dominios transmembranales acoplados a proteinas 

G. A, agonista; aq, subunidad alfa de la proteina G heterotrimerica; fly, dimeros 

beta-gamma de las proteinas G heterotrimericas; PI-3K (p110y1101), cinasa de 

fosfoinositidos; PIP2, fosfatidilinositol (4,5) bisfosfato; PIP3, fosfatidilinositol 

(3,4,5) trisfosfato; PTEN, fosfatasa de fosfoinositidos; PDKs, cinasas 

dependientes de fosfoinositidos; PKB, proteina cinasa B; Caspasa 9, proteasa; 

BAD, proteina pro-apoptotica; FKHR, factor transcripcional de la familia "Fork- 

Head". 



A N T E C E D E N T E S  

Los antecedentes mas importantes de este trabajo, que fundamentan 10s 

objetivos planteados mas adelante, son 10s siguientes: 

Dado el conocimiento obtenido a partir del estudio de diversos receptores 

de rnembrana acoplados a proteinas G, actualmente se acepta que la fosforilacion 

del receptor es un mecanisrno de regulacion de la cascada transduccional 

activada por el receptor. Por ejemplo, en el caso de la desensibilizacion hornologa, 

en la que solo 10s receptores activados por su agonista disminuyen su capacidad 

de responder o de activar las cascadas transduccionales a las que estan 

acoplados, 10s receptores son en su rnayoria fosforilados por las cinasas GRKs 

(Ferguson et a/., 1997). Mientras que en el proceso de desensibilizacion 

heterologa, 10s receptores son fosforilados preferencialmente por cinasas 

activadas por segundos rnensajeros como la PKC y la PKA (Clark et a/.,  1988; 

Houslay 1991), o bien por receptores con actividad intrinseca de tirosina cinasa 

(Hadcock etal., 1992). 

Como ya se menciono en la introduccion, se ha obse~ado la disminucion 

de la respuesta de 10s receptores AT1 por la exposicion prolongada a la 

angiotensina II o a 10s esteres de forbol en diversos tipos celulares (Abdellatif et 

a/., 1991; Boulay et a/., 1994; Tang et a/, 1995; Oppermann etal., 1996; Balmforth 

et a/., 1997; Tang et a/., 1998); sin embargo. aun no es claro por lo menos para 

las cinasas activadas por segundos mensajeros si estas participan en la 

desensibilizacion hornologa y 1 o heterologa del receptor. 

Por otro lado, la evidencia experimental que se tenia hasta antes de 

iniciarse este trabajo de las cinasas que fosforilan al receptor AT1 se presenta a 

continuacion: 

Se obsewo la fosforilacion del receptor ATIA inducida por la angiotensina II, 

ei & s k i  de fuiijui (PiviAj, ia fors~oiina jaciivador de ia adenilil ciclasa) y el dbAMPc 

en celulas HEK-293 transfectadas transitoriamente (Oppermann et a1.,1996). En 

este rnismo trabajo tambien se demuestra la fosforilacion del receptor ATlA por las 



cinasas GRKs en respuesta al agonista, especificamente las GRK2, GRK3 y 

GRK5, en celulas HEK-293 co-transfectadas. 

La fosforilacion del receptor AT1 inducida por la angiotensina II, el TPA y la 

forskolina en celulas de la zona glomerular adrenal de bovino fue la primera 

evidencia experimental de fosforilacion de un receptor de angiotensina II que se 

expresa endogenamente (Smith et a/., 1998a). 

La fosforilacion del receptor A T ~ A  parece estar restringida al extremo 

carboxilo terminal del receptor, en una region rica en serinas y treoninas (un 

segment0 de 11 residuos; ~ e r ~ ~ " ~ h r ~ ~ " ) .  El receptor truncado a partir de la ~ e r ~ ' ~ ,  

ya no es substrato de fosforilacion en celulas COS-7 transfectadas 

transitoriamente (Smith et a1.,1998b). 

Se han identificado algunos sitios de fosforilacion del receptor ATlA 

silvestre en celulas CHO-K1 transfectadas transitoriamente con el receptor (Qian 

et a1.,1999). Los receptores mutados en la ~ e r ~ ~ ' ,  Ser 338 y Ser 348 disminuyen un 

22%, 52% y 47%, respectivamente, la fosforilacion inducida por la angiotensina II, 

cuando se le compara con el receptor silvestre o no mutado. Solo el receptor triple 

mutante disminuye hasta un 60% el efecto de angiotensina II y un 70% el de PMA, 

lo cual sugiere que aun existen otros sitios que son fosforilados por ambos 

agentes. 

Por ultimo, con trabajo previo realizado en el laboratorio se demostro la 

participacion de la PI-3K en la fosforilacion del receptor a1 b-adrenergico inducida 

por el acido lisofosfatidico en fibroblastos de rata (Casas-Gonzalez eta/., 2000). 

H I P O T E S I S  

Si el receptor de angiotensina AT1 presente en las celulas C9 se fosforila 

en respuesta a la angiotensina II asi como a otras hormonas, las respuestas que 

activa el receptor se desensibilizaran. 



O B J E T I V O  G E N E R A L  

Estudiar la desensibilizacion y fosforilacion del receptor de angiotensina 

AT, endogeno en las celulas C9 epiteliales de higado de rata. 

O B J E T I V O S  E S P E C I F I C O S  

Determinar si el receptor AT, endogeno que se expresa en las celulas 

epiteliales de higado de rata (C9) se desensibiliza de manera hornologa y I 

o heterologa. 

Determinar que cinasa(s) fosforila(n) al receptor AT, en respuesta a su 

agonista endogeno, la angiotensina II. 

Establecer si la fosforilacion del receptor AT, inducida por la angiotensina II 

es mediada a traves de proteinas G sensibles (Gi, Go) y I o insensibles a la 

toxina de Pertussis (G,). 

Determinar si el receptor AT, endogeno es fosforilado de manera 

heterologa por la activacion de otros receptores acoplados tambien a 

proteinas G, como 10s receptores de vasopresina, del acido lisofosfatidico y 

conocer las cinasas involucradas en la fosforilacion del receptor. 

Las metodologias empleadas en este trabajo asi como 10s resultados 

obtenidos estan descritos en detalle en el articulo: 



Garcia-Caballero A, Olivares-Reyes JA, Catt KJ and Gacia-Sainz JA (2001) 

Angiotensin AT1 Receptor Phosphorylation and Desensitization in a Hepatic Cell 

Line. Roles of Protein Kinase C and Phosphoinositide 3-Kinase. Molecular 

Pharmacology. 59576-585. 

Este articulo se incluye en la seccion de 10s resultados, que se resurnen a 

continuacion. 

RESUMEN DE RESULTADOS 

Validacion del modelo. 

Debido a que en 10s hepatocitos en cultivo prirnario se disrninuye su 

capacidad para responder a la angiotensina II a causa de una rnuy rnarcada 

disrninucion en la densidad de la poblacion de receptores (Bouscarel eta/., 1990), 

nos intereso estudiar alguna linea celular hepatica que expresara receptores de 

angiotensina II y que adernas fueran funcionales. La clona 9 (C9) es una linea 

celular epitelial aislada de higado normal de rata Sprague-Dowley que se ha 

obsewado, por ensayos de "binding" o de asociacion de un ligando rnarcado 

radioactivarnente con el receptor (Kozlowski et a1.,1993) adernas de ensayos 

funcionales (Garcia-Sainz y Garcia-Caballero 1998), que expresa receptores de 

angiotensina 11. En un trabajo previo, habiarnos obsewado que la activacion de 10s 

receptores AT1 en las celulas C9 induce el aurnento en la produccion de 10s 

fosfatos de inositol IPI, IP2 e IP3 asi corn0 el aumento en la liberacion del calcio de 

10s reseworios intracelulares y en la expresion del RNArn de c-fos (Garcia-Sainz y 

Garcia-Caballero 1998). 



Desensibilizacion homologa. 

En las celulas epiteliales de higado de rata C9, el receptor AT, endogeno 

muestra una clara disminucion en su capacidad de inducir la liberacion de calcio 

de rese~orios intracelulares en respuesta al agonista cuando se pre-estimulan las 

celulas con la angiotensina II (Fig. 1, pag. 578 del articulo). La desensibilizacion 

mostro dependencia de la concentration del estirnulo inicial o primer estirnulo 

(Fig. I B ,  pag. 578 del articulo), con una ECsO: 2 nM. 

Estos resultados demuestran que el receptor AT1 que se expresa en las 

celulas "C9" se desensibiliza de manera homologa, es decir por su propio 

agonista, la angiotensina II. 

Desensibilizacion heterologa. 

La liberacion de calcio inducida por 100 nM de angiotensina II es menor 

cuando las celulas C9 son pretratadas con TPA 1pM y dbAMPc 100 pM, 

activadores de la PKC y de la PKA, respectivamente (Fig. 2B, pag. 579 del 

articulo). El curso temporal del efecto de ambos agentes sobre la liberacion de 

calcio intracelular inducida por la angiotensina II, muestra una disminucion parcial 

desde 10s primeros minutos (Fig. 2A, pag. 579 del articulo). 

La estimulacion inicial con el acido lisofosfatidico 1 pM y la vasopresina 10 

nM reduce la respuesta de calcio inducida posteriormente por la angiotensina II 

100 nM (Fig. 3 del articulo). 

Estos resultados demuestran que el receptor AT1 tambien se desensibiliza 

de manera heterologa por el acido lisofosfatidico y la vasopresina y que las 

proteinas cinasas activadas por segundos mensajeros, PKC y PKA, participan en 

la desensibilizacion temprana del receptor. 



Fosforilacion homologa. 

La fosforilacion del receptor AT1 mostro ser dependiente de la 

concentracion de angiotensina II, la curva obtenida rnuestra un valor de la EC50de 

0.4 nM (Fig. 5A, pag. 580 del articulo). Esta fosforilacion hornologa es bloqueada 

parcialrnente por el inhibidor especifico de la PKC (bisindolilrnaleimida I) (Fig. 5, 

pag. 581 del articulo) y por 10s inhibidores de la PI-3K (wortrnanina y LY294002) 

(Fig. 7A, 78, pag. 581 del articulo). El efecto de 10s inhibidores de la cinasa de 

fosfoinositidos mostro ser tambien dependiente de la concentracion, con un valor 

de 8 nM para la ICsO de la wortrnanina y de 125 nM para la lC50 del LY294002 

(Fig. 7B, pag. 581 del articulo). 

La fosforilacion de la Akt I PKB, que es un reflejo de la activacion de la PI- 

3K, fue inducida por la angiotensina II y se 0 b S e ~ o  una dosis y tiernpo maximos 

con 1 pM de la hormona a 10s 5 minutos de estimulacion (Fig. IOA, IOB, pag. 583 

del articulo). La fosforilacion de la PKB fue bloqueada en su totalidad por 10s 

inhibidores de la PI-3K y por el antagonista selective del receptor AT1 (Losartan) 

(Fig. IOC, pag. 583 del articulo). 

La asociacion de la PKC 6 a la mernbrana fue estimulada significativamente 

por el octapeptido, angiotensina II e inhibida parcialmente por el inhibidor 

bisindolilmaleimida (Fig.IOD, pag. 583 del articulo). 

La fosforilacion homologa del receptor inducida por la angiotensina II fue 

bloqueada parcialmente (50%) por el pretratamiento de las celulas con 100 ng I ml 

de la toxina de Pertussis (Fig. 8, pag. 582 del articulo). 

En conjunto, estos resultados sugieren la participacion de proteinas G 

sensibles e insensibles a la toxina de Pertussis en la fosforilacion del receptor AT, 

inducida por angiotensina II, asi como la participacion de la proteina cinasa C y de 

la PI-3K mediante la activacion de la Akt I PKB. 



Fosforilacion heterologa. 

Se observo la fosforilacion heterologa y temprana del receptor AT1 causada 

por la activacion de otros receptores de rnembrana acoplados a proteinas G 

(receptores de vasopresina y del acido lisofosfatidico) (Fig. 9, pag 583 del articulo) 

y por 10s activadores (TPA: Fig. 58, 5C y 6 pag. 580-581 del articulo; dbAMPc: 

Fig. 9, pag. 583 del articulo) de las cinasas activadas por 10s segundos 

rnensajeros, PKC y PKA. 

La fosforilacion causada por el LPA 1pM y la vasopresina 10 nM fue 

rnediada principalrnente por la PKC (Fig. 9, pag. 583 del articulo) ya que se inhibio 

significativarnente en arnbos casos por el inhibidor especifico de la PKC, 

bisindolilrnaleirnida 1 pM (BIM). El grado de fosforilacion del receptor inducido por 

cualquiera de 10s agentes utilizados alcanzo la mitad del efecto inducido por la 

angiotensina 11 100 nM. Solo cuando se estimulo a las celulas con el TPA y la 

angiotensina II juntos se observo un efecto aditivo de ambos agentes sobre la 

fosforilacion del receptor (Fig. 5C, pag. 580 del articulo). 

RESULTADOS NO PUBLICADOS 

De la fosforilacion hornologa del receptor AT, nos intereso estudiar las 

isoforrnas de PKC que pudieran ser activadas por la angiotensina II y observarnos 

un incrernento en la translocacion de la PKCG a la mernbrana inducida por el 

agonista, corno ya se menciono en el resumen de 10s resultados publicados. 

Tambien observamos un incrernento en la translocacion de la PKCaa la 

rnernbrana inducida por el ester de forbol (TPA), per0 no por la angiotensina II a 

10s 5 rninutos de estirnulacion (Fig. 1); entonces, podernos sugerir la participation 

de esta isoforrna en la fosforilacion (heterologa) del receptor AT, inducida por el 

TPA. Cabe rnencionar que no se detect0 la presencia de las isoformas, pll, 8 y 5, 
por ensayos de "Western-Blot" en las preparaciones de rnembranas de las celulas 

C9 a 10s 5 rninutos de estirnulacion de las celulas con la angiotensina II. 



De la participacion de otras cinasas, diferentes de la PKC y PI-3K, en la 

fosforilacion del receptor AT1 en las celulas C9, pensamos que alguna cinasa de 

la familia de las GRKs pudiera tambien fosforilar al receptor. Mediante ensayos de 

"Western-Blot", obse~amos la expresion de la cinasa GRK5 en extractos totales 

de las celulas C9 (Fig. 2). 

Por otra parte, se estudio la posibilidad de que las proteinas G sensibles a 

la toxina de pertussis mediaran el efecto de la PI-3K y la PKC en la fosforilacion 

del receptor AT1 (Fig. 3); sin embargo, no se o b s e ~ o  modificacion alguna en 10s 

efectos de ambos inhibidores (wortmanina y bisindolilimaleimida I) sobre la 

fosforilacion del receptor inducida por la angiotensina II en celulas pretratadas con 

la toxina. 

Acerca de la comunicacion cruzada o "cross-talk" entre receptores, tambien 

observamos que el receptor de angiotensina II AT1 puede ser fosforilado por la 

activacion del receptor al factor de crecimiento epidermico (EGFR) (Fig. 4). 

Actualmente estamos realizando experimentos para conocer la(s) cinasa(s) que 

fosforila(n) al receptor AT1 en respuesta a la activacion del receptor de EGF. 



I 

B Ang II TPA 

IB: anti-PKCa 

Fig. 1 Translocacion de la PKCa a la membrana 
por el 'WA. Las celulas se incubaron en ausencia o 
presencia de la angiotensina 11 100 nM durante 5 rnin y del 
TPA 1pM durante 5 rninutos. Se obtuvieron mernbranas 
celulares, se procesaron las muestras por electroforesis 
(SDS-PAGE), se transfirieron a rnernbranas y se realizaron 
ensayos de "Western-Blot" revelando Par 
quimiolu~~iniscencia. Se muestra un experimento 
representativo de 3-4 experimentos. 

B Ang II 

IB: anti-GRK5 

Fig. 2 Expresion de la cinasa GRK5 en las 
celulas C9. Se realizaron ensayos de "Western- 
Blot" en muestras de extractos totales de las 
celulas C9 epiteliales de higado de rata, estimuladas 
o no con angiotensina 11 100 nM durante 5 minutos. 
Se rnuestra un experimento representativo de 3-4 
experimentos. 

Mr PTX 100 nglml 

B Ang ll WT BIM+WT 

Fig. 3 Efecto de la toxina pertussis y 10s inhibidores 
de PKC y PI-3K en la fosforilacion del receptor AT,. 

El receptor AT, fosforilado se inrnunoprecipito corno se indica 
en rnateriales y rnetodos del articulo (pag. 577). Las celulas se 
preincubaron de 12 a 24 horas con la toxina pertussis (100 nglrnl) 
y el dia del experimento las celulas se preincubaron o no durante 
30 rninutos con 10s inhibidores de cinasas previarnente a la 
estimulacion con la angiotensina 11 100 nM. 



Fig. 4 

Fosforilacitjn del receptor 
AT, por el .factor de cre- 
cirniento epiderrnico (EGF). 

Panel A; Curve dosis-respuesta 
Las dlulas "C9" se estirnularon 
con las concentraciones indica- 
das de EGF durante 5 rninutos. 
Se rnuestra E!I prornedio y el 
error estandar de 5-6 experi- 
mentos. 

Panel B; Efecto del inhibidor de 
la actividad de cinasa del recep- 
tor a EGF. Las dlulas se pre- 
incubaron con 5 pM del inhibidor 
(AG1478) duriante 30 min y se 
estimularon con 1 ng 1 rnl de EGF 
durante 5 rnin. 

Panel C; Curso temporal del efec- 
to del EGF en la fosforilacion del 
receptor AT,. L.as celulas se esti- 
rnularon con 1 ng I rnl de EGF. Se 
rnuestra el protnedio y el error es- 
tandar de 5-6 experimentos. 

B [EGF] ng I ml 

[EGF] ng I ml 
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ABSTRACT 
Desensitization and phosphorylation of the endogenous angio- 
tensin II AT. receDtor were studied in clone 9 liver cells. Aaonist 
act vat on AT, ieceptors oluntw tne response to s,ose6uent 
aadlt on of ang otensln Panla inh b 1 on of tne ang otens n 
Il-induced calcium response was observed when cells were 
pretreated with dibutyryl cyclic AMP, tetradecanoyl phorbol 
acetate (TPA), vasopressin, or lysophosphatidic acid. All of 
these desensitization processes were associated with receptor 
phosphorylation. Angiotensin Il-induced AT, receptor phos- 
phorylation was partially blocked by the protein kinase C inhib- 
itor bisindolylmaleimide I and by phosphoinositide 3-kinase 
inhibitors (wortmannin and LY294002); the actions of these 
inhibitors were not additive. Pertussis toxin pretreatment of 
cells also partially inhibited angiotensin ll-induced AT, receptor 

phosphorylation. TPA-induced AT, receptor phosphorylation 
was completely blocked by bisindolylmaleimide I. AT, receptor 
ohosohowlation was also induced bv vasooressin and ivso- 
bnoipnatd c acla, and these effects were panlal y ~nhlblted oy 
b ~ s  naolylmale mioe I Ang otensln I ncreaseo AkVPKB (prole n 
kinase B) phosphorylation and protein kinase C membrane 
association. The effect on AktIPKB Dhosnhorvlation was 
bowed  oy pnospnoinos I oe 3-6 nase Anioiiors. ihese f~no- 
tngs ndlcate that cone 9 ce Is exn;ba both nomo.ogous ano 
heterologous desensitization in association with AT, receptor 
ahos~howlation. In these he~at ic cells. anaiotensin ll-induced 
receptor dnosphory~at~on cnvolves pert~ss~;to~m-sens t.ve ana 
- nsens tlve G prote ns, an0 IS rnedlatea in part tnrodgn proteln 
* nase C ana phospno~nos t oe 3-6 nase 

The pressor octapeptide angiotensin I1 (Ang 11) mediates a have a molecular mass of -41 kDa. The intracellular car- 
plethora of physiological processes in the cardiovascular sys- boxyl terminus (residues 305-359) of the AT,-R contains 
tem, brain, liver, kidney, adrenal glands, and pituitary gland, numerous serine and threonine residues, some of which have 
as well as in many other organs and systems (Jackson and been implicated in receptor activation and regulation (Huny- 
Ganison, 1996). The actions of Ang I1 are initiated through ady et al., 1994; Thomas et al., 1995; Smith et a1.,1998a; 
i ts interaction with two seven-transmemhrane domain recep- nomas, 1998). 
tors, the AT, and AT, receptor subtypes (Inagami et al., AS ~ i t h  many other GPCRs, AT,-& are subject to several 
1994). forms of regulation. Desensitization of GPCRs is frequently 

AT, receptors (AT,-&) mediate most of the known actions associated with their modification, typically by 
of Ang 11% and are GPCRs that activate phosphoinosi- phosphoTlation, which uncouples them from G proteins and tideKa2' signaling via pertussis toxin-insensitive G pro- 

initiates their internalization and recycling, Desensitization 
teins. In some cell types, they are also to 

of~~,.~.mediated signaling has been observed in cells trans. 
phospholipases and to inhibition of adenylyl cyclase via per- 
tussis toxin-sensitive G proteins (Garcia-SAinz and Macias- 

fected with cloned AT,-Rs (Tang et al., 1995; Oppermann et 

Silva, 1990; Bauer et al., 1991). AT,-Rs are integral mem- 
al., 1996; Balmforth et al., 1997; Tang et al., 1998) and i n  

brane proteins ( ~ ~ ~ h ~  et al., 1991; sas*i et al., 1991) and cells that endogenously express them (Abdellatif et al., 1991; 
Eoula;, et d., 1994). E . E  phozph3r;.!-ii~z L,.; .~ ~. 
to be a major mechanism in homologous desensitization (Op- 

 hi^ rcsearrh supparted in part by grants from Consejo Nncianal dc 
cicneia y Tccnolog'n (27569iX). permann et al., 1996). whereas receptor phosphorylation by 

ABBREVIATIONS: Ang II, angiotensin II; AT,-R, angiotensin AT, receptor: TPA, tetradecanoyl phorbal acetate; PKC and PKA, protein kimses c 
and A; P13K. phosphoinositide 3-kinase; GPCR, G pmtein-coupled receptor: GRK. G protein-coupled receptor kinase; C9, clone 9; [ca2+],, 
intracellular calcium concentration; PAGE, polyacrylamide gel electrophoresis: PDK, Phosphoinositide-dependent Protein kinase; EGF, epidermal 
growth factor. 
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PKA and  PKC appears  t o  participate i n  heterologous desen- 
sitization. The carboxyl t e rminus  region of AT,-% contains 
a n  11-amino acid serindthreonine-rich segment (Ser326- 
Thr336) t h a t  is  phosphorylated i n  response to Ang I1 (Smith  
e t  al., 1998b). This  segment h a s  one  putative PKC phosphor- 
ylation si te a t  S e P 1  a n d  possibly a GRK phosphorylation 
si te at Se? and/or T h P 6 .  Substi tution of Ser335 a n d  T h P 8  
in  th is  segment by a lanine  no t  only impairs phosphorylation 
of t h e  m u t a n t  receptor b u t  also affects t h e  receptor i n t ema l -  
ization process (Smith et al., 1998b). More recently, Q ian  e t  
al. (1999) observed t h a t  muta t ion  of t h e  three  putative P K C  
consensus si tes (Ser3", Ser338 , a n d  Ser3") of t h e  AT, recep- 
t a r  caused a 70% reduction of PKC-mediated ohos~horv la -  . . .  
tion and  a 60% reduction in  Ang 11-induced phosphorylation. 
I n  bovine adrenal glomerulosa cells, agonist-dependent phos- 
phorylation of t h e  endogenous AT,-%, a s  well as receptor 
phosphorylation induced by activation of PKA a n d  PKC, have  
been observed (Smith et al., 1998a). 

Ang I1 i s  a modulator of hepatic metabolism, a n d  i t s  recep- 
tors and  signaling have  been extensively studied in  isolated 
liver cells (Garc iar~binz  a n d  Macias-Silva, 1990; Bauer  e t  al., 
1991). However, normal hepatacytes lose t he i r  ability to re- 
spond t o  Ang I1 d u e  to a marked  decrease in  receptor density 
du r ine  culture (Bouscarel et al.. 1990). In  contrast. the clone 
9 ( ~ 9 j e ~ i t h e l i a l  cell l ine  isolated from normal  r a t  liver h a s  
been found t o  express AT,-Rs a s  detected by functional a n d  
binding studies (Kozlowski e t  al., 1993; Garcia-Sbinz e t  al., 
1998). Activation of AT,-% i n  C 9  cells induces phosphoino- 
sitide turnover via pertussis toxin-insensitive G proteins, 
with increased [Caz*Ii a n d  c-fos mRNA expression (Garcia- 
Sbinz e t  al., 1998). I n  the present study, w e  observed t h a t  
AT,-R-mediated [Ca2+li responses i n  C 9  cells exhibit both 
homologous and heterologous forms of desensitization that 
a r e  associated with receptor phosphorylation. I n  addition, 
our  studies also revealed that t h e  AT,-R phosphorrlation . . . .  
induced by Ang I1 involved pertussis toxin-sensitive G pro- 
teins a s  well a s  PI3K a n d  PKC activities. 

Experimental Procedures 
Materials. EGF, F-12K nutrient mixture (Kaighn's modification), 

phosphate-free Dulbeeco's modified Eagle's medium, medium 199, 
fetal bovine serum, trypsin, and antibiotida/antimyeotie solutions 
wcre from Life Technologies (Gaithersburg, MD) or Biofluids (Roek- 
ville, MD). Ang 11. TPA. protease inhibitors, and all other analytical 
grade chemicals were from Sigma Chemical Ca. (St. Louis, MO). 
Protein A-agarasc, wortmannin, LY294002, bisindolylmaleimide I, 
okadaie acid, proteasc inhibitors, pepstatin A, 4-(2-aminaethy1)-ben- 
zenesulfonyl fluoride hydraehlaride, and benzamidine were all from 
Calbioehem (San Diega, CAI. Losartan (DuP 753) and PD123177 
were generous gifts from DuPont (Wilmington, DE). '2SI.ISar',(4- 
N,)Pheslangiotensin 11 was from Covance Laboratories (Vienna, 
VA). PZPIP, (8500-9120 Cilmmol) was from NEN Life Science Prod- 
ucts (Boston, MA). Recombinant N-glymsidase F (N-glycanase) (EC 
3.5.1.52) was from Rwhe Molecular Biochemicals (Mannheim, Ger- 
many) and from Glyco (Heyford, UK). Fura-2,aeetoxymethyl ester 
was from Molecular Probes (Eugene, OR). Pertussis toxin was puri- 
fied from vaccine concentrates (Sekura et  al., 1983; Garcia-Shinz et 
al., 1992). The C9 cell line was obtained from the American Type 
Culture Collection (Manassas, VA). Rabbit polyclonal anti-PKCS an- 
tibodies were from Santa CNZ Bioteehnology (Santa Cmz, CAI, 
anti-phospho-AkUPKB antibodies were from PharMingen (San Di- 
ego, CA), and secondary antibodies and the ehemiluminescenee kits 
were obtained from Pierce (Roekford, IL). 

Cell Culture.C9 eells were cultured in F-12K medium supple- 
mented v i th  10% fetal bovine serum, 100 &ml streptomycin, 100 
Ulml penicillin, and 0.25 *@ml amphoteriein B a t  37-C under a 95% 
air155 CO, atmosphere. Cells were incubated with pertussis toxin 
(100 nglml) for 12 to 24 h where indicated. 

Intracellular Calcium Measurements. To quantify [Caz*l,, 
cells were loaded with 5 NM Fura-Z!acetoxymethyl ester in Krebs- 
Ringer-HEPES buffer (118 mM NaCI, 2.4 mM KCI, 1.8 mM CaCI,, 
0.8 mM MgCI,, 10 mM glumse, 20 mM HEPES, pH 7.4) containing 
0.05% bovine serum albumin, pH 7.4, for 1 h a t  3TC. Cells were 
detached by gentle trypsiniration. Fluorescence measuremenb wcre 
carried out with an Amineo-Bowman (Urbana. IL) series 2 soectrom- . .~~ ~~ ~. ~~~~~~~~ 

eter with excitation monochromator set at  340 and 380 nm, with a 
chopper interval of0.5 s, and the emission monaehromator set a t  510 
nm. The intracellular calcium concentration was calculated accord- 
ing to the method of Grynkiowicz e t  al. (1985), using software pro- 
vided by Aminco-Bowman; traces were directly exported to the 
graphs. 

Immunoprecipitation of Photoaffinity.Laheled AT,-Rs. 
Confluent C9 cells cultured in 10-em dishes were washed three times 
with ice-cold medium 199 before overnight incubation at  4'C in the 
same medium containing the photoaff~nity ligand, 'ZSI-[Sar',(4- 
N,)PheslAng 11. Cells were then washed three times with ice-cold 
phosphate-buffered saline and exposed to W light far 10 s. Nonco- 
valently bound ""I-azido-Ang I1 was removed by incubating the cells 
far 10 min in ice-cold 150 mM NaCl containing 50 mM acetic acid. 
After further washes with ice-mld phosphate-buffered saline, dishes 
wcre drained and the eells were scraped into lysis buffer 150 mM 
Tris, pH 8.0, 100 mM NaCI, 20 mM NaF, 10 mM sodium pymphas- 
phate, 5 mM EDTA, 10 &ml aprotinin, 10 &ml leupeptin, 10 
&ml soybean trypsin inhibitor. 10 &ml pepstatin, 10 figlml ben- 
zamidine, 1 mM 4-(2-aminoethy1)-benzenesulfonyl fluoride, and 1 
pM okadaie acid1 and probe-sonieated (Sonifier Cell Disruptor; Heat 
Systems Ultrasonics, Plainviow, NY) for 2 X 20 s. After removal of 
nuclei by centrifugation for 10 min a t  750g, membranes were ml- 
lected by centrifugation for 45 min at  200.000g. Membrane pellets 
were solubilized by Dauncc homogenization in ice-cold lysis buffer B 
llysis buffer supplemented with 1% (vlv) Nonidet P-40. 1% (wlv) 
sodturn deoxycholntc, m d  0 I I  cuh,r SDSl A h r  rmt"fug,&tl#m for 
10 mln a1 10,000g. solub~l~rrrl membranes were incubated fur 4 h nt 
.l0C with 2% v l v l  protein A-ngarnje This prccle~lcd supernauont 
was then divided into aliquots and stored a t  -20°C before use. 
Immunapreeipitatian was initiated by adding 5 fil of a seleetivo 
anti-AT,-R antibody and 2% (vlv) protein A-sgaroso overnight at  4'C 
with tumbling. The preparation and characteristics of the rabbit 
anti-AT,-R polyclonal antibody are described in detail elsewhere 
(Smith et  al., 1998a). Immune complexes were collected by eentrifu- 
gation and washed three times with ieesold lysis buffer B lacking 
protease inhibitors. ARer the final wash, immune complexes were 
eluted into Laemmli's sample buffer (Laemmli. 1970) for 1 h a t  48'C. 
After resolution by SDS-PAGE (516% resolving gel), phatoaffmity- 
labeled AT,& were visualized using a Phosphorlmager (Molecular 
Dynamics, Sunnyvale CAI. 

AT,.R Phosphorylation Assay. C9 eells cultured in 10-em Petri 
dishes were metabolically labeled for 4 h at  37°C in phosphate-free 
Dulbeceo's modified Eagle's medium containing 100 pCilml PZPIP,. 
After three washes in Krebs-Ringer-HEPES buffer, cells were fur- 
ther incubated in the same medium for 10 min a t  37% in a water 
bath and stimulated with hormones or ohorbol 12-mvrirt~ts 1R- . ~ ~- ~~ ,~ ..... .- 
aretaw for an addnt~onal 5.mln ix,rlud Thrs tlme wns selected an the 
bnstsafpn~l~n~~n~.rycxpcnments. When requjred, the PKC inll~l,ttor. 
b~s~nda l~ l~na lc~mlde  I ( 1  *hl , or thv P13K ~nhlbttors. I.Y"J4002 (15 . - ~  
FM)orwartmannin (100 nM), were added for 30 min it 37'C priarto 
the agonist stimulation. After stimulation, the plates were washed 
with ieesald phosphate-bufiered saline, and the cells were drained 
before being scraped into lysis buffer and probe-sonicated for 2 x 
20 s. Afler removal of nuclei at  750g, membranes were pre-extracted 
by the addition of an equal volume of lysis buffer containing 2 M 
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NaCl and 8 M urea followed by overnight tumbling a t  4'C. The mi". Supernatants were discarded and protein in the pellets was 
membranes then were collected a t  200,000g and solubilized in lysis determined (Lowry ot al., 1951). Samples (50 pg) were separated by 
buffer B by Dounee homogenization. ARer centrifugation a t  14.000g. SDS-PAGE followed by electrophoretic transfer to membranes. Im- 
solubilized membranes were incubated with 2% ("1") protein A-aga- munoblotting was performed as described above using a PKCS-selee- 
rose for 1 h a t  4'C. The preelcared supernatant was incubated tive antibody. 
overnight a t  37'C with 10 unitdml recombinant N-glyeosidase F. 
The deglycasylated AT,-R was immunopreeipitated by the addition 
of 1 p1 of anti-AT, antibody and 2% (vlv) protein A-agaroso and Results 
incubated overnight a t  PC. The 8garose-bound immune complexes 
were washed with lysis buffeer B lacking protease inhibitars, he. In agreement with previous results (Garcia-Sainz et al., 
mmli's sample buffer was added, and the mixtures were incubated 19981, Ang 11 caused a rapid 2- to 3-fold increase of [ ~ a ~ * ] ,  in 
for 1 h a t  4 8 " ~ .  denatured complex~s were resolved by SDS- C9 cells (Fig. 1). This reached a maximum a t  100 nM and had 
PAGE on an 8 to 16% gradient resolving gel. Phosphorylated AT,-& an EC,, of -5 nM (data not shown; see Garcia-Sainz et al., 
were visualized with a Phasphorlmager and images were exported to 1998). When the cells were stimulated with Ang 11, a tran- 
the praphs. The level ofreceptorphosphor~lation was assessed in the sient increase of [Ca2+Ii was observed and the cells became 
gels with the Phasphorlmager ImngeQuant software. less responsive or refractory to a second stimulation by 100 

hsays. Subeonfluent C9 cells, in nM Ang I1 (Fig. 1, A and C). The desensitization to the second 
plates, were switched to scrum-free medium overnight (1&18 h)  and 
were stimulated. After three washes with ice-cold phosphatc-buff- 

stimulation to Ang I1 was dependent on the concentration of 

ered were drained, scraped into O.l ml of Laemmli's the initial stimulus; the concentration-response curve 

sample buffer (Laemmli, 1970). and sonieated for 5 s. boiling showed an E G O  value of 2 nM for the desensitization process 
for 5 mi", equal quantities of cell lysates were subjected to SDS- (Fig. 1B). Desensitization of We response to hg 11 was not 
PAGE, and the separated proteins were transferred to membranes. due to depletion of the relevant phosphoinositide or intracel- 
A rabbit polyelanal anti-phospho-AkVPKB antibody (0.3 irglml) was lular calcium pools, as evidenced by the ability of vasopres- 
used to identify the active enzyme. Immunareactive bands wore sin, hradykinin, and lysophosphatidic acid to increase [Ca2*li 
detected using a horseradish pemxidase-mnjugated secondary anti- in cells that exhibited hg 11 (ng, 1 ~ ) .  
body and enhanced chemiluminesccnce. Immunoreaetive bands were ~ & i ~ ~ t ; ~ ~  of p ~ c  PI<A by treatment 1 p~ TPA 
visualized by autoradiography and quantified in a densitometer or pM dibutylyl cyclic AMP, respectively, also decreased 
(model GS-700 imaging densitomcter, Bio-Rad, Hercules, CA) using the magnitude of the lCaz+lj response to Ang II 2A), 
the Molecular Analyst software (Bio-Rad). 

Membrane association of PKCS was used as an index enzyme Again, this was not due to depletion of calcium pools as  
and it was as described (carcia- evidenced by the ability of other agents, such as lysophos- 

Sainz and Ale6ntara.HernAndez, 1998). 1n brief, cells were stimu. phatidic acid or thapsigargin, to increase [ca2+li ( ~ i ~ .  2 ~ ) .  1n 
lakd and the reaction stopped by the addition of lysis buffer and these cases, the desensitization of the Ang I1 response was 
homogenization. Homogonates were centrifuged a t  28,000g for 20 both partial (-30%) and very rapid, being evident aRer only 

Fig. 1. Homologous dosensitization of 
AT,-Rs in done 9 cells. A cells were 

0 100 200 stimulated (1st) with 10 pM (upper 
trace), 1 nM (middle trace), or 100 nM 
Ang I1 incubated for -2 min and ebal- 
lenged Bgain with 100 nM Ang 11 (2nd). 
Inhacellular calcium was measurd as 
described under E~,xrimntd Pmce- 
dures. 8, mneentration dependence of 
Ang 11-induced desensitization. The 
concentration of Ang I1 used during the 
fint stimulation is indicated in the at. 
scieissa. and in the ordinate, the response 
to 100 nM Ang I1 (second stimulation, 
as a percentage af the response of cells 
not previously shimulated) is plotted. 
The means arc plotled, and veoirnl 
lines represent the S.E.M. of seven in- 
dependent experimenm. C, cells were 

0 100 200 stimulated with 100 nM Ang 11, chal- 

TIME (YS) 
lenged again with the same eoncentra- 

TIME ( s ~ c )  tion af Ang 11, and further ehnllenged 
with 10 nM vasopressin (VP). 10 nM 
bmrlykini" (RE!, nr 1 $4 lj-sp:,asp~,s. 
tidic acid (LPA). In all - traces am 

B representative of five to seven detemi- 
nations using different cell prepam- 

a tiom. 

Q ,  0 
O -11 -9 -7 

Log [Ang Ill M 
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1 min of exposure to the PKA and PKC activators (Fig ZA). - 

Initial stimulation of the cells with lysophosphatidie acid or 
vasopressin reduced the subsequent response to Ang 11, and 
this ;,as nor due todeplet~on o ~ E a ~ c ~ u m  pools oj ev~denred by 
the ability ofth;~r,siuilrrin to increasc [C3'-1, (F i c  3,. These 
data indiEate that  the Ang II-induced phosphbino~i t ide /~a~+ 
response is subject to both homologous and heterologous 
desensitization in C9 cells. 

To study receptor phosphorylation, photoafiinity labeling 
and immunoprecipitation studies of the AT,-R were per- 
formed. ks shown in Fig. 4A, photoafiinity labeling with 

'261-lSar',(4-N,)PhealAng I1 gave a broad band with molec- 
ular mass in the 66- to 97-kDa range. Photoaffinity labeling 
intensity was markedly decreased by Ang I1 and losartan, a 
nonpeptide AT,-R antagonist, but not by PD123177, a non- 
peptide AT, receptor antagonist (Fig. 4A). The photolaheled 
band was effectively immunoprecipitated by the selective 
anti-AT,-R antibody (Fig. 4B). When membranes were sub- 
jected to enzymatic deglycosylation, the labeled 66- to 97-kDa 
band was no longer evident, and components with lower 
molecular mass (46-41 kDa) were observed (Fig. 4B); with 
longer deglycosylation times, the -41-kDa band was the 

B 
30 

10 Fig. 2. Effect of TPA and d i b u t m l  
cyclic AMPon Ang II-induced increase 

T h e  (min) 

= m 200- 
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in ICa "I,. A, cells were incubated for 
the times indicated in the presence of 
100 r M  d i b u t m l  cyclic AMP (0) or 1 
!AM TPA 1.1 and challenged with 100 
nM Ang 11; data are expressed as a 
percentage of the response of cells not 
previously stimulated. The means are 
platted, and vertical lines represent 
the S.E.M. of six to eight independent 
experiments. B, eolls were inmbated 
for 5 min in the nbaonee of any agent 
(upper panel), with 1 pM TPA (middle 
panel), orwith 100 pM d i b u t m l  cyclic 
AMP (lower panel1 and challenged 
with 100 nM Ang 11. Whcre indicated, 
10 &I thapeigargin (THAPSI) or 1 
r M  lysophosphatidie acid (LPAI was 
added. In all eases, traecs are repre- 
sentative of five to seven determina- 
tions using different eell preparations. 

Fig. 3. Effect of lysophosphatidie acid 
and vasopressin on Ang 11-induced in- 
crease in ICa2'l,. A. cells were ineu- 
batedwith 1 pM lysaphosphatidieaeid 
(LPA; 0) or 10 nM vasopressin (W; 0) 
for 2 min and then were challenged 
with 100 nM Ang II: where indicated, 
1 r M  thapsigargin (THAPSI) was 
added. The menns are plotted, and 
vertical lines rcprcscnt the S.E.M. of 
six to eight experiments using differ- 
ent  eell preparations. B, representa- 
; i v e  i , ~ ~ i , , ~ ~ .  
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major band detected (data not shown). It  is also evident in 
Fig. 4B that the antibody was able to immunoprecipitate the 
enzymatically deglycosylated receptor. 

During phosphorylation studies, analysis of the deglycosy- 
lated samples revealed labeled bands in the 46- ta 41-kDa 
range (Fig. 5). However, in the absence of glycosidase treat- 
ment only a broad labeled band in the 66- to 97-kDa range 
was observed (data not shown). These data indicate that  the 
32P-labeled bands correspond to the AT,-R detected in the 
photoffinity-labeling studies. It  should be noted that the 
basal labeling of the AT,-R was very small and was almost 
undetectable in some experiments. Stimulation with Ang I1 
markedly increased AT,-R phosphorylation in a concentra- 
tion-dependent manner (Fig. 5A) with an EC,, value of 0.4 
nM. TPA also increased receptor phosphorylation in a con- 
centration-dependent fashion (EC,,, 2.8 nM) (Fig. 5B). The 
receptor phosphorylation induced by Ang I1 was consistently 
greater than that induced by TPA. When both agents were 

used together to stimulate the cells, the effect was almost 
additive (Fig. 5C). 

We next examined the effects of specific inhibitors to define 
the role of different protein and lipid kinases in these effects. 
As expected, the action of TPA was completely blocked by 1 
pM bisindolylmaleimide I (Fig. 6) .  However. Ang 11-induced 
AT,-R phosphorylation was reduced to a more limited extent 
(-30%). Wortmannin and LY294002, inhibitors of PI3K ac- 
tivity, also reduced Ang 11-induced AT,-R phosphorylation 
(Fig. 7A). The effects of these inhibitors were cancentration- 
dependent, with IC,, values for wortmannin and LY294002 
of 8 nM and 125 nM, respectively (Fig. 7B). The inhibitory 
actions of wortmannin and bisindolylmaleimide I were not 
additive (data not shown). None of the inhibitors altered the 
low basal phosphorylation of the AT, receptor. Inhibitors of 
PKC and PISK were unable to block the homologous desen- 
sitization of the calcium response to Ang 11. 

Pretreatment of the cells with pertussis toxin consistently 

m w 
ul a 
m m - U U Fig. 4. Photoalkity labeling and immunopreeipitation of 

0 g 3 AT,& A, cells were incubated overnight at 4'C with 
$ 'Z"i-lSur',(4-N,lPheeIAng I1 in the presence or  absence of 

Mr 6 2  O "  
1 PM Ang 11, 10 (rM losartan, or 10 r M  PD123177. 6 ,  

(1 0 0  solubilired '"I-1Sar1.(4-N,IPhe%g I1 photoaffinity-la- 
beled membranes fmm clone 9 cells were incubated over- ~- ~ ~~ 

night a t  37'C in the absence or presence of 10 Ulml 
200 glycosidase F; AT,-Rs were immunopreeipitated and re- 

solved by SDS-PAGE. A representative image is shown 
97 from three independent experiments. 

66 - I I i / 

Fig. 5. Ang 11- and TPA-induced 
AT,-R phosphorylation. A and B, 
the indicated concentrations of Ang 
I1 (0) and TPA (.) were used. The 
maximum phosphorylation induced 
by each agent was considered as 
100% and basal phosphorylation as 
0%. C, cells wore incubated with 
100 nM Ang 11 (open eolumnl, 1 fiM 
TPA (solid eolumnl, or both agonts 
(hatched column) for 5 min. Repre- 
Bcntative images arc presented be- 
low each marrh. Data are exorersed - . ~~~~ 

O, ffi the reiepior phosphorylation in- 
k i e d  Ly 100 nivi Ang ii. 'ino means 
arc Plotted, and vortical lines repre- 
scnt tho S.E.M. of three ta four de- 

Mr L o g [ A n g I I ] M  M, L o g [ T P A l M  Angll - + -  + terminations using different cell 

8 -10 -9 4 -7 4 Preparations. 
B -10 -9 -8 -7 -6 TPA - - +  + 
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C reduced Ang 11-induced AT,-R phosphorylation (Fig. 81, sug- 
0 .- gesting that Gi protein(~) participate in the mechanism of 
c receptor phosphorylation. The possibility that such G pro- s = 100 teins could mediate the effects of PI3K and PKC was tested. 

2 $ However, the abilities of wortmannin and bisindolylmaleim- 

0 a= ide I to decrease Ang 11-induced AT,-R phosphorylation were 
x al not affected in pertussis taxin-treated cells (data not shown). a- * -  50 

The extent to which heterologous stimulation by lysophos- 

0 0 phatidic acid and vasopressin or activation of PKA could 

E 2 induce AT,-R phosphorylation was also examined. As shown 
in Fig. 9, upper panels, vasopressin, lysophosphatidic acid, 

% '5 and dibutyryl cyclic AMP significantly increased AT,-R phos- 

cs 0 
phorylation. To study the roles of PKC and PI3Kin the AT,-R 

a - phosphorylations induced by lysophosphatidic acid and vaso- 
5 5 pressin, the effects of wortmannin and bisindolylmaleimide I - z z were examined. As shown in Fig. 9, lower panels, wortman- - nin did not alter the receptor phosphorylations induced by 

m +  - 2 + these agents, but the  PKC inhibitor, bisindolylmaleimide I, a;+ a markedly reduced such receptor phosphorylation. However, a treatment with bisindolylmaleimide I did not affect the de- 

2 C sensitization of the Ang 11-mediated calcium response in- 
duced by lysophosphatidic acid or vasopressin (data not 
shown). 

J J To obtain more evidence about the ability of Ang I1 to 

a =  a =  activate PKC and PI3K, Akt/PKB phosphorylation and mem- 

U, m a w  m a  hrane association of PKC8 were studied. Akt/PKB is a ser ind 

< C L <  C L  threonine kinase substrate of PDK-1 whose activation has 
Mr m a ~ m a ~  been shown to he mediated through PI3K activity (Alessi and 

46 -. --- Cohen, 1998; Chow et al., 1998; Stephens et al., 1998). As 

r-) shown in Fig. 10A, Ang I1 (100 nM) increased Akt/PKB 

30 - phosphorylation with a maximum a t  5 min. The effect of Ang 
I1 was concentration-dependent (EC,,, 2 nM) (Fig. 10B) and 

BlNl was hlocked by the AT, antagonist, losartan, and by the P13K 

Fig. 6. Effect of bisindolylmalcimido I on AT,-R phosphorylation. Cells 
inhihitors, wortmannin (100 nM) and LY294002 (1 pM) (Fig. 

were preinmbated for 30 min without or with 1 PM bi~indol~lmaleimide 10C). EGF (100 nglml) was used as  a positive control. Acti- 
I (BIM. D) and then stimulated with 100 nMAng I1 (0 1 or 1 pMTPA (01. vation of Akt/PKB by Ang 11 has previously been observed in 
Data arc expressed as the receptor phorphorylation induced by 100 nM smooth cells ( ~ ~ k ~ h ~ ~ h i  et lgg9), pigure 10D 
An8 11. The means are plotted, and vertical lines represent the S.E.M. of 
three to four experiments different e l l  preparations. A represen- shows that  Ang I1 increased membrane-associated PKCS and 
tativo image is shown. that  this effect was reduced by 1 fiM hisindolylmaleimide I. 

Mr LOG Il.rmoo21 M 

B - 7 6 - 5 - 4  
'+ ti*.+-- 
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Fig. 7. Role of PI3K on Ang 11-induced AT,-R phosphor- 
ylation. A. cells wem preinmbated for 30 min with max- 
imal 15 pM LY294002 i+LYl or 100 nM wortmannin 
i + W l a n d  then stimulated for 5 min with 100nM Ang 11. 
B, cells were preineubated with the indicated concentra- 
tion of LY294002 (01 or wartmannin (01 for 30 min and 
then stimulated for 5 mi" with 100 nM Ang 11. Data are 
oxpressed as a percentage ofthe receptor phaspholylation 
induced by 100 nM An8 11. Representative images ore 
shown. The meens are plotted, and vertical lines repre 
sent rhe S.W.M. of three to four detenninatione using 
different cell preparations. 
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Discussion kDa). In the present study, phosphorylated AT,-& ran in 
SDS-PAGE a s  a broader band of higher molecular mass 

This study has shown that the endogenous ex- 
(66-97 kDa); nevertheless, the deglycosylated receptors also pressed in C9 cells are subject to homologous and heterolo- 

gous desensitization and that  such desensitization is associ- 
shiRed to a molecular mass of -41 kDa. These data suggest 

ated with receptor phospholylation. Although C9 cells have a that  the AT, receptors in C9 cells may be more extensively 

limited AT,.R density ( ~ ~ ~ l ~ ~ ~ k i  et al., 19931, these gl~cosylated than those expressed in adrenal glomerulosa 
tors were clearly identified by photoaffinity labeling and cells. The broad migration pattern of the endogenous AT,-& 
exhibited the anticiDated Dhamacological Dmfile in comDe. 1" the C9 cell line, together with the possible presence of 

- .  
tition studies. In hoiine adrenal glomerulosa cells, smi th  et  comigrating nonreceptor phosphoproteins, could interfere 
al. (1998b) observed that  ph~sphor~ l a t ed  AT,-Rs run a s  a with the quantification of glycosylated phospho-AT,-&. For 
broad 60- to 65-kDa band in SDS-PAGE. This is shifted to a this reason, the s~lubilized'~P-labeled phospho-AT,-Rs were 
molecular mass of -41 kDa after deglycosylation, consistent subjected to enzymatic deglycosylation before SDS-PAGE 
with the predicted size of the cloned AT, receptor protein (41 analysis. 

Fig. 8. t'ffrcr uf pertuwr lox," ~n Ang Il-nndurrd 
AT,-R phorplmurylnuon Cell9 were pretnmaated ur 
nor wlrh LOO o d m l  of nenurrlr toxin tiYI1(, over- 
night and then;timul&ed for 5 min with 1.00 $ 
announrhn I1 l h g  11, 1)nru drr exprosred oh the 
rereptar phosphorvlatton mnduced by 100 nM h g  I1 
mn control c ~ l l c  A r~~rc.ental lvc 1n03vc rs rhnwn ~- -~~~ ~~ 

The means are plotted, and vertical lines represent 
the S.E.M. of three determinations using different 
cell preparations. 

PTX 
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In this study, we observed that activation of PKC with TPA 
stimulated receptor phosphorylation and decreased the re- 
sponsiveness of the cells to Ang 11. The effects of TPA on 
AT,-R phosphorylation, and on the functional response, were 
of smaller magnitude than those induced by Ang 11, the 
natural agonist. The carhoxyl termini of AT,-& contain sev- 
eral phosphorylation sites and motifs involved in receptor 
internalization (Hunyady et al., 1994; Thomas et al., 1995; 
Oppermann et al., 1996; Balmforth e t  al., 1997; Qian et al., 
1999). Certain sites, including Sef3', Ser338, and Sef4', 
have been identified as putative PKC phosphorylation sites 
(Smith et al., 199813; Qian et al., 1999). 

Our studies in Ang II-stimulated C9 cells showed that the 
natural agonist markedly desensitized the [Ca2'li response 

and induced a receptor-selective refractory period. In addi- 
tion, Ang I1 induced prominent AT,-R phosphorylation. 
Treatment with both Ang I1 and TPA caused an almost 
additive degree of receptor phosphorylation. These data ini- 
tially suggested the possibility that these phosphorylations 
could represent two separate processes. However, the effects 
of bisindolylmaleimide I indicated that this was not the case 
and that Ang II-induced AT,-R phosphorylation is in part 
attributable to PKC. It  is possible that activation of AT,-& 
partially stimulates certain PKC isoforms present in C9 cells, 
whereas TPA induces a full and sustained activation of all 
phorbol ester-sensitive isoforms expressed in the cells. These 
findings may reflect differences in the intensity, kinetics, and 
nature of the PKC isofoms affected by the actions of the 

B Ang ll V P  L P A  
46 - 

= u a -  
3n - 

A- - VP- 
LPA +WT +BlM VP +WT +BlM 

Fig. 9. Phosphorylation of AT,-Rs in- 
duced by dibutywl cyclic AMP. vasoores- 
sin, end l g n a ~ h ~ s p h n r ~ d ~ c  aetd ~ p l r r  
punrls,nllr werr rtirnulnred with lOOn.\l 
Anc 11. 10 n!4 \,nia,on.,ain (Wl. 1 ~ h l  
lysophosphatidie acid (LPA), or 100 ;M 
ulbutyryl eyclle r\hll' cAhlP1 for 5 mrn 
I(rprrrcntuuve imupas ore rlluun Data 
arc cx~n. , ied ur the rreeotor uhusoh~rv- 

panels. cells were incubated ;n the ab- 
sence of any agent, 100 nM wortmnnnin 
( + W ) ,  or 1 uM bisindolvlmaleirnide I 
(BIM) for 30 k i n  and then were stimu- 
lated with 1 p M  lysophorphatidie acid 
(LPA1 or 10 nM vasopressin ( W 1  for 5 
min. A re~rcsontative imam is shown. 
Data are ixprcseed as the percentage of 
phosphorylation induced by lysophospha- 
tidie acid or vasopressin alone. The means 
arc platted, and vertical lines roprosent 
the S.E.M. ofthree to four determinations 
using different cell preparations. 

Fig. 10. Phosphorylation of AktiPKB and mem- 
brane association of PKC6. A, eells were incubated 
for the times indicated in the presence of 100 nM 
Ang I 1  A reprewnlulne lmagc i l  prrccntcd B. 
rclla were inmhaud for 5 mln in tho presence of 
dlITcrent conrrnrruttun~ofAnc I1 A rcorercnmrmrr. - 

Time (min) 

Ang 11 - 
2 

WE,  - 
5 r( m nnn 

; g s 5  

D PKC 6 

B Ang 11 + BIM 

~~~~~ ~~ ~ 

image is presented. C, eells &re ine;bated in the 
absence of any agent or presence of 10 p M  losartan 
(+Los), 100 n M  wortmannin (+!+TI, or 1 pM 
LY294002 (+LY) for 30 min and then ehallcnged 
with 100 nM Ang I1 for 5 min; EGF (100 nglrnl for 
5 mi") was used as s positive mntml. A represen- 
tative image is presented. D, representative image 
of PKCgmembrane association; eells were incu- 
bated in the absence of any agent (B), with 100 nM 
k g  !! for C ziil.  ci. *;iio Li~indoiyimaleimta~ 1 for 
30 min followed by 100 nM Ang I1 for 5 min 
(+BIMI. An image representative of three different 
experiments is shown. The means are plotted, and 
vertical lines represent the S.E.M. of three to four 
determinations using difierent cell preparations. 
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agonist and TPA. In  transfected human embwonic kidney 
293 cells, agonist-induced AT,-R phosphorylagon was p&- 
tially blacked by the PKC inhibitor, stanrosporine, and was 
completely suppressed by the concomitant expression of a 
dominant GRKZ mutant (Oonermann e t  al.. 1996). Also. i t  . . 
has been observed that  hisindolylmaleimide I partially 
blocked Ang II-induced AT,-R phosphorylation (Qian e t  al., 
1999). In addition, alanine replacement of putative PKC con- 
sensus sites ( S e ~ ~ ~ l ,  Ser3", and Sers4') markedly decreased 
(70%) TPA-induced AT,-R phosphorylation and also reduced 
(60%) the receptor phosphorylation induced by Ang I1 (Qian 
e t  al., 1999). Our data also indicate that Ang II-induced 
AT,-R phosphorylation and desensitization are partially de- 
pendent on PKC activity in clone 9 cells. It is likely tha t  
GRKs play a major role in agonist-induced receptor phos- 
phorylation (Oppermann e t  al., 1996) and that  this may 
depend on the agonist concentration and the cell type stud- 
ied. 

An interesting finding of the present study was the appar- 
ent role of PI3K in AT, receptor phosphorylation. We have 
previously observed that  lysophosphatidic acid induces a,,- 
adrenoceptor phosphorylati~n. This effect is mediated 
through LPA receptors coupled to pertussis toxin-sensitive G 
proteins via ~ 1 3 ~ - a n d  PKC  asas as-~onzilez e t  al., 2000). To 
the best of our knowledee. this was the first evidence for a 
role of PI3K in the phosphorylation of a GPCR. In the present 
study, the use of selective inhibitors sneeests that  PI3K is 
also;nvolved in Ang II-induced AT,-R piosphorylation. The 
IC,, values obtained for wortmannin and LY294002 (8 and 
125 nM, respectively) are comparable with those that  inhihit 
lysophosphatidic acid-induced a,,-adrenoceptor phosphory- 
lation (4 and 60 nM, respectively). Interestingly, the effects of 
PI3K inhibitors and hisindolylmaleimide I are  not additive, 
which sugcests that these families of kinases act sequentially 
in the same pathway. Phosphorylation of ~ktmKB in re- 
sponse to Ang I1 and its sensitivity to PI3K inhibitors further 
suggest a role of the phospholipid kinase in this process. 

The PI3K familv of enzvmes has been erouoed into several - .  
classes. Class IA 613~is;forms interact with phosphorylated 
tyrosine motifs of receptors with intrinsic tyrosine kinase 
activity, whereas PI3Ky (a class IB isoform) interacts with 
heterotrimeric G proteins; such interactions seem to control 
PI3K activity (Wymann and Pirola, 1998). 

PI3K can stimulate PKC through the phosphoinositides 
generated by its activity. Phosphatidylinositol (3,4)-hisphos- 
phate and phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate have 
been rewrted to activate both novel (6. t. and m) and atvoical 
(i and h) PKC isoforms (Nakanishi e t  al.; 1 9 9 3 ; ' ~ ~ m a n n  and 
Pirola. 1998; Rameh and Cantley, 1999). An intermediary 
kinase, such as  the recently identified phosphoinositide-de- 
pendent protein kinase-1 ( P D K ~ )  (Stephens e t  al., 1998; 
Alessi and Cohen, 1998) mav also varticioate in the control of 
PKC. PDK1, which binds with high affidity to phosphatidyl- 
inositol (3,4,5)-trisphosphate, phosphorylates the activation 
loop sites of PKCC and PKCS in vitro and in a PI3K-depen- 
dent manner in vivo (Chow e t  al., 1998; Le Good e t  al., 1998). 
Interestingly, the classical PKCa, -PI, and -PI1 isoforms hind 
directly to PDKl coexpressed in human embryonic kidney 
293 cells (Le Good e t  al., 1998), raising the possibility of 
general control of the PKC family by PDK1. 

The partial inhibition of Ang II-induced AT,-R phosphor- 
ylation by pertussis toxin was unexpected, since we previ- 

ously observed in C9 cells that  several Ang II-stimulated 
responses, including phosphoinositide turnover, calcium ma- 
hilization, and proto-oncogene expression, were mediated by 
pertussis toxin-insensitive G proteins (Garcia-Sginz e t  al., 
1998). Nevertheless, i t  is well established that AT,-R activa- 
tion in liver cells inhibits adenylyl cyclase and stimulates the 
synthesis and secretion of angiotensinogen through pertussis 
toxin-sensitive Gi proteins (Klett e t  al., 1990; Bauer e t  al., 
1991). 

The present findings, and current concents of receotor . 
phosph~~rylationlilesens~tiin~i,~n. suggest the follow~ng se- 
uuenre ofevcnts in Anc II-~nduced hT.-R ~rhusohorvlat~an in . .  . . 
the C9 liver cell line: i) Ang I1 activation of AT,-Rs stimu- 
lates both pertussis toxin-insensitive G proteins, probably of 
the G,,,,,, family, and pertussis toxin-sensitive G proteins, 
probably of the Gi family; 2) activated G proteins catalyze the 
GDP-GTP exchange reaction that  results in the dissociation 
of G. subunits and Go, complexes; 3) the released py com- 
plexes recruit soluhle GRKs that  phosphorylate AT,-Rs, pro- 
moting the binding of p-arrestin and stabilizing an uncou- 
pled state (Krupnick and Benovic, 1998); and 4) the released 
py complexes also activate PISK, which leads to activation of 
PKC and additional AT.-R ohosohorvlation that  further can- . .  . . ~ ~ 

tributes to receptor desensitization. 
This work also provides evidence that  AT,-R phosphoryla- 

tion can he induced by activation ofother GPCRs, agents that  
act on different receptors, such as vasopressin and lyaophos- 
phatidic acid, and through activation of PKA. PKC was in- 
volved in the AT,-R phosphorylations induced hy lysophos- 
phatidic acid and vasopressin, although other pathways also 
seem to participate. Such cross-talk between receptors could 
he physiologically important in the manv cell t w s  in which . . 
AT,-R are coexpressed with a variety oiothers GPCR~ 
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D I S C U S I O N  

Sitios consenso de fosforilacion 

La proteina cinasa C fosforila residuos de serina y treonina en secuencias 

esencialrnente basicas, secuencia consenso; X - R - K1.3 - X0.2 - S 1 T - XO-2 - R - 

K1.3; la proteina cinasa A, que tarnbien fosforila residuos de serina y treonina 

localizados en regiones basicas, reconoce la siguiente secuencia consenso; R - 

R- X - S I T - X0.2 - R - K - H - R - K - H - COOH (Kennelly et a/., 1991). Se 

han propuesto a 10s residuos: ~ e r ~ ~ ' ,  ~ e r ~ ~ ~  y ~ e r ~ ~ ~  corno 10s sitios consenso de 

fosforilacion del receptor AT1 por la PKC y de hecho, corno ya se menciono en la 

introduction, se ha obse~ado que la fosforilacion del receptor inducida por la 

angiotensina II o por los esteres de forbol disrninuye cuando estos sitios son 

substituidos por residuos no polares (Qian eta/., 1999). 

En este trabajo se o b s e ~ o  la fosforilacion del receptor AT1 en las celulas 

C9 y sugerirnos, con base en evidencia experimental previa (Smith et a/., 1998b; 

Qian et a/., 1999), que 10s rnisrnos sitios ( ~ e r ~ ~ ' ,  ~ e r ~ ~ ~  y ~ e r ~ ~ ~ )  son fosforilados 

corno consecuencia de la activacion de la PKC por el TPA 1 pM y la angiotensina 

II. Ademas, es rnuy probable que otros sitios alternativos localizados en una 

puedan ser fosforilados por la estimulacion de la PKA con el dbAMPc 10 pM e 

incluso por la rnisrna PKC. 

Recientemente se ha podido identificar la secuencia consenso minima que 

requiere la cinasa Akt I PKB (R - X- R - X - X - S I T) para fosforilar una serie de 

substratos (Obata et a/., 2000). Nosotros obse~arnos que la PKB puede ser 

activada por la angiotensina II de una rnanera dependiente de la concentration y 

adernas pudirnos detectar una activacion maxima de esta enzima a 10s 5 rninutos, 

lo que co-relaciona con la fosforilacion del receptor AT1 mediada por la cinasa PI- 

3K y la cinasa PKC. Por lo tanto, la cinasa Akt I PKB tarnbien podria participar en 

la fosforilacion del receptor AT1 indirectarnente a traves de la fosforilacion y 

activacion de alguna otra cinasa. 



PI-3K y PKC 

En este trabajo se tiene evidencia experimental, por prirnera vez reportada, 

de la participacion de la PI-3K en la fosforilacion del receptor ATl inducida por su 

propio agonista. Mediante el uso de inhibidores especificos de la cinasa PI-3K 

(wortrnanina y LY294002) y de la cinasa PKC (bisindolilrnaleimida I) se dernostro 

la participacion de ambas cinasas en la fosforilacion hornologa del receptor. 

Adernas se o b s e ~ o  que el efecto de 10s inhibidores para arnbas cinasas no es 

aditivo, lo cual sugiere que la participacion de arnbas familias de cinasas es 

secuencial, es decir que la PI-3K y la PKC acttjan en la misrna ruta o cascada 

transduccional. 

Corno ya se menciono anteriorrnente, la activacion de la PI-3K aumenta 10s 

niveles de 10s fosfatidilinositoles; el fosfatidilinositol 3. 4 bisfosfato (PIP2) y el 

fosfatidilinositol 3, 4, 5 trisfosfato (PIPJ), 10s cuales activan a la cinasa PDKI y 

esta a su vez activa a la Akt 1 PKB y a la PKC. Para corroborar 10s resultados 

obtenidos en 10s ensayos de fosforilacion del receptor AT1 con 10s inhibidores de 

la PI-3K, decidimos rnedir la PKB activada por la angiotensina II con la ayuda de 

un anticuerpo anti-fosfo Akt 1 PKB policlonal de conejo en extractos celulares 

totales. Se o b s e ~ o  que la activacion de la PKB por la horrnona result0 ser 

cornpletarnente bloqueada por la wortrnanina y el LY294002. Es claro que la PKC 

fosforila al receptor AT1 en respuesta a su ligando endogeno en las celulas C9 y 

tambien que la PKB se activa por el rnismo estirnulo corno resultado de la 

activacion de la PI-3K; sin embargo, se requerira de estudios con mayor 

profundidad para esclarecer el papel que tiene la activacion de la Akt I PKB en la 

fosforilacion y desensibilizacion del receptor de angiotensina AT,. 

Se ha demostrado que 10s fosfatidilinositoles generados por la PI-3K 

tarnbien pueden activar a algunas isoformas de PKC nuevas (6, E y q) y atipicas 

(< y h) (Nakanishi etal. ,  1993; Wymann y Pirola 1998; Rarneh y Cantley 1999). AI 

parecer el PIP2 y el PIP3 tienen mas de una rnolecula blanco, ya que la cinasa-I 

dependiente de 10s fosfatidilinositoles (del ingles phosphoinositide dependent 

protein kinase-1 ,PDKI) une con alta afinidad a 10s fosfatidilinositoles. Esta cinasa, 



PDKI, ademas de fosforilar y activar a la PKB (Stephens et a/., 1998), es capaz 

de fosforilar 10s sitios de activacion de la PKC <, y PKC 6 in vitro y de unirse a la 

PKC a, pl y pll en las celulas HEK-293 (Chou et a1.,1998; LeGood et a1.,1998). Es 

probable, que la activacion en secuencia de la PI-3K y PKC en las celulas C9 para 

fosforilar al receptor AT1 este rnediada por la cinasa PDKI. 

Se acepta que la regulacion de rnuchas cinasas, incluyendo a la PKC corno 

se rnenciono anteriorrnente en la parte introductoria de este trabajo, esta dada por 

tres aspectos basicos, 1) La localizacibn subcelular de la enzirna, 2) Las 

alteraciones en la actividad intrinseca de cinasa y 3) Las alteraciones en 10s 

niveles de expresion. 

A nosotros nos intereso estudiar las isoforrnas de PKCs que se podian 

translocar a la rnernbrana celular en respuesta a la estirnulacion de las celulas C9 

con 100 nM de angiotensina II y observarnos que la isoforrna PKC 6 se asocia a la 

rnernbrana en condiciones no estirnulantes. Sin embargo, la asociacion de la PKC 

6 a la rnernbrana se incrernenta en presencia de la angiotensina I1 y se inhibe 

parcialrnente por la bisindolilmaleirnida I. Tarnbien pudirnos o b s e ~ a r  un efecto de 

translocacion de la isoforrna a a la rnernbrana inducida por el TPA, per0 no por la 

angiotensina II (resultados no publicados, Fig. 1). Cabe rnencionar que tarnbien'la 

isoforrna 6 se transloca a la rnernbrana en respuesta al TPA a 10s 5 minutos de 

estirnulacion. La translocacion diferencial a la mernbrana de distintas isoformas de 

PKC inducida por el TPA y la angiotensina II, sugiere que estos dos agentes 

tienen una accion diferencial en la cinetica de activacion de las isoforrnas de PKC, 

lo cual explicaria 10s efectos observados en la fosforilacion del receptor AT, por la 

horrnona y el TPA. Es decir, es posible que la angiotensina II este activando 

parcialrnente algunas isoformas de PKC, como la isoforrna 6 y que el TPA indujera 

una activacion sostenida de todas las isoformas sensibles a esteres de forbol que 

se expresen en las celulas C9. 

Es necesario enfatizar la participacion aue tiene la PKC en !ns prncecos de 

fosforilacion y desensibilizacion del receptor de angiotensina, AT,, ya que en este 

trabajo se o b s e ~ o  que la PKC no solarnente participa en la fosforilacion homologa 

del receptor, sin0 tarnbien en la heterologa rnediante la activacion de 10s 



receptores al acido lisofosfatidico y a la vasopresina. Mas aun, en este trabajo se 

confirma la participacion de esta cinasa en el proceso de desensibilizacion 

heterologa del receptor, ya que habia reportes en donde 10s resultados 

experimentales excluian la activacion de la PKC en el proceso de 

desensibilizacion del receptor AT1 (Thomas et a/., 1996). 

La activacion de la PKC promueve la fosforilacion de diversas proteinas 

que estan involucradas en la regulation del crecimiento y diferenciacion celular, 

asi como la apoptosis. La isoforma PKC 6 se expresa en diversos tipos celulares y 

se le ha asociado con la proliferacion y diferenciacion celular. Por ejemplo, la PKC 

6 inhibe la proliferacion de las celulas del musculo liso (Fukumoto etal.. 1997), de 

celulas gliales (Brodie etal., 1998) y de celulas C6 de glioma al ser fosforilada en 

tirosina en respuesta a la estimulacion del receptor a PDGF (Kronfeld etal., 2000). 

Tambikn se ha obse~ado  que esta isoforma se activa y se transloca durante la 

diferenciacion de 10s queratinocitos (Denning et a/., 1995) y cuando se sobre- 

expresa en las celulas mieloides induce su diferenciacion (Mischak etal., 1993). 

La translocacion de la PKC 6 a la membrana inducida por la angiotensina II, 

asi como el efecto observado del inhibidor especifico (bisindolilmaleimida I) en la 

fosforilacion del receptor AT, en las celulas C9, sugieren fuertemente que parte de 

la fosforilacion del receptor inducida por la angiotensina II es mediada por esta 

isoforma de PKC. En funcion de complementar estos resultados, seria interesante 

estudiar si esta isoforma en particular tiene alglin efecto en la proliferacion celular 

inducida por la angiotensina II. 

Actualmente existen en circulation diferentes inhibidores de las isoformas 

de PKCs, de 10s cuales las bisindolilmaleimidas, como el BIM I, el Go6983, el 

Go6850, el Ro317208, entre muchos mas, son algunos de 10s compuestos mas 

selectivos para este grupo de cinasas. Sin embargo, la mayoria de 10s 

compuestos farmacologicos que existen hoy en dia inhiben a mas de dos o tres 

isoformas de PKCs, dependiendo de la afinidad que tienen por cada isoforma. Es 

por ello que el desarrollo de nuevos agentes farmacologicos aun mas selectivos 

ayudara a entender las funciones celulares de cada isoforma de esta familia de 

enzimas y tambien proveeran de una buena herramienta terapeutica, dado que se 



ha atribuido una participacion de las PKCs en diversas enfermedades, como las 

cardiacas y el cancer (Wakasaki etal., 1997; Geiger etal., 1998). 

PKA 

Al realizar la presente tesis, se obtuvo evidencia experimental suficiente 

que demuestra la participacion de la PKA en la fosforilacion y desensibilizacion 

heterologas del receptor AT1 en las celulas C9 (Fig. 2, pag. 579 del articulo y Fig. 

9, pag. 583 del articulo). Estos resultados sugieren, al igual que 10s resultados de 

otros estudios de algunos investigadores (Houslay 1991; Oppermann etal., 1996), 

que el evento de fosforilacion del receptor AT1 inducido por la PKA pudiera ser, en 

parte, el responsable de la desensibilizacion heterologa del receptor. 

Cinasas de receptores acoplados a proteinas G (GRKs) 

Las GRKs son proteinas de aproximadamente 57-80 kDa, miembros de 

una familia grande de cinasas de serina y treonina. Hasta la fecha ya se han 

clonado seis GRKs en mamiferos (Palczewski 1997; Krupnick y Benovic 1998; 

Pitcher et a/., 1998). Se ha observado que la GRKI (cinasa de la rodopsina) y la 

GRK4 se expresan de una rnanera tejido-especifica (en la retina y en el testiculo, 

respectivamente) y por lo tanto se Cree que regulan un numero limitado de 

substratos (Palczewski 1997). En contraste, las demas GRKs estan distribuidas 

mas ampliamente y hay evidencia experimental de que participan en la 

desensibilizacion y fosforilacion de varios receptores acoplados a proteinas G 

(Palczewski 1997). 

Con base en nuestros experimentos, en donde obse~amos una 

fosforilacion residual del receptor AT1 siempre que preincubamos las celulas con 

uno o mas de 10s inhibidores de cinasas (bisindolilmaleimida I, wortmanina o 

iY294S02j e ificliiso con la :oxifis de peiiiissis, coiiciiiiiiios qiie uiras Ginasas 

distintas de la PKC y PI-3K, como las GRKs, estan involucradas en la fosforilacion 

homologa del receptor. La participacion de las GRKs en la fosforilacion del 



receptor AT1 en la linea celular C9 se sustenta en lo siguiente: 1) Se ha 

observado que las GRK2, GRK3 y GRK5 fosforilan a 10s receptores de 

angiotensina ATl (Ishizaka etal., 1997; Opperrnann etal., 1996), a 10s receptores 

p2-adrenergicos (Premont et a/., 1995; Menard et a/., 1996) y a 10s receptores 

muscarinicos M2 y M3 (Richardson et a/., 1993; Debburrnan et a/., 1995). 2) Por 

ensayos de "Western-Blot'' realizados en el laboratorio se dernuestra la expresion 

endogena de la GRK5 en las celulas C9 (resultados no publicados, Fig. 2). 3) 

Tarnbikn en experimentos previos realizados en el laboratorio se obsewo que el 

receptor AT1 se acopla al sisterna transduccional de recambio de fosfoinositidos- 

calcio (Garcia-Sainz y Garcia-Caballero 1998) a traves de la activacion de la 

proteina G, y algunos resultados del presente trabajo sugieren que el receptor 

tarnbien se acopla a la proteina Gi. Arnbas proteinas G heterotrirnericas cuando 

son activadas por el receptor liberan 10s dirneros py, 10s cuales pueden 

potencialmente reclutar a las GRKs solubles (Krupnick y Benovic 1998). 

Recienternente se ha observado que la substitucion de tres residuos 

cargados negativamente en su cadena lateral (acidos glutamicos 301-303 

localizados en la tercer asa intracelular del receptor a2-adrenergico) disrninuye la 

fosforilacion y desensibilizacion del receptor mediada por la GRK2 (Small et a/., 

2000). Al parecer las GRKs involucradas en fosforilar y desensibilizar a 10s 

receptores acoplados a proteinas G requieren de un ambiente acidico en regiones 

cercanas a 10s sitios por ser fosforilados, a diferencia de las cinasas activadas por 

segundos rnensajeros, PKC, PKA y PKB, las cuales prefieren un arnbiente basico. 

En este sentido, tanto la cola carboxilo-terminal del receptor AT1 asi como la 

tercer asa intracelular, aparenternente carecen de un ambiente acidico cercano a 

las serinas y treoninas, aunque se han propuesto a la ~ e r ~ ~ ~  y I o ~ h r ~ ~ ~  como 

posibles sitios de fosforilacion por las GRKs (Sanberg 1994). Definitivamente es la 

estructura terciaria del receptor en un arnbiente soluble un aspect0 a considerar 

muy seriamente para identificar 10s sitios exactos de fosforilacion por estas u otras 

cinasas. 



Proteinas G sensibles a la toxina de pertussis 

La toxina de Pertussis debe su nombre al organism0 del cual fue extraida 

(Bordetella pertussis) y esta toxina transfiere el grupo ADP-ribosil del NAD+ a 10s 

residuos de cisteina que se encuentran en el extremo carboxilo terminal de las 

subunidades alfa de las proteinas Gi I Go. Las proteinas G rnodificadas por ADP- 

ribosilacion no son capaces de intercambiar el GDP por el GTP, lo cual resulta en 

su inactivacion. El efecto final es un aumento en 10s niveles de AMPc 

intracelulares (Garcia-Sainz et a/., 1992). 

Se ha demostrado en hepatocitos que en respuesta a la activacion de 10s 

receptores AT1 se inhibe la adenilato ciclasa y se promueve la sintesis y secrecion 

del precursor de la angiotensina II, el angiotensinogeno, a traves de proteinas Gi 

sensibles a la toxina de pertussis (Klett et a/. ,1990; Bauer et a/.,  1991). 

Los resultados de 10s ensayos de fosforilacion del receptor AT1 inducida por 

la angiotensina en celulas pretratadas con la toxina de pertussis indican que si 

hay una participation de las proteinas G sensibles a la toxina y pensarnos que 

muy probablernente estas proteinas Sean del tip0 Gi. Aparenternente 10s 

receptores endogenos AT1 que se expresan en las celulas C9 epiteliales de 

higado de rata, se fosforilan mediante la activacion de proteinas Gi y 10s 

resultados obtenidos en la fosforilacion homologa del receptor indican que las 

proteinas G, tambien estan involucradas. Cabe rnencionar que se estudio la 

posibilidad de que las proteinas G sensibles a la toxina de pertussis mediaran el 

efecto de la PI-3K y la PKC en la fosforilacion del receptor (resultados no 

publicados, Fig. 3); sin embargo, no se obsewo rnodificacion alguna en 10s efectos 

de ambos inhibidores (wortrnanina y BIM) sobre la fosforilacion del receptor 

inducida por la angiotensina en celulas pretratadas con la toxina; es decir, 10s 

resultados sugieren que tanto Gi corn0 G, (probablemente a traves de sus 

subunidades py) pudieran participar. 



Actualrnente esta bien fundamentada la forrnacion de cornplejos entre 

receptores acoplados a proteinas G, y aparentemente la presencia de 

hornodimeros y I o heterodimeros de estos receptores en las rnembranas 

celulares parece tener un significado funcional. En consecuencia, la information 

que se obtenga con el estudio de estos cornplejos ayudara a entender no solo la 

capacidad de las celulas a responder a ciertos estirnulos y la rnanera de 

integrarlos, ya Sean factores de crecimiento, neurotransrnisores u hormonas, sin0 

tarnbien a comprender 10s rnecanisrnos transduccionales de cornunicacion 

cruzada (del ingles Cross-talk) que ocurren por la activacion de distintos 

receptores, lo cual se ha obse~ado  no solamente en este trabajo sino en otros. 

Ademas, 10s modelos que actualmente se conocen para entender 10s 

rnecanisrnos de activacion de este tip0 de receptores estaran sujetos a un nuevo 

enfoque si se consideran 10s cornplejos rnoleculares de homodimeros y 

heterodirneros de receptores de siete dorninios transrnernbranales. 

Asi, se ha dernostrado por ensayos de co-inmunoprecipitacion o bien de 

transferencia de energia entre dos rnol6culas, la formacion de dirneros del 

receptor P2-adrenergico (Angers et a/., 2000), la forrnacion de heterodirneros 

funcionales del receptor GABAb-R2 (receptor al acido y-arninobutirico) con el 

receptor GABAb-R1 (Jones et a/., 1998; White et a/., 1998), y m C  interesante 

aun, la formacion de heterodirneros del receptor de angiotensina II AT, con el 

receptor B2 de bradicinina en celulas de musculo liso (AbdAlla et a/., 2000). 

Cuando este ultimo cornplejo de receptores se activa por la angiotensina II, o bien 

por la bradicinina, se sinergiza la activacion de las proteinas G, y Gai y 

aparenternente se altera el proceso de internalizacion de arnbos receptores. 

Debido a que en el presente trabajo se obsewo la desensibilizacion y 

fosforilacion heterologas del receptor AT,, por la activacion de 10s receptores de 

LPA y de 10s receptores de vasopresina, expresados endogenamente en la rnisrna 

celula (C9), no seria raro esperar la interaccion directa de alguno de estos dos 

receptores o bien de algun otro receptor con el receptor AT, de angiotensina para 



forrnar heterodirneros funcionales. De hecho, resultados recientes obtenidos en el 

laboratorio sugieren que el receptor del factor de crecimiento epiderrnico podria 

interactuar con el receptor AT1. Los resultados muestran que la fosforilacion del 

receptor AT1 es inducida por el factor de crecirniento epiderrnico de una manera 

dependiente de la concentracion, con una estirnulacibn maxima a 10s 15 minutos, 

y adernas que el increment0 de la fosforilacion del receptor de angiotensina es 

bloqueado por el inhibidor (AG1478) de la actividad intrinseca de cinasa que 

posee el receptor de EGF (resultados no publicados, Fig. 4). Actualmente 

estarnos estudiando si la PKC y 1 o la PI-3K participan en este proceso y, a 

manera de perspectivas de este trabajo, nos interesa profundizar en la probable 

forrnacion de heterodirneros funcionales de 10s receptores de angiotensina AT1 

con 10s receptores del factor de crecimiento epidermico o EGFR. 

Aportaciones 

Las aportaciones de 10s resultados obtenidos del estudio, "Regulation del 

receptor AT1 para la angiotensina II", de la presente tesis de doctorado a la 

investigacion cientifica puede dividirse en dos partes, en lo general y en lo 

especifico. En lo general, la principal contribucion de este trabajo se refiere al 

avance en el conocirniento de la ciencia en las areas de bioquirnica y biologia 

celular y particularrnente, se aport6 en 10s temas de mecanisrnos de accion 

hormonal y regulacion de receptores de mernbrana acoplados a proteinas G en 

celulas de rnamifero. En lo especifico, vale la pena mencionar que en este trabajo 

se dernostro por primera vez la participacidn de la PI-3K en la fosforilacion del 

receptor de angiotensina II, ATl. Adernas, se present0 evidencia experimental que 

sugiere al proceso de fosforilacion del receptor AT1, corno uno de 10s rnecanisrnos 

de regulacion (desensibilizacion) del receptor aunque rnuy probablernente no sea 

el tinico; lo que argurnenta, a favor, del modelo de desensibilizacion, 

internaiizacion y resensibilizacion de 10s receptores acoplados a proteinas G 

postulado anteriorrnente por diversos grupos de investigacion. 



En el conocimiento de la accion de la hormona, angiotensina II, la 

aportacion es sustancial si se considera que en algunas enfermedades vasculares 

y cardiacas, como la hipertension, la hipertrofia cardiovascular, el infarto al 

miocardio, etc, 10s receptores AT1 estan directamente implicados y cualquier 

aportacion en el conocimiento de la regulacion de estos receptores ayudara a 

entender como aliviar estas enfermedades, sin 10s no deseados efectos 

secundarios. Por ejemplo, se ha obsewado que en el tratamiento de 10s pacientes 

hipertensos con 10s inhibidores (captopril, enalapril) de la enzima convertidora de 

angiotensina y con el antagonista (losartan) del receptor ATI, la presion sanguinea 

(sistolica y diastolica) disminuye eficientemente, sin embargo, estos farmacos 

tambien causan la tos seca (Saavedra y Timmermans 1994). 

C O N C L U S I O N E S  

La respuesta de increment0 del calcio intracelular inducida por la 

angiotensina I1 en las celulas C9 , disminuye a causa de la desensibilizacion 

homologa del receptor AT, inducida por la constante activacion de 10s receptores 

con la angiotensina II y de la desensibilizacion heterologa del receptor AT1 

causada por la activacion de 10s receptores del acido lisofosfatidico y de 

vasopresina y la activacion de las cinasas activadas por segundos mensajeros, 

PKA y PKC. 

La fosforilacion homologa del receptor AT, inducida por la angiotensina II 

es mediada en parte por la proteina cinasa C, la cinasa de fosfoinositidos PI-3K y 

la PKB y por proteinas G sensibles (Gi I Go) e insensibles (G,) a la toxina de 

Pertussis. Muy probablemente, otras cinasas como las GRKs o cinasas de 

receptores acoplados a proteinas G pueden contribuir en la fosforilacion del 

receptor AT1 en las celulas C9. 



En el conocimiento de la accion de la hormona, angiotensina II, la 

aportacion es sustancial si se considera que en algunas enfermedades vasculares 

y cardiacas, como la hipertension, la hipertrofia cardiovascular, el infarto al 

miocardio, etc, 10s receptores AT, estan directamente implicados y cualquier 

aportacion en el conocimiento de la regulacion de estos receptores ayudara a 

entender como aliviar estas enfermedades, sin 10s no deseados efectos 

secundarios. Por ejemplo, se ha observado que en el tratamiento de 10s pacientes 

hipertensos con 10s inhibidores (captopril, enalapril) de la enzirna convertidora de 

angiotensina y con el antagonista (losartan) del receptor AT1, la presion sanguinea 

(sistolica y diastolica) disminuye eficientemente, sin embargo, estos farrnacos 

tambien causan la tos seca (Saavedra y Tirnmermans 1994). 

C O N C L U S I O N E S  

La respuesta de increment0 del calcio intracelular inducida por la 

angiotensina II en las celulas C9 , disminuye a causa de la desensibilizacion 

hornologa del receptor AT, inducida por la constante activacion de 10s receptores 

con la angiotensina II y de la desensibilizacion heterologa del receptor AT1 

causada por la activacion de 10s receptores del acido lisofosfatidico y de 

vasopresina y la activacion de las cinasas activadas por segundos mensajeros, 

PKA y PKC. 

La fosforilacion homologa del receptor AT, inducida por la angiotensina II 

es mediada en parte por la proteina cinasa C, la cinasa de fosfoinositidos PI-3K y 

la PKB y por proteinas G sensibles (Gi 1 Go) e insensibles (G,) a la toxina de 

Pertussis. Muy probablemente, otras cinasas como las GRKs o cinasas de 

receptores acoplados a proteinas G pueden contribuir en la fosforilacion del 

receptor AT1 en las celulas C9. 



La fosforilacion heterologa del receptor AT, inducida por la activacion de 10s 

receptores del acido lisofosfatidico y de vasopresina es mediada principalmente 

por la proteina cinasa C. Ademas, la PKA participa en la fosforilacion del receptor. 

La desensibilizacion tanto homologa como heterologa del receptor AT, 

inducida por la angiotensina II y por la activacion de otros receptores acoplados a 

proteinas G, como receptores del acido lisofosfatidico y de vasopresina, co- 

relaciona con la fosforilacion del receptor AT,. La co-relacion de ambos procesos 

sugiere que la desensibilizacion del receptor AT1 en las celulas C9 es resultado de 

la fosforilacion del receptor, semejante a la desensibilizacion y la fosforilacion 

descritas para otros receptores acoplados tambien a proteinas G (Lohse et a/. ,  

1990; Roth et a/., 1991). 

Con base en conceptos actuales de 10s procesos de fosforilacion y 

desensibilizacion de 10s receptores acoplados a proteinas G, 10s resultados 

obtenidos en este trabajo sugieren la siguiente secuencia de eventos en la 

fosforilacion del receptor endogeno AT1 inducida por la angiotensina II en la linea 

celular C9: 1) La activacion de 10s receptores AT1 por la angiotensina II estimula 

tanto a proteinas G insensibles a la toxina de Pertussis, probablemente Gqllll14, 

como a proteinas G sensibles a la toxina de Pertussis, probablemente de la 

familia de Gi ; 2) Las proteinas G activadas catalizan la reaccion de intercambio de 

GDP por GTP lo que resulta en la disociacion de las subunidades GU y 10s 

dimeros Gpy; 3) Los dimeros fly liberados en el citosol reclutan a las cinasas 

(GRKs) que fosforilan a 10s receptores AT1 y promueven la union de las 0- 

arrestinas y estabilizan el estado desacoplado del receptor (Krupnick JG y Benovic 

JL, 1998); 4) Los dimeros by liberados tambien pueden activar a la PI-3K, cuya 

actividad lleva a la activacion de la PKB y de la PKC y la fosforilacion adicional del 

receptor ATl7 lo cual pudiera contribuir a la desensibilizacion del receptor; 5) Lz 

activacion de G,, activa a la fosfolipasa C, la que genera el diacilglicerol el cual a 

su vez activa a la PKC contribuyendo a la fosforilacion del receptor AT1 (Fig. 8). 
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Fig. 8 

Conclusiones. 

En el esquema se muestra un modelo de la activacion, fosforilacion 

homologa y heterologa del receptor AT1 de siete dominios transmembranales 

acoplado a las proteinas G, y Gi en las celulas C9. All, angiotensina II, LPA, 

acido lisofosfatidico; Vaso, vasopresina; AC, adenilil ciclasa; DAG, diacilglicerol; 

PLC, fosfolipasa C; PKA, proteina cinasa A; PKB, proteina cinasa B; PKC, 

proteina cinasa C; GRKs, cinasas de receptores acoplados a proteinas G; P13K, 

cinasa de fosfoinositidos; PDKII2, cinasas dependientes de fosfoinositidos; 

AMPc, adenosina monofosfato ciclica; aq y ai, subunidades alfa de las 

proteinas G heterotrirnericas; Py, dimeros beta-gamma de las proteinas G 

heterotrimericas; PTX, toxina pertussis; BIM, bisindolilmaleimida I (inhibidor de la 

PKC), WT, wortmanina (inhibidor de la PI-3K). 
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