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ABREVIATURAS

Ang Il angiotensin il / angiotensina ||

AKAP, A kinase anchoring protein / proteina multicontacto de la proteina cinasa A
p-arr, p-arrestin / B-arrestina

BIM, bisindolylmaleimide, protein kinase C inhibitor / inhibidor de la proteina cinasa C
C9, clone 9 cells / células clona 9

EGF, epidermal growth factor / factor de crecimiento epidérmico

GPCR. G protein-coupled receptor / receptor acoplado a proteina G

GRK, G protein-coupled receptor Kinase / cinasa de receptor acoplado a proteina G
JNK, c-jun kinase / cinasa del proto-oncogen ¢-jun

LPA, lysophosphatidic acid / a¢ido lisofosfatidico

LY. LY2940Q02, phosphoinositide 3-kinase inhibitor / inhibidor de la cinasa de fosfoinositidos
MAPK, mitogen-activated protein kinase / proteina cinasa activada por mitégenos
POGF, platelet-derived growth factor / factor de crecimiento derivado de plaquetas
PDK4, phosphoinositide-dependent kinase-1 / cinasa-1 dependiente de fosfoinositidos
PI-3K, phosphoinositide 3-kinase / cinasa de fosfoinositidos (fosforila en posicién 3°)
PLA;, phospholipase A,/ fosfolipasa A,

PLC. phospholipase C / fosfolipasa C

PLD, phospholipase D / fosfolipasa D

PMA. phorbol myristate acetate / forbol miristato acetato (éster de forbol)

PKA, protein kinase A / proteina cinasa A

PKB, protein kinase B / proteina cinasa B

PKC. protein kinase C / proteina cinasa C

PP2A, protein phosphatase 2A / proteina fosfatasa 2A

PP2B, protein phosphatase 2B / proteina fosfatasa 2B

PRK2, PKC-related kinase / ¢inasa parecida a !a proteina cinasa C

PTX, pertussis toxin / toxina pertussis

TPA, tetradecanoyl phorbol acetate / tetradecanail forbol acetato (éster de forbol)

WT, wortmannin, phosphoinositide 3-kinase inhibitor / inhibidor de la cinasa de fosfoinositidos
[Ca®™),, intracellular calcium concentration / concentracion intracelular de calcio.



RESUMEN

En este trabajo nos interesd en primer término estudiar la desensibilizacion
del receptor enddgeno de angiotensina Il ATy en una linea celular epitelial, aislada
de higado de rata, denominada C9. Al reaiizar ensayos fluorométricos en este tipo
celular para medir el incremento del calcio intracelular inducido por la angiotensina
Il, nos dimos cuenta que los receptores AT; se desensibilizan tanto homéloga
como heterblogamente. La liberacion del calcio intracelular inducida por el
agonista fue bioqueada completamente después de la desensibilizacién homéloga
del receptor por 100 nM de angiotensina Il, y fue disminuida en un 45% y 40%
después de la desensibilizacion heteréloga causada por el acido lisofosfatidico (1
uM) y la vasopresina (1 pM) respectivamente. También se observé una inhibicién
parcial y temprana del incremento de calcio inducido por la angiotensina il al
pretratar a las células con activadores directos de la proteina cinasa A y de la
proteina cinasa C, lo cual sugiere la participacion de ambas cinasas en procesos
de desensibilizacién del receptor.

Debido a que se ha considerado a la fosforilacién de los receptores
acoplados a proteinas G como uno de los mecanismos de regulacion de éstos y
se le ha relacionado especificamente con la desensibilizacién de los receptores,
nos enfocamos en profundizar en el estudio de la fosforitacion homoéloga (por fa
angiotensina 1) y heterdloga del receptor AT, (por otros agentes distintos del
agonista endogeno del receptor).

La fosforilacion del receptor AT, inducida por el éster de forbol, TPA, y por
la angiotensina I fue aditiva. La fosforitacion del receptor AT, estimulada por el
octapéptido angiotensina |l se redujo parcialmente al inhibir las actividades de la
proteina cinasa C y de la cinasa de fosfoinositidos, con la previa incubacion de las
células con inhibidores especificos para ambas cinasas y también disminuyé
significativamente (50%) por el pretratamiento de las células con la toxina de
pertussis (100 ng / mi). La estimulacién de las células C9 con 10 nM de
vasopresina y 1 uM del acido lisofosfatidico durante 5 minutos también incrementé

la fosforilacion del receptor, aunque ambos agentes tuvieron un efecto menor ai



inducido por la dosis maxima de angiotensina |l. La fosforilacién del receptor AT,
inducida por la vasopresina y el acido lisofosfatidico se bloqued casi
completamente al inhibir a las isoformas de la proteina cinasa C con 1 uM de
bisindolilmaleimida |. La maxima fosforilacion de la proteina cinasa B inducida por
ta angiotensina |l se detectd a los § minutos con 1 uM de la hormona y se bloqueé
completamente con los inhibidores especificos de la cinasa de fosfoinositidos
(wortmanina 100 nM y LY294002 15 uM), y con el antagonista selectivo para los
receptores AT, (losartan 10 uM). La angiotensina !l estimulé la asociacién de la
proteina cinasa C 3 a la membrana.

En conjunto, estos resultados demuestran que la fosforiiacion del receptor
endogeno AT, inducida por la angiotensina || 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 G;/ G, y otra que depende de las proteinas Gg. Los
datos sugieren gue otras cinasas, como las GRKs, podrian estar involucradas en
la fosforilacién del receptor.

La desensibilizacion y fosforilacion temprana del receptor AT, causada por
la activacién de otros receptores acoplados a proteinas G, como los receptores
del acido lisofosfatidico y de !a vasopresina, 0 bien por la activacién 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, AT, inducida por su agonista natural o bien por otra hormona
pudiera ser uno de los mecanismos causantes de! proceso de desensibilizacion
del receptor.



ABSTRACT

Desensitization and phosphorylation of the endogenous angiotensin Il AT,
receptor were studied in clone 9 liver cells. Agonist activation of ATy receptors
blunted the response to subsequent addition of angiotensin Ii. Partial inhibition of
the angiotensin ll-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 ll-induced AT, receptor phosphorylation was partially
blocked by the protein kinase C inhibitor bisindolylmaleimide |, and by
phosphoinositide 3-kinase inhibiters (wortmannin and LY294002); the actions of
these inhibitors were not additive. Pertussis toxin pretreatment of celis also
partially inhibited angiotensin Il-induced AT, receptor phosphorylation. TPA-
induced AT, receptor phosphorylation was completely blocked by
bisindolyimaleimide |. AT, receptor phosphoryiation was also induced by
vasopressin and lysophosphatidic acid and these effects were partially inhibited by
bisindolylmaleimide |. Angiotensin Il increased Akt / PKB phosphorylation and
protein kinase C membrane association. The effect on Akt / 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 AT, receptor phosphorylation. In these hepatic cells, angiotensin
ll-induced receptor phosphorylation involves pertussis toxin-sensitive and -
insensitive G proteins, and is mediated in part through protein kinase C and
phosphoinositide 3- kinase.



ANGIOTENSINA

La angiotensina Il es considerada una hormona peptidica que reguia una
gran diversidad de procesos fisioldgicos y metabdlicos para mantener la
homeostasis del organismo. El octapéptido ademas de regular la presion
sanguinea y algunas funciones neuronales, también es particularmente importante
en la recuperacion del miocardio después de un infarto y en respuestas
vasculares a la hipertension (Tewksbury 1990).

Algunas de Ias principales acciones de la angiotensina Il son la contraccién
del musculo liso vascular, ia estimulacion de {a liberacion de la aldosterona de las
células glomeruiares de la glandula suprarrenal y la reabsorcion de sodio via
tubulo proximal e indirectamente via la nefrona distal por aldosterona (Jackson ef
al., 1996). Ademas de estos efectos directos sobre la presién sanguinea y el
balance de electrolitos, esta hormona participa de manera importante en el
metabolismo renal, hepatico, endécrino, reproductive y a nivel de sistema nervioso
central (Phillips 1978}, en donde la angiotensina |l participa en la liberaciéon de (a
vasopresina y la hormona adrenocorticotrépica de la glandula pituitaria.

1 2 3 4
La angiotensina il es un octapéptido, de secuencia; Asp -Arg -Val -Tyr -

Iles-Hiss—Pro7-Phe8, que reguia diferentes procesos fisioldgicos y metabdlicos en
humanos y en muchos mamiferos (Takei 1993); si bien es la hormona
responsable de muchas de las funciones del metabolismo renal, vascular, etc, no
es la Unica. Se han caracterizado tres tipos de angiotensinas, denominadas i, H y
Il (Fig. 1). Las tres hormonas son de naturaleza peptidica y se sintetizan de
manera secuencial a partir de una proteina muy abundante en el plasma, ei
angiotensindgeno, el cual es producido por los hepatocitos y liberado al torrente
sanguineo. El angiotensinégeno es substrato de la renina, una proteasa
especifica que es liberada a la circulacién por el rifion y otros drganos. La accion
de la renina sobre el angiotensindégeno genera una molécuia decapeptidica poco
activa denominada angiotensina |, la cual es adicionalmente procesada por la
enzima convertidora de angiotensina (ECA). Esta enzima es liberada por las



ANGIOTENSINOGENO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 1112 13 14
NHz-Asp-Arg-Val-—Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-LeulVal—Ile-His-Ser-R

; Renina
ANGIOTENSINA ] 1 2 3 4 5 6 1T 8 9 10
NHZ-Asp-Arg-Val-Tyr-lle—His—Pro-PheIHis-Leu-COOH
v ECA4
ANGIOTENSINA 11 1 2 3 4 5 6 71 8

NHz-Asp]Arg-Val-Tyr-lle—His-Pro—Phe-COOH

AP ¥
2 3 4 S5 6 1 8

ANGIOTENSINA I ]
NH,-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-COOH

Fig. 1 Sintesis de las diferentes angiotensinas.

Las lineas representan la via clasica de la sintesis de las angiotensinas |,it y ill. -R: Secuencia residual del angiotensindgeno,

ECA: enzima convertidora de angiotensina y AP: aminopeptidasa {Tomado de: Jackson EK y Garrison JC, 1996).




células endoteliales de los capilares y esta presente en el torrente sanguineo,
para formar el octapéptido bioldégicamente activo angiotensina !l (Fig. 1). Esta
hormona octapeptidica es muy sensible a la protedlisis por una aminopeptidasa
especifica para aspartico, cuya accién da por resuitado la formacion de la
angiotensina 1ll. Ambas angiotensinas Hl y lll 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 I,
como es en la elevacion de la presion sanguinea y en la estimulacion de [a
médula 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 | y || pueden ser metabolizadas a la angiotensina 1-7 (residuos 1-7),
que es un producto de degradacion de ambas angiotensinas (I y Il). Este
fragmento ejerce efectos tan importantes como lo son la liberacidén de vasopresina
y la estimulacién de la sintesis de prostaglandinas (Ferrario 1991). Recientemente
se ha demostrado que otro fragmento producto de la degradacion de la
angiotensina I, conocido como angiotensina IV o angiotensina |l (residuos 3-8),
tiene proteinas receptoras especificas localizadas principaimente en |la
vasculatura renal, cerebral y en la del masculo liso (Ferrario 1991; Hall et af,
1993; Roberts et al.,1995);, en este litimo se ha propuesto que participa en la
vasodilatacién y en la regulacion del flujo sanguineo (Ferraric 1991; Hall et a/.,
1993).

Ahora bien, la angiotensina il es mas eficaz y potente para generar una
gran diversidad de respuestas fisioldgicas si se le compara con las acciones
estudiadas de las otras angiotensinas |, Il! y IV. En lo sucesivo se considerara a la
angiotensina Il como la hormona directamente responsable de regular la presién
sanguinea y algunas funciones neuronales, entre otros procesos, y por lo tanto se
puntualizaran algunos aspectos relacionados séio con esta hormona.

Mediante los estudios realizados para determinar la relacion entre la
estructura de la angiotensina |l y su actividad, se ha demostrado que el extremo



carboxilo terminal de la molécuia juega un papel muy importante en la actividad de
la hormona; siendo particularmente importantes los tres grupos aromaticos de las
cadenas laterales presentes en los residuos 4, 6 y 8 (Tyr, His y Phe). EI
aminoacido histidina, al parecer, es determinante para la unién al receptor
(Garcia-Sainz y Olivares-Reyes, 1995). La importancia del grupo imidazol de este
aminoacido esta relacionada con su potencial para formar uniones no covalentes
(Peach 1979).

Considerando la importancia del sistema renina-angiotensina en la
regulacién de la presion sanguinea y el balance de electrolitos, es de esperarse el
descubrimiento de nuevas drogas como herramienta terapéutica. Asi, por ejemplo
algunos inhibidores de la ECA, como el captopril y el enapril, han resultado ser
eficaces en un gran numero de enfermedades vasculares, como en la hipertrofia
vascular hipertensa, ademas de ser generalmente bien tolerados por los
pacientes. Sin embargo, una de las acciones de la ECA es idéntica a la de la
proteina cininasa i, una proteasa que participa en la degradacion de las cininas,
como bradicinina y en la degradacion metabdlica de la sustancia P. De esta
manera, la inhibicion de la ECA puede provocar un incremento tanto en la
concentracion de la sustancia P como en la de bradicinina, efectos que estan
involucrados en la tos seca y el angioedema que se presentan en las terapias que
utilizan inhibidores de la ECA.

Los efectos de la angiotensina Il en sus 6rganos blanco son mediados por
receptores de membrana, de aqui que el receptor sea un punto de control clave
para la regulacién de las funciones tejido-especificas. Recientemente varios
subtipos de estos receptores han sido clonados, lo cual ha ayudado a esclarecer
los mecanismos moleculares que controlan fa repuesta a angiotensina Hl en tejidos
como el cardiovascular, el renal y el neuronal (Griendling et al., 1996).
Afortunadamente el reciente desarrollo de antagonistas subtipo-especificos para
los receptores de angiotensina ha provisto de potentes agentes terapéuticos
capaces de modificar las acciones del sistema renina-angiotensina a nivel de!
érgano blanco.



RECEPTORES DE ANGIOTENSINA Il

De los receptores que se activan por la hormona angiotensina il se han
detectado 2 tipos, AT, y ATz, con dos subtipos del AT, (ATa, ATsg). En 1989,
Whitebread et al. y Chiu et al., caracterizaron farmacolégicamente dos tipos de
receptores angiotensina, los cuales se denominan actualmente como AT, y AT,
(Bumpus et al., 1991). Los receptores de tipo AT, son los responsables de mediar
la mayoria de las funciones de la angiotensina Il. La caracteristica que los
distingue farmacoiégicamente de los receptores tipo AT, es su alta afinidad por
los bifenilimidazoles, como el losartan (Dup753) y su insensibilidad a las
tetrahidroimidazopiridinas, como el PD123177 (Bumpus et al., 1991) (Tabla ).
Actualmente los subtipos de receptores mejor conocidos de la familia de los AT,
en células de mamiferos son el ATa y el AT s. El receptor AT,a se cloné de las
células del musculo liso vascular de rata (Murphy et al., 1991). Simultdneamente
se clond un receptor similar de la glandula adrenal de bovino (Sasaki et al., 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 AT, en
el humano (Bergsma ef al., 1992; Furuta et al.,, 1992; Takayanagi ef al., 1992), en
el conejo (Burns et al, 1993), en el cerdo (ltazaki ef a/, 1993) y en el perro
(Sandberg 1994). La homologia de estas clonas con el receptor AT, de rata y de
bovino a nivel de proteina es mayor al 90% (Whitebread et a/., 1989).

Por otra parte se ha encontrado que las variantes AT1ay AT g, tanto de rata
como de ratdn difieren solamente en 18 aminoacidos (Elton et al, 1992;
Sasamura et al, 1992; iwai e Inagami 1992; Kahar et al., 1992a; Sandberg ef a/.,
1992), principalmente en la regiéon carboxilo terminal de las proteinas, con una
identidad en la secuencia del 94%.

Los estudios farmacolégicos y funcionales de los receptores clonados de
rata y ratén indican que ambos receptores, ATqa y el AT, presentan afinidades
idénticas por la union a diferentes ligandos (agonistas y antagonistas) y que se



NOMENCLATURA ATl AT2
ORDEN DE POTENCIA Al > Alll All = AIll
AGONISTAS L162017 |p-NH2-Phe"]—Ang 11,
SELECTIVOS CGP42112
Losartan PD123177
ANTAGONISTAS Irbesartan PD123319
Valsartan
SELECTIVOS EXP3174
[*H] Losartan ( 8.1 nM) [231) CGP42112 (0.1nM )
RADIOLIGANDOS 351} EXP3174 (1.5 nM)
ACOPLAMIENTO A Gq“,,Gi,o Giuzs
PROTEINAS G
LOCALIZACION EN EL 3q21-25 Xq22-23
CROMOSOMA HUMANO

Tabla I. Clasificacion de los receptores de angiotensina H.

Entre paréntesis estan los valores de Kd o constantes de afinidad
(Tomado de: Alexander SPH y Peters JA, 2000)




acoplan a los mismos mecanismos transduccionales (Sasamura et al, 1892; lwai e
Inagami 1992; Kahar et al., 1992a; Sandberg et al., 1992) (Fig 2).

Por otro lado, el receptor AT, se clond de una biblioteca genémica fetal de
rata y de células neuronales PC12W (Kambayashi et al., 1993; Mukoyama et al.,
1993). La estructura del receptor AT; es de siete dominios transmembranales con
una masa molecular de 41 kDa. Sin embargo, la proteina de 363 residuos de
aminoacidos es sblo 34% idéntica a la de los receptores AT, (Kambayashi et al.,
1993; Chang y Lotti 1990). Estos receptores poseen cinco sitios de glucosilacion,
a diferencia de los receptores AT, que sélo tienen tres sitios, ademas tienen un
sitio potencial de fosforilacion por la proteina cinasa C en la segunda asa
intracelular y tres sitios en ia cola citoplasmica, que también tiene una secuencia
consenso para ser fosforilada por la proteina cinasa A (PKA) o dependiente del
AMPc.

Los receptores AT, para angiotensina |i pertenecen estructuralmente a la
superfamilia de receptores con siete dominios transmembranales acoplados a
proteinas G (Fig. 2). Cada uno de los dominios extracelulares, en total cuatro,
posee un residuo de cisteina, los cuales presumiblemente forman dos puentes
disulfuro (uno entre el primero y ditimo y otro entre el segundo y tercero) que
estabilizan la estructura terciaria del receptor. Las regiones extracelulares, como
ya se menciond, tienen tres sitios consenso para N-glucosilacién, 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 segmento de 11 aminoacidos (Ser*?-Thr**®

) que es fosforilado en respuesta a
la angiotensina (Smith et al.,, 1998b). En esta region se encuentran tres sitios
consenso de fosforilacién por la PKC (Ser®', Ser®® y Ser*®), ademas de un
posible sitio de fosforilacion (Ser’>® y / o Thr*®) para la GRK (del inglés G protein
coupled receptor kinase). Ei extremo carboxiio terminal del receptor AT;a también

contiene un sitio de paimitoilacién (Cys>*®

) que pudiera estar relacionado con el
anclaje de esta parte del receptor a la membrana y / o en el acoplamiento con

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



Fig. 2 Diagrama esquematico de la secuencia de los receptores AT,, y AT, de rata.

Se indican los cuatro residuos de cisteina involucrados en la formacion de dos puentes disulfuro ( C ), los tres sitios potenciales
de glucosilacién { N ) y los posibles sitios de fosforilacion (S y T )} . Cada receptor tiene 359 aminoacidos. Los aminoacidos diver-
gentes se indican encerrados en cuadros; los aminoacidos del lado izquierdo de cada cuadro indican los que se encuentran en la
secuencia del subtipo AT, , y los que se localizan del lado derecho corresponden al AT, . La formacién de los puentes disulfuro,
junto con la Lys'%® contribuyen a la union del ligando (Griendling KK, y Wayne RA, 1996).




La distribucion de los subtipos de receptores ATa y ATy de rata se ha
estudiado sélo a nivel de la deteccién del RNAm ya que estos receptores son
indistinguibles farmacolégicamente. Ambos subtipos se expresan en cantidades
similares en el bazo, higado y rifidén (Kahar et al., 1992a; Sandberg et al., 1992).
Sin embargo, el receptor AT,s de rata predomina en el musculo liso vascular,
corazén, pulmon y cerebro (Kahar ef al., 1992a; Sandberg et al., 1992; Kahar et
al., 1992b; Kitami et al., 1992); mientras que el subtipo ATg predomina en las
glandulas pituitaria, suprarrenal (lwai e [nagami 1992; Kahar et al, 1992a;
Sandberg et al., 1992; Kahar et al., 1992b; Kitami et al., 1992) y en el cerebro
(Kahar et a/., 1992b). Aunque ambos subtipos se expresan en el cerebro de rata,
el ATa se expresa predominantemente en el hipotalamo y el ATg en las regiones
llamadas “subfornical organ” (SFO) y "organum vasculosum” de la lamina terminal
(OVLT) y en el cerebelo (Kahar et al., 1992b). Kahar y colaboradores consideran
que el receptor ATg, que se expresa en las regiones antes mencionadas, podria
ser el responsable de regular la sensacion de sed causada por fa angiotensina il.
Asi, existe una expresién diferencial de ambos subtipos en diversos tejidos y en la
actualidad la regulacién de la expresion de los receptores es un area de amplio

interés.

Por otro lado, los receptores AT, se expresan mayoritariamente en diversos
tejidos embrionarios y su expresion disminuye dramaticamente después del
nacimiento (Koike ef al., 1994; Tsutsumi y Saavedra 1991; Gradi et a/, 1991;
Feuillan et al., 1993). Estos receptores se expresan en el misculo esquelético, en
i{a médula suprarrenal (Feuillan et al., 1993), en la aorta fetal (Viswanathan et al.,
1991) y en algunas areas del cerebro de ratas recién nacidas, en areas
sensoriales y en algunas estructuras del sistema limbico (Tsutsumi y Saavedra
1991). Mediante el analisis del RNAm de receptores AT: con la técnica de
“Northern blot” se ha detectado la expresidén de estos receptores en las glandulas
suprarrenales, en el cerebro y en el Gtero. Con la ayuda de metodologia mas
sensible como el RT-PCR (del inglés Reverse Transcriptase - Polymerase Chain
Reaction) se han detectado niveles bajos de expresion de este receptor en el
corazdn, higado, rifién y pulmén (Koike et al., 1994).
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Los receptores AT, 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 G,z G,z ¥ ademas se ha observado que
pueden regular la actividad de algunas proteinas fosfatasas (Griendling et al.,
1996). De hecho, se conoce poco acerca de las moiéculas efectoras que
participan en los sistemas transduccionales activados por estos receptores. Hasta
la fecha se han propuesto tres tipos diferentes de activacion de segundos
mensajeros para los receptores AT; en tejidos especificos; la inhibicidon de la
produccion de GMPc (Summers y Myers 1991; Bottari ef al., 1992), la activacion
de los canales de potasio (Kang et al, 1992) y la inhibicién de una fosfatasa
especifica de tirosina (Kambayashi et al.,, 1993; Bottari et al., 1992). La mejor
evidencia experimental que se tiene hasta ahora proviene de experimentos en los
que se ha clonado al receptor AT, y se ha expresado en células CQS-7
(Kambayashi et al., 1993). En estos estudios, la angiotensina I no tuvo efecto en
los niveles del GMPc, sin embargo inhibid significativamente la actividad de
fosfatasa en fosfotirosina a nivel de la membrana plasmatica. Es por ello
comunmente aceptado que los receptores AT; estén actuando a través de una

fosfatasa en tirosina.

Los receptores AT, se acoplan caracteristicamente a las proteinas Ggny y
Gy, activando diferentes mecanismos transduccionales, entre ellos a las
fosfolipasas Az, C y D, asi como a canales de caicio dependientes de voitaje y
también inhiben a la adenilato ciclasa (AC) (Fig. 3). La activacidon o inhibicion de
las moléculas efectoras por los receptores depende por completo del tipo celular
del cual se trate. Ademas, los receptores AT; también activan directamente a
cinasas de tirosina (Paxton et al., 1994; Marrero et al., 1994) aunque faltan ain

mas estudios para esclarecer las rutas transduccionales completas.

La activacion de las fosfolipasas C y D da como resultado la produccion de
los ya clasicos segundos mensajeros; inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG),
solo que de manera distinta; es decir ambas fosfolipasas generan al diacilglicerol

a partir de diferentes substratos. Por ejemplo, cuando los receptores AT, son
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Fig. 3 Mecanismos transduccionales
del receptor AT,.

receptor AT, , el cual activa a las fosfolipasas C-B
(PLC-B), D (PLD), y A, (PLA,) e inhibe a la adenila-
to ciclasa (AC). El receptor esta acoplado al efec-
tor por medio de proteinas G (representados por
las subunidades a, B y y). La PLC-B hidroliza al
fosfatidilinositol bisfosfato (PIP,), para producir
inositol trisfosfato (IP,) y diacilglicerol (DAG). Ei
IP, se une a un receptor especifico que induce la
liberacion del ién 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 araquidénico (AA), un
precursor de leucotrienos (LTs), prostaglandinas (PGs) y
tromboxanos (TX). La angiotensina |l también puede abrir
canales de calcio a través de los cuales entra caicio extra-
celular que participa en la activacion de proteinas como la
calmodulina. La angiotensina I también activa cascadas
de fosforilacién como la via de las proteinas cinasas acti-
vadas por mitégenos (MAPKSs) (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, c-jun) que regulan la transcrip-
cién de varios genes que codifican para proteinas que par-
ticipan en el crecimiento celular, incluyendo a factores de
crecimiento y a proteinas de la matriz extracelular (Jackson
EK, y Garrison JC, 1996).
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estimulados se activa la fosfolipasa C a través de la proteina G,. La fosfolipasa C
hidroliza el fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato (PIP;) para generar inositol 1,45,
trisfosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) (Fig. 3). También se puede dar un
incremento de DAG indirectamente por medio 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 caicio activan a la
proteina cinasa C (PKC) y ésta fosforila proteinas clave que contribuyen por
ejemplo en el crecimiento celular y / 0 la contraccion del musculo liso vascular y
del musculo cardiaco, para lo cual también participa el |P; al liberar el calcio de los
reservorios intracelulares que activa a diversas enzimas dependientes de calcio /
calmodulina (Fig. 3) (Jackson y Garrison 1996). Cabe mencionar que la PLD, a
diferencia de las fosfolipasas C y A;, no es activada por proteinas G. Se observé,
muy recientemente, que la fosfolipasa D se activa por el acido 20-
hidroxieicosatetraenoico en respuesta a la angiotensina Il y a la norepinefrina
(Parmentier et al., 2001a; Parmentier et al., 2001b).

Los receptores AT, pueden activar a varios tipos de fosfolipasa C, ya que
se demostrd que la fosfolipasa C-y es activada directamente por estos receptores
en células de masculo liso vascular de una manera independiente de proteinas G
(Marrero et al., 1994), en contraste con la activacién de la fosfolipasa C-p que

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

El receptor AT no sélo activa a la fosfolipasa C 0 a la PLD, sino también a
la fosfolipasa A, (probablemente a través del incremento en Ca®' y la actividad de
la PKC) la cual produce acido araquidénico, al hidrolizar el enlace éster en
posicién 2 de la fosfatidiicolina y la fosfatidiletanolamina. El &cido araquidénico es
metabolizado a prostaglandinas y tromboxanos por ciclooxigenasas y a acidos
hidroxieicosatetraenticos y leucotrienos por lipooxigenasas. Asi, el acido
araquidonico y sus derivados modifican la respuesta celular final al activar sus
propios receptores. Cabe mencionar que existe evidencia experimental de la
participacion de una proteina G, en la activacion de la fosfolipasa A, inducida por
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la angiotensina Il en células mesangiales de rifion, 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 AT; disminuye los niveles de AMPc intracelulares al inhibir
directamente a la adenilato ciclasa (AC) por medic de una proteina G; sensible a
la toxina pertussis (Douglas et al., 1990).

Ademas, la activacién de los receptores AT, induce la fosforitacion, via
tirosina cinasas citosélicas, de algunos factores transcripcionales como Stat91
(Bhat et al., 1994), o bien la fosforilacién de proteinas cinasas activadas por
mitégenos (MAPK). De hecho hay suficiente evidencia experimental para apoyar
el concepto de interacciones entre los receptores AT, y la cinasa raf-1 (Molloy et
al., 1993), asi como la cinasa src¢ (Paxton et al., 1994), entre otras cinasas de

tirosina.

DESENSIBILIZACION

Actualmente se conoce que la exposicidn prolongada de las células a
agonistas conduce a la rapida pérdida o incapacidad de los receptores de
superficie para responder. A este fendmeno se le llamé “desensibilizacion” y se ha
demostrado que existe para un vasto numero de receptores de membrana
acoplados a proteinas G. Por ejemplo para los receptores B; adrenérgicos
(Benovic et al., 1988; Lohse et a/,1990), los a1 adrenérgicos (Corvera y Garcia-
Sainz 1984, Corvera et al., 1986), para los receptores de angiotensina AT, ya sea
en células que los expresan endégenamente (Abdellatif ef al., 1991; Boulay et af.,
1994) o bien en células transfectadas con los receptores AT clonados (Tang et al,
1995; Oppermann et al., 1996; Balmforth et a/., 1997; Tang ef al., 1998), entre
otros.

Al proceso de desensibilizacion se le ha clasificado en dos tipos,
desensibilizacion homoioga y desensibilizacién heteréloga, de acuerdo a la menor

respuesta que presentan las células si son tratadas con agentes que
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originalmente estimularon las células (homdloga) por tiempo prolongado o0 con
agentes no relacionados con el estimulo inicial (heterdloga). Esta clasificacidn
resulta Utit para conocer el origen o fuentes causantes de la desensibilizacion y
cabe mencionar que ambos procesos pueden ocurrir al mismo tiempo en las
células.

A lo largo de estos Ultimos afos se ha estudiado el proceso de
desensibilizacidn de los receptores de siete dominios transmembranales
acoplados a proteinas G, para los cuales se ha establecido una co-relacién entre
la fosforilacion en residuos de serina y treonina de su extremo carboxilo y los
procesos de desensibilizacién e internalizacion. El proceso de desensibilizacién
reportado para los receptores tipo ATy, tanto de los que se expresan
endégenamente como de los 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 heterotriméricas, el trafico intracelular del receptor como por
ejemplo la internalizacion y reciclamiento de éeste, el proceso de “down-regulation”
del mismo y la interaccion de proteinas reguladoras con las regiones
citoplasmicas del receptor (Thomas 1999). El término en inglés “receptor down-
regulation” se refiere esenciaimente a la disminucion del nimero de receptores en
la superficie membranal debido, por ejemplo, a un decremento en los niveles de
RNA mensajero. De hecho, en el caso de la desensibilizacidn de las respuestas
mediadas por el receptor AT,, se ha observado en celulas de {a zona glomerular
adrenal bovina que con el pretratamiento de 1 uM de angiotensina If por 12-24
horas, no séio disminuye la produccidén de los fosfatos de inositol sino también
disminuyen los niveles del RNA mensajero del receptor AT, y el numero de
receptores en membrana (Richard et al., 1997).

En 1996 Walter G. Thomas et al., demuestran que la respuesta de
incremento en el calcio intracelular inducida por 1 uM de angiotensina no se
modifica cuando los fibroblastos cardiacos son pretratados con 100 nM del éster
de forbol (PMA) por 10 minutos (tratamiento agudo) o bien con 400 nM de PMA
por 24 horas (tratamiento crénico). Evidentemente, estos resultados sugieren que
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la proteina cinasa C no regula ia respuesta inducida por angiotensina a través del
receptor AT, que es el subtipo de receptor que se expresa en este tipo 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 1l (Balmforth et al., 1997). El experimento que lo demuestra consistid
en medir los niveles de fosfatos de inositol (IP1) en fas células de rifidn de embridn
humano (HEK 293) que expresan al receptor AT4 de manera estable y lo que
observan es una disminucién muy clara de IP; cuando preincuban las células con
TPA (100 nM) por 10 minutos y esta disminucion es bloqueada cuando las células
se preincuban también con 10 uM del inhibidor (Ro-31-8220) de la PKC.

Debido a que existe controversia acerca dei papel de la actividad de la PKC
en el proceso de desensibilizacion en las respuestas inducidas por angiotensina |}
en diferentes tipos celulares, nos interesé conocer si la PKC participa en este
mismo proceso en las células epiteliales de higado de rata, C9. La ventaja de usar
este modelo en particular consiste en la capacidad que tienen ias células C9 para
responder a la angiotensina Il (Garcia-Sainz y Garcia-Caballero 1998).

INTERNALIZACION

La internalizacién o secuestro de los receptores estd definida como la
transiocacién de los receptores de la superficie de membrana a compartimentos
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 heterotriméricas y actualmente se conoce
mucho mas del receptor Bz-adrenérgico. Se ha demostrado que el secuestro de
gste receptor requiere de la unién de proteinas llamadas “p-arrestinas”,
denominadas asi por su capacidad para “arrestar” o bioquear la activacion det
receptor o su acoplamiento con las proteinas G. Las proteinas p-arrestinas se
unen a la cola citoplasmica del receptor una vez que éste 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 al, 1996; Ferguson ef al., 1997;
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Krupnick y Benovic 1998). Ya que las B-arrestinas se han unido Gnicamente a los
receptores fosforilados, estas proteinas con la ayuda de otras como la dinamina
dirigen a los receptores al interior celular e inducen la formacién de las vesiculas
de clatrina (Fig. 4) (Goodman et al., 1996). Asi, las B-arrestinas no sélo intervienen
en el desacoplamiento de los receptores activados por sus agonistas con las
proteinas G heterotriméricas, sino también intervienen en el proceso de
internalizacion de los receptores mediante la formacidbn de las vesiculas de
clatrina. Muy recientemente se ha observado por co-inmunoprecipitacion y
ensayos de doble-hibrido en levadura (ambos ensayos detectan proteinas que
interactuan entre si) que las p-arrestinas tipo 2 (McDonald et a/., 2000) también se
pueden unir a otras proteinas como la JNK3 (del inglés c-Jun kinase) o cinasa de
c-Jun, a la MAPK4 (del inglés mitogen-activated protein kinase) y a la ASK1
(apoptosis signal-regulating kinase-1); esta ultima proteina es un activador
apoptético. En este mismo trabajo, los autores demuestran que la estimulacion del
receptor de angiotensina I, AT, activa a la cinasa JNK3 y promueve la co-
localizacion de ésta con la B-arrestina 2 en vesiculas intracelulares. Por tanto,
estos resultados experimentales sugieren que las B-arrestinas tipo 2, también
pueden regular la distribucién de otras proteinas efectoras de las cascadas
transduccionales activadas por receptores acoplados a proteinas G.

De la internalizacion de los receptores de angiotensina se habia reportado
en 1996 por Zhang y colaboradores, que el receptor AT se internalizaba sin la
ayuda de la dinamina, por lo que el proceso de internalizacién de estos receptores
era no sélo independiente de la dinamina sino también de la B-arrestina y sélo en
condiciones de sobre-expresion de la B-arrestina, el receptor se internalizaba de
manera dependiente de la dinamina. Sin embargo, Gaborik et al., han demostrado
contundentemente que la internalizacion del receptor AT, es completamente
dependiente de la B-arrestina y de la dinamina y ademas que la endocitosis del
receptor depende fundamentalmente de la concentracién de la angiotensina |l
utilizada para estimular en los ensayos. Lo anterior lo observaron al usar una
dosis de la hormona en el rango subnanomolar (0.2 nM) (dosis dptima) y otra del
rango nanomolar (30 nM) en los ensayos de internalizacion en células de ovario
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Desensibilizacion

Fig. 4 Desensibilizacién, Internalizacién
y Resensibilizacién de receptores
acoplados a proteinas G.




Fig. 4
Desensibilizacién, Internalizacion y Resensibilizacion de receptores
acoplados a proteinas G heterotriméricas.

En el esquema se muestra el cicio de desensibilizacién-internalizacién y
resensibilizacion de los receptores de siete dominios transmembranales
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; B-arr, p-arrestina; AKAP(250), proteina multicontacto

de la proteina cinasa A; P, grupo fosfato.



de hamster transfectadas transitoriamente con el receptor AT, y con la mutante
dominante negativa de dinamina-2 (K44A).

A diferencia del receptor AT, y de muchos otros receptores de siete
dominios transmembranales acopiados a proteinas G, el receptor AT; no se
internaliza en presencia de su agonista endégeno, la angiotensina Il (Hunyady et
al., 1994; Hein et al., 1997), sin embargo si se fosforila, al igual que el receptor
AT,. De hecho se ha identificado que es la Ser*™ en el extremo carboxilo terminal
del receptor, et principal residuo fosforilado en respuesta a ia activacién de la PKC
por el TPA o bien por la angiotensina Il. Ademas, el receptor AT, puede ser
fosforilado de manera heterdloga por la activacién del receptor AT, de manera
dependiente de la PKC (Olivares-Reyes ot al., 2000).

FOSFORILACION

Recientemente se ha demostrado que la fosforilacion del receptor AT,
enddgeno en células de la zona glomerular adrenal de bovino es dependiente de
la concentracién de la angiotensina I, ademas, que la proteina cinasa C (PKC) y
la proteina cinasa A (PKA) son las responsables de fosforilar al receptor aunque
muy probablemente no sean las unicas cinasas involucradas, ya gue la
estimulaciéon de ambas cinasas no lleva al grado de fosforilacion inducida por el
agonista (Smith et al., 1998a). Se ha observado que la substitucion de la Ser*® y
de la Thi*® por alaninas no solamente afecta la fosforilacién del receptor AT,
mutado, sino también su proceso de internalizacién (Smith ef al., 1998b). Qian en
1999 utilizé la misma estrategia experimental y observé que la mutacién de
serinas por alaninas de los tres sitios consenso (Ser™', Ser®® y Ser*®) de
fosforilacion del receptor ATy por la PKC, disminuia un 70% la fosforilacion
mediada por la PKC y un 60% la fosforilacion inducida por la angiotensina Il. Asi,
en este trabajo observaron que ninguna de las mutantes sencillas o bien la tripie
mutante del receptor evitaban por completo la fosforilacion del receptor y ademas
que los tres sitios consenso de fosforilacidn por la PKC estaban involucrados en la
estimulaciéon homéloga (angiotensina H) y heteréioga (PMA) del receptor AT,.
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En 1996, Oppermann y colaboradores demostraron la fosforilacion del
receptor AT por otro grupo de cinasas, las cinasas de receptores acoplados a
proteinas G, especificamente las GRK2, GRK3 y GRK5. Todas estas cinasas
fosforitan en menor o mayor grado al receptor AT, en respuesta a la angiotensina
Il cuando se co-transfectan estas cinasas, cada una por separado, con el receptor
en células de rifidon de embrién humano (HEK 293).

En el presente trabajo se estudia la participacion de otras cinasas, ademas
de la PKC y PKA, en la fosforilacion del receptor AT, tales como la cinasa de
fosfoinositidos Pi-3K y la relacion del proceso de fosforilacién con la
desensibilizacion del receptor.

DIFERENTES ESTADOS CONFORMACIONALES

Mediante el analisis de los resultados de algunos estudios sobre la
activacion de receptores acoplados a proteinas G, se han generado algunas
teorias comunmente aceptadas. El modelo clasico predice dos estados del
receptor, el estado inactivo (R) y el estado activo (R*); en ausencia del agonista se
sugiere que existe un equilibrioc entre ambos estados que favorece al estado
inactivo (R). La conformacion activa del receptor (R*) es inducida por la unién del
agonista favoreciendo este estado, acoplandose el receptor a la(s) proteina{s) G y
demas moléculas efectoras (Lefkowitz et al., 1993; Leff 1995). Con el estudio de
receptores constitutivamente activos, ya sea con receptores mutantes o bien
silvestres pero sobre-expresados por transfeccion celular, se ha propuesto un
modelo de tres estados conformacionales del receptor, que incluye al estado
inactivo (R) y dos diferentes estados activos del receptor (R*) y (R**). Ambos
estados activos del receptor pueden mostrar distintos ordenes de afinidad y de
eficacia para los agonistas dependiendo de las rutas transduccionales a las que
se acopie el receptor (Samama et al., 1993; Scaramellini y Leff 1998). A diferencia
del modelo de activacién del receptor de dos estados, donde un sélo estado de
receptor activo (R*) no puede acoplarse de manera diferente a dos rutas
transduccionales por agonistas diferentes. En ambos modelos, se sugiere que los
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estados conformacionales activos del receptor son los substratos de fosforilaciéon
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 observadc un
aumento en la fosforilacién independiente del agonista en diferentes receptores
constitutivamente activos, como en los receptores aza y B2 adrenérgicos (Ren et
al., 1993, Pei et al., 1994). En estos ultimos receptores también se observd
desensibilizacion constitutiva (Pei ef al., 1994).

En contraste, recientemente se ha demostrado que el receptor ATa
constitutivamente activo, por la substitucion de la Asn''' por una alanina o una
glicina en el tercer segmento transmembranai, no se fosforila en respuesta a 100
nM de angiotensina li, ni se modifica la fosforilacion basal del receptor pero si se
internaliza (Thomas et al., 2000). En el mismo estudio se observd que el analogo
inactivoQ de la angiotensina |, [Sar’, lle®, !Ie”] Ang li, fue capaz de incrementar la
fosforilacion del receptor silvestre pero no fue capaz de inducir la internalizacion ni
del receptor silvestre ni del receptor constitutivamente activo. Aparentemente se
puede distinguir a la fosforilacion del receptor y a la internalizacién. de éste como
dos procesos separados y ademas ambos procesos dependientes del estado
conformacional que pueda adquirir ei receptor. Por otro lado, se ha cbservado que
el incremento en la fosforilacidn inducida por el agonista de un receptor
constitutivamente activo {5-HT2C receptor de serotonina) co-relaciona con la
desensibilizacioén de la respuesta inducida por el agonista (Westphal et al., 1995).

PROTEINA CINASA C

Hasta el momento se han descrito 12 isoformas 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 los
cofactores (Fig. 5) (Newton 1995). Del primer grupo o PKCs convencionales (a, Bl,
811 y y), también denominadas como ciasicas, todas las isoformas necesitan dei
i6n calcio, del fosfolipido fosfatidilserina y del segundo mensajero diacilglicerol
para ser activadas. Su estructura quimica consiste de 4 regiones conservadas
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Fig. 5 Isoformas de PKC.

La estructura de las PKCs
clasicas consiste de 4 regiones
(C1-C4) conservadas y 5 regiones
variables (V1-V5 ). La regién C1
(C1A-C1B), la cual tiene dedos de
zinc ricos en cisteina, esta involu-
crada en la unién al diacilglicerol
(DAG) vy al éster de forbol (TPA),
mientras que la regién C2 esla
responsable de unir Ca2* . Las
regiones C3 y C4 son los sitios
de unidén al ATP y al substrato de
la PKC, respectivamente. Ambos
grupos de PKCs, nuevas y a-
tipicas, tienen una regién similar
aC2en V1,ylas isoformas atipi-
cas sélo tienen un dedo de zinc.
Varios inhibidores selectivos, co-
mo los indolocarbazoles y las bis-
indoilmaleimidas, interactian en
el sitio de unién al ATP (C3),
mientras que los agentes que ac-
tivan a las enzimas, como el DAG
y los ésteres de forbol actian en
la region C1 (Way KJ, et al.,2000).
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(C1-C4) y de 5 regiones variables (V1-V5); ia region C1, localizada en el extremo
amino terminal de la proteina, posee dos regiones (dedos de zinc) ricas en
cisteinas que forman los sitios de unidn al diacilglicerol y a los ésteres de forbol.
Los ésteres de forbol como el TPA (del inglés tetradecanoyl phorbol acetate)
pueden substituir o mimetizar al diacilglicerol para activar a ia PKC. Por otro lado
el dominio C2 posee un sitio de reconocimiento a la fosfatidilserina y el sitio de
unién al caicio. En ios dominios C3 y C4, localizados en el extremo carboxilo
terminal, se encuentran los sitios de uniéon al ATP y los sitios de unién a los
substratos por ser fosforilados, respectivamente (Fig. 5). Del segundo grupo ©
PKCs nuevas (3, e, n,0 y p, v), todas son activadas por el diacilglicerol, por los
ésteres de forbol y la fosfatidilserina. A diferencia de las isoformas
convencionales, son absoilutamente independientes del calcio y esto se debe a
que en su dominio C2 no se encuentran los grupos funcionales que unen al calcio,
por lo que ia regidn 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 isoformas deberian pertenecer a una
cuarta familia (Hayashi ef al., 1999).

En el ultimo grupo se clasifican a las isoformas atipicas de PKCs (£ y A),
las cuales son independientes del calcio y no necesitan del diacilglicerol o ésteres
de forbol para su activacién, aunque el fosfolipido fosfatidilserina si puede regular
su activaciéon. En cuanto a su estructura, difieren mucho de los otros dos grupos,
por ejemplo el dominio C1 sélo tiene una regidn rica en cisteinas y no dos y el
dominioc C2 carece de algunos residuos importantes para su plegamiento
caracteristico en las isoformas clasicas (Newton 1997; Mellor y Parker 1998).

El diacilglicero! y los ésteres de forbol, dada su naturaleza hidrofébica,
causan un incremento en la afinidad de la PKC por la membrana y por tanto
ayudan a la enzima a translocarse a la membrana (Kraft et al., 1983: Wolif 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 localizacion
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subcelular de la cinasa. Por ejemplo, se ha observado que la PKC a y la PKC £ se
translocan del citosol a la membrana perinuclear al ser activadas, mientras que la
PKC BII no solo se transloca del citosoi a ia membrana perinuclear sino también 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 idén calcio se ha
demostrado que los fosfoinositidos fosfatidilinositol 3,4-bisfosfato y el 3,4,5-
trisfosfato, que actian como segundos mensajeros, pueden activarlas,
especificamente a la PKC 8, PKC e, PKC n (nuevas) y a las PKC £ y A (atipicas)
(Nakanishi et al., 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 muitiplicidad de funciones, como por ejemplo, desensibilizaciéon de los
receptores de membrana, modulacidn de la estructura de la membrana,
regulacion de la transcripcion, del crecimiento celular, de los 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 principaimente, el primero consiste en la
fosforilacion de la PKC en residuos de serina y treonina, lo que regula el sitio
activo de la enzima y su focalizaciéon subcelular. Fabbro y colaboradores en 1989,
demostraron por primera vez la fosforilacion in vivo de la proteina cinasa C y que
ésta después 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 péptidos y la
mutagénesis dirigida, se ha demostrado que la fosforilacién de los tres sitios (Thr
del asa de activacion, Thr/Ser de autofosforilacion del extremo carboxilo, Ser/Thr
de la zona hidrofébica del extremo carboxilo) de todas las isoformas de PKCs
(clasicas, nuevas y atipicas) es indispensable para su activacion (Parekh et al.,
2000). Por ejemplo, tres residuos (Thr*®, Thr**' y Ser®®) de la PKCBI son
fosforilados, dos de ellos (Thr'®, y Ser®®) por la PDK1 y uno (The*') por
autofosforilacion. La fosforilacion de uno (Serm) lteva a la autofosforilacion del
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otro (Thr®*'). En este mismo trabajo observan que la fosforilacién de la Ser®™® es la
responsable de liberar la enzima al citosol (Keranen et al., 1995).

El segundo mecanismo consiste en que la unién del substrato activa a la
enzima al desplazar al pseudosubstrato del sitio de unién al substrato. El
pseudosubstrato es una secuencia localizada en el extremo amino terminal o
region reguladora de la misma enzima, que ocupa el sitio de unién al substrato en
ausencia de éste (Newton 1995).

CINASA DE FOSFOINOSITIDOS (PI-3K) y PKB

Muchos de los mecanismos transduccionales activados por diferentes
receptores acoplados ¢ no a proteinas G, convergen en la activacion de las
enzimas llamadas cinasas de fosfoinositidos Pl-3Ks. A estas enzimas se les ha
clasificado de acuerdo a sus caracteristicas estructurales y con base en su
regulacién diferencial (Fig. 6). Como en este trabajo nos interesd 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, fa angiotensina I, a
continuacién se profundizara con mayor detalle en las isoformas de Pl-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
(PIPy) aunque también pueden fosforilar al fosfatidilinositol (P!) y al
fosfatidilinositol (4) fosfato (PIP) in vitro. Todas estas enzimas fosforilan en
posicion 3'-OH al anillo del inositol de los fosfatidilinositoles. Los productos
comunes son PI(3,4)P2 / PI(3,45)P3 (Vanhaesebroeck y Waterfield 1999).
Algunas isoformas de las subfamilias A y B del grupo | (Fig. 6) son de especial
interés ya que pueden ser activadas por los dimeros By de las proteinas G. Dei
grupo | A hay 3 isoformas p110 (o, p y 8 codificadas por 3 genes distintos). Las
isoformas p110 a y B estan distribuidas ampliamente en distintos tejidos en
mamiferos, en contraste con la isoforma p110 & cuya expresidn parece estar

restringida al tejido hematopoiético. La isoforma p110 B puede ser activada por la
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Fig. 6 Diferentes clases de PI-3Ks descritas en mamiferos y las caracteristicas que las definen.
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el dominio C2 < (Tomado de: Vanhaesebroeck B y Waterfield MD, 1999).




proteina G monomérica Ras, por receptores con actividad intrinseca de tirosina
cinasa y por receptores acoplados a proteinas G a través de los dimeros By. Es
necesario mencionar que los receptores con actividgd de tirosina cinasa activan a
la PI-3K- p110 B a través de regiones homélogas a Src (SH2) en su subunidad
reguladora p85, ya que en esta familia las enzimas PI-3Ks existen como
complejos de subunidades cataliticas con las subunidades reguladoras o
adaptadoras p85; estas uitimas tienen en su estructura dominios de uniéon SH2
que son moédulos, de aproximadamente 100 aminoacidos, que se unen
especificamente a las fosfotirosinas de los receptores con actividad de cinasa u
otras proteinas. En este grupo (IA) hay al menos 7 isoformas de las subunidades
adaptadoras p85, generadas por la expresion y "splicing” alternativo de 3 genes
diferentes: p85 «, p85 B y p85 y (Vanhaesebroeck y Waterfield 1999).

Los receptores acoplados a proteinas G activan a la p110 f mediante los
dimeros Py, sin la ayuda de la sububidad p85 (Murga et al., 2000}, a diferencia de
los receptores con actividad de tirosina cinasa como el receptor de EGF (del
inglés Epidermal Growth Factor) o el receptor de PDGF (del inglés Platelet-
Derived Growth Factor), ios cuales activan a la subunidad catalitica p110p por
medio de los dominios SH2 de la subunidad reguladora p85.

Del grupo IB solamente se conoce a la subunidad catalitica p110y en
complejo con la subunidad reguladora p101, cuya expresién se limita a os
leucocitos de mamiferos. Los heterodimeros p110 y/ p101 son activados por los
dimeros Py de las proteinas G heterotrimericas o bien por las proteinas
Ga activadas, particularmente Gog. Se ha visto en células Cos-7 transfectadas
con los receptores muscarinicos m1 y m2, los cuales se acoplan a Gog y a Gu,
respectivamente, que 1a subunidad p101 es indispensable para la activacion de la
p110 y por los dimeros By y por las Gag, promoviendo asi la proliferacién celular
al activar a la proteina cinasa B o Akt (Murga ef al., 1998).

Akt / PKB deriva su nombre de su alta homologia con las cinasas de serina
y treonina activadas por segundos mensajeros, PKA y PKC, asi como también de
su aita similitud con la oncoproteina viral v-Akt. La PKB esta conformada
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estructuralmente por un dominio homoélogo de pleckstrina (PH) en su extremo
amino terminal, por un dominio de cinasa y una regién reguladora en su extremo
carboxilo. En general los dominios PH se encuentran en proteinas efectoras que
se unen a las membranas y estos dominios PH se unen con alta afinidad (con una
Kd del rango nanomolar) a los fosfoinositidos; Pi(4,5)P2, PK3,4)P2 y PI(3,4,5)P3;
los dos ultimos fosfoinositidos son de hecho los principales productos de la
actividad de las cinasas Pt-3Ks y ambos productos activan directamente a la Akt /
PKB a través de su dominio homologo de pleckstrina (Franke ef al.,, 1997a;
Klippel et al., 1997). También se ha reportado que la regién carboxilo-terminal de
algunos dominios PH se une a los dimeros Py de las proteinas G heterotriméricas
(Koch et al., 1993).

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

especificos, uno en el dominio de cinasa (Treonina>®®

473

} y otro en el extremo
carboxilo-terminal (Serina™ ), requieren ser fosforilados para que esta cinasa sea
completamente activada. En Ila busqueda de la cinasa responsable de fosforilar
estos dos aminoacidos, se encontré que la PDK1 (del inglés 3°-phosphoinositide-
dependent kinase-1) fosforila la treonina 308 de manera dependiente del
PI(3,4)P2 y del PI(3.4,5)P3. Estudios recientes sugieren que la serina*’ de la Akt
! PKB es fosforilada por ta PDK2 y se sugiere también que esta cinasa es la
misma PDK1 pero en complejo con la cinasa PRK2 (del inglés PKC-related
kinase) (Vanhaesebroeck B y Waterfield MD, 1999). Cabe mencionar que la
cinasa PDK1 también posee un dominio PH en su estructura, que esta cinasa

activa a la PKB al fosforilar ambos residuos (Treonina®® y Serina*’

) lo que hace
de manera dependiente de los fosfoinositidos PIP, / PiP; y ademas que esta
cinasa no solamente puede fosforilar a la PKB, sino también puede fosforilar
residuos conservados 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 &. Estas isoformas son
fosforiladas en sus asas de activacién por la PDK1 in vitro y de una manera
dependiente de la actividad de PI-3K in vivo, al unir con alta afinidad al PiP; (Le

Good et al., 1998; Chou et al., 1998).
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Dado el efecto proliferativo o anti-apoptético de la PKB, se sugiere que
cuando se sobre-expresa esta cinasa juega un papel importante en diferentes
tipos de cancer, como el de pancreas, el de ovario y el de glandulas mamarias
(Franke et al., 1997b; Downward 19898). El que una sefal determinada induzca
proliferacion, diferenciacion o muerte celular, depende del tipo celular y esta
finamente regulado por la expresion génica y por cascadas de activacion de
diversas enzimas como cinasas, proteasas, etc.

Existen muchas enfermedades en las que las células mueren
prematuramente, por ejemplo en un infarto del corazén, algunas células mueren
tanto por necrosis como por apoptosis. Una posible terapia para algunas
enfermedades se basa en evitar la muerte 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 modelos
animales de infarto, de enfermedades del higado y lesiones traumaticas del
cerebro (Thornberry y Lazebnik 1998). En este mismo sentido se ha visto que
algunos virus inducen la expresion de algunas proteinas “anti-apoptéticas” que
son efectivas en detener la muerte celular programada al unirse a algunas
proteasas denominadas “caspasas” e inhibir su actividad de proteasa, con lo cual
protegen a la céluia huésped para poderla infectar y multiplicarse en ella.

La muerte celular programada o apoptosis se considera como un proceso
activo de auto-destruccion celular genéticamente programada, a diferencia de la
necrosis, que se considera un proceso esenciaimente accidental y que ocurre
generalmente a consecuencia de un severo dafio 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 crecimiento,
alteraciones en el ciclo celular y algunos tipos de estrés. Existen tres vias
principales de sefalizacion apoptética. Una de ellas es mediante la interaccion de
receptores de membrana con sus respectivos ligandos, los cuales, a través de
moléculas adaptadoras pueden reclutar y activar a algunas proteasas (caspasas).
La segunda via de sefalizacion es iniciada por la ausencia o eliminacién de

factores de crecimiento y es regulada por la familia de proteinas Bcl-2, como Bci-x
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y Bad, las cuales al interactuar entre si, inducen o no la liberacién det citocromo ¢
y de AlF (del inglés apoptosis-inducing factor) de la mitocondria (Petit et a/., 1998)
y posterior activacién de la proteina de 130 kD o Apaf-1 y de la cascada de
caspasas (Zou et al., 1997). La tercera via es iniciada por el dafio al ADN por una
desoxiribonucleasa activada por una caspasa, CAD (del inglés caspase-activated
deoxyribonuclease), y la activacion secuencial de algunas caspasas (Enari et al.,
1998).

La familia de Bcl-2 estad compuesta por al menos 15 proteinas descritas
hasta la fecha en mamiferos. Los miembros de esta familia se dividen en
proteinas anti-apoptéticas muy relacionadas estructuralmente a Bcl-2 (Bcl-x, Mcl-
1, A1, etc) y proteinas pro-apoptéticas (Bak, Bax, Bad, Blk, etc). Todos los
miembros de esta familia tienen la capacidad de formar dimeros mediante la
interaccion del dominio estructural BH caracteristico de esta familia, el dominio
homélogo a Bcl-2 (Adams y Cory 1998).

El estudio de los efectos anti-apoptéticos de la Akt / PKB, producidos en
diferentes modelos celutares en condiciones de sobre-expresion de esta cinasa,
llevd a diversos grupos de investigacion a tratar de identificar ios substratos de la
PKB. Asi se encontrd que la proteina pro-apoptética Bad es fosforilada por la PKB
en la Serina'® (Fig. 7) (Downward 1999), una vez que Bad ha sido fosforilada por
la PKB ya no se puede unir a las proteinas anti-apoptéticas Bei-2 y Bel-x; de esta
manera Bcl-2 y/o Bcel-x ya pueden ejercer su efecto inhibidor del proceso
apoptético en ausencia de Bad. También se ha demostrado que la caspasa-9
(Cardone et al., 1998) y algunos factores transcripcionales (FKHR, FKHRL1) de la
familia FH (de! inglés fork-head) son fosforilados e inhibidos por la PKB (Fig. 7)
(Brunet et al., 1999; Kops et al. 1999; Biggs ef al., 1999). Estos factores
transcripcionales al ser fosforilados ya no se translocan al nucleo y por lo tanto ya
no inducen la transcripcién de algunos genes como ef que codifica para el ligando
Fas, el cual promueve apoptosis a través de su receptor de membrana CD85.
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Fig. 7

Senalizacién de la cinasa PI-3K y PKB por la activaciéon de receptores
acoplados a proteinas G.

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

por los receptores de siete dominios transmembranales acoplados a proteinas
G. A, agonista; a4, subunidad alfa de la proteina G heterotrimérica; By. dimeros

beta-gamma de las proteinas G heterotriméricas; PI-3K (p110v/101), cinasa de
fosfoinositidos; PIP,, fosfatidilinositol (4,5) bisfosfato; PIP;, fosfatidilinositol
(3,4,5) trisfosfato; PTEN, fosfatasa de fosfoinositidos; PDKs, cinasas
dependientes de fosfoinositidos; PKB, proteina cinasa B; Caspasa 9, proteasa;
BAD, proteina pro-apoptética; FKHR, factor transcripcional de la familia “Fork-
Head".



ANTECEDENTES

Los antecedentes mas importantes de este trabajo, que fundamentan los

objetivos planteados mas adelante, son los siguientes:

Dado el conocimiento obtenido a partir del estudio de diversos receptores
de membrana acoplados a proteinas G, actualmente se acepta que la fosforilacién
del receptor es un mecanismo de regulacién de la cascada transduccional
activada por el receptor. Por ejemplo, en el caso de la desensibilizacion homologa,
en la que soblo los receptores activados por su agonista disminuyen su capacidad
de responder o de activar las cascadas transduccionales a las que estan
acoplados, los receptores son en su mayoria fosforilados por las cinasas GRKs
(Ferguson et al, 1997). Mientras que en el proceso de desensibilizacion
heterdloga, los receptores son fosforilados preferencialmente por cinasas
activadas por segundos mensajeros como la PKC y la PKA (Clark et a/., 1988;
Houslay 1991), o bien por receptores con actividad intrinseca de tirosina cinasa
(Hadcock et al., 1892).

Como ya se menciond en la introduccién, se ha observado la disminucion
de la respuesta de los receptores ATy por la exposicion prolongada a la
angiotensina Il o a los ésteres de forbol en diversos tipos celulares (Abdellatif et
al., 1991; Boulay et al., 1994, Tang et al, 1995, Oppermann et al., 1996; Balmforth
et al., 1997; Tang et al., 1998); sin embargo, aun no es claro por lo menos para
las cinasas activadas por segundos mensajeros si éstas participan en la
desensibilizacién homoéloga y / o heteréloga del receptor.

Por ofro lado, la evidencia experimental que se tenia hasta antes de
iniciarse este trabajo de las cinasas que fosforilan al receptor AT, se presenta a
continuacion:

Se observoé la fosforilacion del receptor AT 4, inducida por la angiotensina H,
el éster de forbol (PMA), la forskolina (activador de la adenilil ciclasa) y el dbAMPc
en células HEK-293 transfectadas transitoriamente (Oppermann et al.,1996). En
este mismo trabajo también se demuestra ia fosforilacion del receptor AT 4 por las
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cinasas GRKs en respuesta al agonista, especificamente las GRK2, GRK3 y
GRKS, en células HEK-293 co-transfectadas.

La fosforilacién del receptor AT, inducida por la angiotensina Il, el TPA y la
forskolina en células de la zona glomerular adrenal de bovino fue la primera
evidencia experimental de fosforilacién de un receptor de angiotensina Il que se
expresa endégenamente (Smith et al., 1998a).

La fosforilacién del receptor ATis parece estar restringida al extremo
carboxilo terminal del receptor, en una regién rica en serinas y treoninas (un

326 T 3%

segmento de 11 residuos; Ser ). El receptor truncado a partir de la Ser®?®

ya no es substrato de fosforilacion en células COS-7 transfectadas
transitoriamente (Smith et al.,1998b).

Se han identificado algunos sitios de fosforilacion del receptor ATia
silvestre en celulas CHO-K1 transfectadas transitoriamente con el receptor (Qian
et al. 1999). Los receptores mutados en la Ser**', Ser ** y Ser > disminuyen un
22%, 52% y 47%, respectivamente, la fosforitacion inducida por la angiotensina |l,
cuando se ie compara con el receptor silvestre o no mutado. Sélo el receptor triple
mutante disminuye hasta un 60% el efecto de angiotensina ll y un 70% et de PMA,
lo cual sugiere que aun existen otros sitios que son fosforitados por ambos
agentes.

Por ultimo, con trabajo previo realizado en el laboratoric se demostrd la
participacion de fa PI-3K en ia fosforilacién del receptor a1b-adrenérgico inducida

por el acido lisofosfatidico en fibroblastos de rata (Casas-Gonzalez et al., 2000).
HIPOTESIS

Si el receptor de angiotensina ATy presente en las células C9 se fosforila
en respuesta a la angiotensina |l asi como a otras hormonas, las respuestas que
activa el receptor se desensibilizaran.

28



cinasas GRKs en respuesta al agonista, especificamente las GRK2, GRK3 y
GRKS, en células HEK-293 co-transfectadas.

La fosforilacién del receptor AT, inducida por la angiotensina Il, el TPA y la
forskolina en células de la zona glomerular adrenal de bovino fue la primera
evidencia experimental de fosforilacién de un receptor de angiotensina Il que se
expresa endégenamente (Smith et al., 1998a).

La fosforilacién del receptor ATis parece estar restringida al extremo
carboxilo terminal del receptor, en una regién rica en serinas y treoninas (un

326 T 3%

segmento de 11 residuos; Ser ). El receptor truncado a partir de la Ser®?®

ya no es substrato de fosforilacion en células COS-7 transfectadas
transitoriamente (Smith et al.,1998b).

Se han identificado algunos sitios de fosforilacion del receptor ATia
silvestre en celulas CHO-K1 transfectadas transitoriamente con el receptor (Qian
et al. 1999). Los receptores mutados en la Ser**', Ser ** y Ser > disminuyen un
22%, 52% y 47%, respectivamente, la fosforitacion inducida por la angiotensina |l,
cuando se ie compara con el receptor silvestre o no mutado. Sélo el receptor triple
mutante disminuye hasta un 60% el efecto de angiotensina ll y un 70% et de PMA,
lo cual sugiere que aun existen otros sitios que son fosforitados por ambos
agentes.

Por ultimo, con trabajo previo realizado en el laboratoric se demostrd la
participacion de fa PI-3K en ia fosforilacién del receptor a1b-adrenérgico inducida

por el acido lisofosfatidico en fibroblastos de rata (Casas-Gonzalez et al., 2000).
HIPOTESIS

Si el receptor de angiotensina ATy presente en las células C9 se fosforila
en respuesta a la angiotensina |l asi como a otras hormonas, las respuestas que
activa el receptor se desensibilizaran.

28



"OBJETIVO GENERAL

« Estudiar la desensibilizacién y fosforilacion del receptor de angiotensina
AT, endégeno en las células CO epitstiales de higado de rata.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Determinar si ol receptor AT, endégenc que se expresa en las células
epiteliales de higado de rata (C8) se desensibiliza de manera homdioga y /
o heterdloga. |

o Determinar qué cinasa(s) fosforila(n) al receptor AT, en respuesta a su
' agonista endégeno, la angiotensina I1.

o Establecer si la fosforilacion del receptor AT, inducida por ia angiotensina |1
s medida a través de proteinas G sensibles (G, G,) y / o insensibles a la
toxina de Pertussis (G,).

o Determinar si el receptor AT, endogeno es fosforilado de manera
heterSloga por la activacién de otros receptores acoplados también a
proteinas G, como los receptores de vasopresina, det dcido lisofosfatidico y
conocer las cinases involucradas en la fosforfiacion del receptor.

Las metodologias empleadas en este trabajo asi como los resuitados
obtenidos estén descritos en detalle en el articulo: |




Garcia-Caballero A, Olivares-Reyes JA, Catt KJ and Gacia-S4inz JA (2001)
Angiotensin AT, Receptor Phosphorylation and Desensitization in a Hepatic Cell
Line. Roles of Protein Kinase C and Phosphoinositide 3-Kinase. Molecular
Pharmacology. 59:576-585.

Este artfculo se incluye en la seccidén de los resuitados, que se resumen a
continuacion.

RESUMEN DE RESULTADOS
Validacién del modelo.

Debido a que en los hepatocitos en cultivo primario se disminuye su
capacidad para responder a la angiotensina |l a causa de una muy marcada
disminucién en la densidad de la poblacién de receptores (Bouscarel ef al., 1990),
nos interesd estudiar alguna linea celular hepéatica que expresara receptores de
angiotensina H y que ademés fueran funcionales. La clona 9 (C9) es una linea
celular epitelial aislada de higado normal de rata Sprague-Dowley que se ha
observado, por ensayos de “binding” o de asociacion de un ligando marcado
radioactivamente con el receptor (Koziowski ef al.,1983) ademds de ensayos
funcionales (Garcia-Sainz y Garcla-Caballero 1998), que expresa receptores de
angiotensina I1. En un trabajo previo, hablamos observado que !a activacion de los
receptores ATy en las céiulas C9 induce el aumento en la produccion de los
fosfatos de inositol IP4, IP, e IP; asi como el aumento en la liberacién del calcio de
los reservorios intracelulares y en la expresion del RNAm de c-fos (Garcia-Sainz y
Garcla-Caballero 19988).
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Desensibilizacién homdéloga.

En las células epiteliales de higado de rata C9, el receptor AT, enddgeno
muestra una clara disminucion en su capacidad de inducir la liberacién de calcio
de reservorios intracelulares en respuesta al agonista cuando se pre-estimulan las
células con la angiotensina li (Fig. 1, pag. 578 del articulo). La desensibilizacién
mostré dependencia de la concentracion del estimulo inicial o primer estimulo
(Fig. 1B, pag. 578 del articulo}, con una ECss: 2 nM.

Estos resultados demuestran que el receptor AT, que se expresa en las
células “C9” se desensibiliza de manera homodloga, es decir por su propio

agonista, la angiotensina It.

Desensibilizacion heterdloga.

La liberacién de calcio inducida por 100 nM de angiotensina il es menor
cuando las células C9 son pretratadas con TPA 1uM y dbAMPc 100 uM,
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 Il, muestra una disminucién parcial
desde los primeros minutos (Fig. 2A, pag. 579 del articulo).

La estimulacion inicial con el acido lisofosfatidico 1 uM y la vasopresina 10
nM reduce la respuesta de calcio inducida posteriormente por la angiotensina i
100 nM (Fig. 3 de! articuio).

Estos resuitados demuestran que el receptor AT, también se desensibiliza
de manera heteréloga por el acido lisofosfatidico y la vasopresina y que las
proteinas cinasas activadas por segundos mensajeros, PKC y PKA, participan en
la desensibilizacién temprana del receptor.
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Fosforilacion homoéloga.

La fosforilacion del receptor AT; mostrd ser dependiente de la
concentracidén de angiotensina ll, la curva obtenida muestra un valor de la ECso de
0.4 nM (Fig. 5A. pag. 580 del articulo). Esta fosforilacién homéloga es bloqueada
parcialmente por el inhibidor especifico de la PKC (bisindoliimaleimida i) (Fig. 5,
pag. 581 dei articulo) y por los inhibidores de la PI-3K (wortmanina y LY294002)
(Fig. 7A, 7B, pag. 581 del articulo). El efecto de los inhibidores de la cinasa de
fosfoinositidos mostrd ser también dependiente de la concentracién, con un valor
de 8 nM para fa IC5p de la wortmanina y de 125 nM para la ICso del 1LY294002
(Fig. 7B, pag. 581 del articulo).

La fosforilacion de la Akt / PKB, que es un reflejo de la activacion de la PI-
3K, fue inducida por fa angiotensina !l y se observé una dosis y tiempo maximos
con 1 uM de la hormona a los 5 minutos de estimulacién (Fig. 10A, 10B, pag. 583
del articulo). La fosforilacién de la PKB fue bioqueada en su totalidad por los
inhibidores de la PI-3K y por el antagonista selectivo del receptor AT, (Losartan)
(Fig. 10C, pag. 583 del articulo).

La asociacion de fa PKC 5 a la membrana fue estimulada significativamente
por el octapéptido, angiotensina Il e inhibida parcialmente por el inhibidor
bisindolilmaleimida (Fig. 100, pag. 583 de! articulo).

La fosforilacion homéloga de! receptor inducida por la angiotensina |l fue
bloqueada parcialmente (50%) por el pretratamiento de las células con 100 ng / m!
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 fosforilacién del receptor AT,
inducida por angiotensina Ii, asi como la participacién de la proteina cinasa C y de
la PI-3K mediante la activacion de la Akt / PKB.
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Fosforilacion heteréloga.

Se observé la fosforilacion heterdloga y temprana del receptor AT, causada
por ia activacion de otros receptores de membrana acoplados a proteinas G
(receptores de vasopresina y del acido lisofosfatidico) (Fig. 9, pag 583 del articuio)
y por los activadores (TPA: Fig. 3B, 5C y 6 pag. 580-581 del articuio; dbAMPc:
Fig. 9, pag. 583 del articulo) de las cinasas activadas por los segundos
mensajeros, PKC y PKA.

La fosforilacion causada por el LPA 1uM y la vasopresina 10 nM fue
mediada principalmente por la PKC (Fig. 9, pag. 583 del articulo) ya que se inhibid
significativamente en ambos casos por el inhibidor especifico de la PKC,
bisindolilmaleimida 1 uM (BiM). E! grado de fosforilacion del receptor inducido por
cualquiera de los agentes utilizados alcanzé la mitad de! efecto inducido por la
angiotensina Il 100 nM. Soélo cuando se estimuldé a las células con el TPA y la
angiotensina il juntos se observé un efecto aditivo de ambos agentes sobre la

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

RESULTADOS NO PUBLICADOS

De la fosforilacidbn homoéloga del receptor ATy nos interes¢ estudiar las
isoformas de PKC que pudieran ser activadas por la angiotensina Il y observamos
un incremento en la translocacion de la PKC3 a la membrana inducida por el
agonista, como ya se mencioné en el resumen de los resultados publicados.
También observamos un incremento en la translocacion de la PKCaa la
membrana inducida por el éster de forbol (TPA), pero no por la angiotensina Il a
los & minutos de estimulacion (Fig. 1); entonces, podemos sugerir la participacion
de esta isoforma en la fosforilacion (heteréloga) del receptor AT, inducida por el
TPA. Cabe mencionar que no se detecté la presencia de las isoformas, Bll, 6y
por ensayos de “Western-Blot” en las preparaciones de membranas de las células
C9 a los 5 minutos de estimulacion de las céluias con la angiotensina Il.
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De la participacion de otras cinasas, diferentes de la PKC y PI-3K, en la
fosforifacion del receptor ATy en las células C9, pensamos que alguna cinasa de
la familia de las GRKs pudiera también fosforilar al receptor. Mediante ensayos de
“Western-Biot", observamos la expresién de la cinasa GRKS en extractos totales
de las céluias C9 (Fig. 2).

Por otra parte, se estudié 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 fosforilacién
del receptor ATy (Fig. 3). sin embargo, no se observd modificacién alguna en los
efectos de ambos inhibidores (wortmanina y bisindolilimaleimida 1) sobre la
fosforilacién del receptor inducida por la angiotensina |l en células pretratadas con
la toxina.

Acerca de la comunicacidn cruzada o “cross-talk” entre receptores, también
observamos que el receptor de angiotensina il AT, puede ser fosforilado por la
activacion del receptor al factor de crecimiento epidérmico (EGFR) (Fig. 4).
Actualmente estamos realizando experimentos para conocer la(s) cinasa(s) que

fosforila(n) al receptor AT, en respuesta a la activacién del receptor de EGF.
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Fig. 1 Translocacion de la PKCa a la membrana

por el TPA. Las células se incubaron en ausencia o
presencia de la angiotensina il 100 nM durante 5 min y del
TPA 1uM durante 5 minutos. Se obtuvieron membranas
celulares, se procesaron las muestras por electroforesis
(SDS-PAGE), se transfirieron a membranas y se realizaron
ensayos de “Western-Blot” revelando por
quimioluminiscencia. Se muestra un  experimento
representativo de 3-4 experimentos.
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Fig. 2 Expresion de la cinasa GRKS en las

células C9. Se realizaron ensayos de “Western-
Blot” en muestras de extractos totales de las
celulas C@2 epiteliales de higado de rata, estimuladas
0 no con angiotensina Il 100 nM durante 5 minutos.
Se muestra un experimento representativo de 3-4
experimentos.

Mr PTX 100 ng/ml
B Angll WT BIM+WT

46 = .
- . <4— AR
T mmw 1

Fig. 3 Efecto de la toxina pertussis y los inhibidores
de PKC y PI-3K en la fosforilacion del receptor AT,.

El receptor AT, fosforilado se inmunoprecipité como se indica

en materiales y métodos del articulo (pag. 577). Las células se

preincubaron de 12 a 24 horas con la toxina pertussis (100 ng/mil)
y el dia del experimento las células se preincubaron o no durante
30 minutos con los inhibidores de cinasas previamente a la

estimulacién con la angiotensina Il 100 nM.




Fig. 4

Fosforilacion del receptor
AT, por el factor de cre-

cimiento epidérmico (EGF).

Panel A; Curva dosis-respuesta
Las células "C9" se estimularon
con las concentraciones indica-
das de EGF durante 5 minutos.

Se muestra el promedio 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 células se pre-
incubaron con 5 uM del inhibidor
(AG1478) durante 30 min y se
estimularon con 1 ng/ ml de EGF
durante 5 min.

Panel C; Curso temporal del efec-
to del EGF en la fosforilacion del
receptor AT,. Las células se esti-
mularon con 1 ng / ml de EGF. Se
muestra el promedio y el error es-
tandar de 5-6 experimentos.
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ABSTRACT

Desensitization and phosphorylation of the endogenous angio-
tensin [l AT, receptor ware studied in clone 9 liver ceils. Agonist
activation of AT, receptors blunted the response to subsequent
addition of angiotensin Il. Partial inhibition of the angiotensin
{l-induced caicium response was observed when cells wera
pretreated with dibutyry! cyclic AMP, tetradecanoyl phorbol
acetate (TPA), vasopressin, or lysophosphatidic acid. All of
these desensitization processes were associated with receptor
phosphoryiation. Angiotensin |l-induced AT, receptor phos-
phorylation was partially biocked by the protein kinase C inhib-
itor bisindolyimaleimide | 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 (l-induced AT, receptor

phosphorylation. TPA-induced AT, receptor phosphorylation
was completely blocked by bisindolytmaleimide I. AT, receptor
phosphorylation was also induced by vasopressin and lyso-
phosphatidic acid, and these effects were partially inhibited by
bisindolyimaleimide |, Angiotensin il increased Akt/PKB {protein
kinase B) phosphorylation and protein kinase C membrane
association. The effect on Akt/PKB phosphorylation was
biocked by phesphoinositide 3-kinase inhibitors, These find-
ings indicate that clone @ cells exhibit both homologous and
heterologous desensitization in association with AT, receptor
phosphorylation. In these hepatic cells, angiotensin ll-induced
receptor phosphorylation involves pertussis toxin-sensitive and
-insensitive G proteins, and is mediated in part through protein
kinase C and phosphoinositide 3-kinase.

The pressor octapeptide angiotensin I (Ang II) mediates a
plethora of physiclogical processes in the cardiovascular sys-
tem, brain, liver, kidney, adrenal glands, and pituitary gland,
as well as in many other organs and systems (Jackson and
Garrison, 1996). The actions of Ang II are initiated through
its interaction with two seven-transmembrane domain recep-
tors, the AT, and AT, receptor subtypes (Inagami et al.,
1994).

AT, receptors (AT,-Ra) mediate moat of the known actions
of Ang II, and they are GPCRs that activate phosphoinosi-
tide/Ca®" signaling via pertussis toxin-insensitive G pro-
teins. In some cell types, they are also coupled to other
phoapholipases and to inhibition of adenylyl cyclase via per-
tussis toxin-sensitive G proteing (Garcia-Sdinz and Macias-
Silva, 1990; Bauer et ai., 1991). AT,-Rs are integral mem-
brane proteins (Murphy et al., 1991; Sasaki et al., 1991} and

Thus research was supported in part by grants from Corseje Nacional de
Ciencia y Tecnologia (27589N).

have a molecular mass of ~41 kDa. The intracellular car-
boxyl terminus (residues 305-359) of the AT,-R contains
numerous serine and threonine residues, some of which have
been implicated in receptor activation and regulation (Huny-
ady et al,, 1994; Thomas et al., 1995; Smith et ai.,1998a;
Thomas. 1998).

As with many other GPCRs, AT,-Rs are subject to several
forms of regulation. Desensitization of GPCRs is frequently
associated with their covalent modification, typically by
phosphorylation, which uncouples them from G proteins and
initiates their internalization and recycling. Desensitization
of AT,-R-mediated signaling has been observed in cells trans-
fected with cloned AT,-Rs (Tang et al., 1995; Oppermann et
al.,, 1996; Balmforth et al., 1997; Tang et al., 1998} and in
cells that endogenously express them (Abdellatif et al., 1991;
Boulay et al., 1994). AT,-R phosphorylation by GRKs seems
to be a major mechaniam in homologous desensitization (Op-
permann et al., 1996), whereas receptor phosphorylation by

ABBREVIATIONS: Ang 1i, angiotensin Il; AT,-R, angiotensin AT, receptor; TPA, tetradecanoyl phorbot acetate; PKC and PKA, protein kinases C
and A; PI3K, phosphoinositide 3-kinase; GPCR, G protein-coupled receptor; GRK, G protein-coupled receptor kinase; C8, clone 9: [Ca*],
intracediular calcium concentration; PAGE, polyacrylamida gel slectrophoresis; PDK, phosphoinositide-dependent protein kinase; EGF, epidermal

growth factor.
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PKA and PKC appears to participate in heterologous desen-
sitization. The carboxyl terminus region of AT,-Ra contains
an ll-amine acid serine/threonine-rich segment (Ser®?8-
Thr3*®) that is phosphorylated in response to Ang II (Smith
et al., 1998b), This segment has one putative PKC phosphor-
ylation site at Ser®! and possibly a GRK phosphorylation
site at Ser®®® and/or Thr™™. Substitution of Ser®*® and Thr**
in this segment by alanine not only impeirs phosphorylation
of the mutant receptor but also affects the receptor internal-
ization process {Smith et al., 1998b}). More recently, Qian et
al. (1999) observed that mutation of the three putative PKC
consensus sites (Ser®™!, Ser™®, and Ser™®) of the AT, recep-
tor caused a 70% reduction of PKC-mediated phosphoryla-
tion and a 60% reduction in Ang II-induced phosphorylation.
In bovine adrenal glomerulosa cells, agonist-dependent phos-
phorylation of the endogenous AT, -Ra, as well as receptor
phosphorylation induced by activation of PKA and PKC, have
been observed (Smith et al., 1998a).

Ang Il is a modulator of hepatic metabolism, and its recep-
tors and signaling have been extensively studied in isolated
liver cells (Garcia-Séinz and Macias-Silva, 1990; Bayer et al.,
1991}, However, normal hepatocytes lose their ability to re-
spond to Ang II due to a marked decrease in receptor density
during culture {Bouscarel et al., 1390). In contrast, the clone
9 (C9) epithelial cell line isolated from normal rat liver has
been found to express AT,-Rs as detected by functional and
binding studies (Kozlowski et al., 1993; Garcia-Sdinz et al.,
1998). Activation of AT,-Rs in C9 cells induces phosphoino-
sitide turnover via pertussis toxin-insensitive G proteins,
with increased [Ca®"), and ¢-fos mRNA expression (Garcia-
Sainz et al., 1998). In the present study, we observed that
AT,-R-mediated [Ca®"], responses in C9 cells exhibit both
homologous and heterologous forms of desensitization that
are associated with receptor phosphorylation. In addition,
our studies also revealed that the AT,-R phosphorylation
induced by Ang II involved pertussis toxin-sensitive G pro-
teins as well as PI3K and PKC activities.

Experimental Procedures

Materials. EGF, F-12K nutrient mixture (Kaighn's modification),
phoephate-free Dulbecco’s modified Eagle’'s medium, medium 199,
fetal bovine serum, trypsin, and antibiotic/antimycotic solutions
were from Life Technologies (Gaithersburg, MD} or Biofluids (Rock-
ville, MD). Ang II, TPA, protease inhibitors, and all other analytical
grade chemicals were from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO).
Protein A-agarose, wortmannin, LY294002, bisindoly!maleimide I,
okadaic acid, protease inhibitors, pepstatin A, 4-(2-aminoethyl}-ben-
zenesulfonyl flusride hydrochloride, and benzamidine were all from
Calbiochem (San Diego, CA). Losartan {DuP 753) and PD123177
were generous gifta from DuPont (Wilmington, DE). '#51-{Sar’ (4-
N,Phe*langictensin [I wes from Covance Laboratories (Vienna,
VA), [F*P]P, (B500-9120 Cifmmol) was from NEN Life Science Prod-
ucts {Boston, MA). Recombinant N-glycosidase F (N-glycanase) (EC
3.5.1.52) was from Roche Molecular Biochemicals {Mannheim, Ger-
many) and from Glyco (Heyford, UK). Fura-Z’acetoxymethyl ester
was from Molecular Probes (Bugene, OR). Pertussia toxin was puri-
fied from vaccine concentrates (Sekure et al., 1983; Garcia-Sdinz et
al., 1992). The C8 cell line was obtained from the American Type
Culture Collection {Manassas, VA). Rabbit polyclonal anti-PKC5 an-
tibodies were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA),
anti-phospho-Akt/PKB antibodies were from PharMingen (San Di-
ego, CA), and secondary antibodies and the chemiluminescence luta
were obtained from Pierce {Rockford, IL).

PKC, PI3K, and Angiotensin AT, Receptor Phosphorylation
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Cell Culture.C9 cells were cultured in F-12K medium supple-
mented with 10% fetal bovine serum, 100 ug/ml streptomycin, 100
U/mi penicillin, and 0.25 ug/m| amphotericin B at 37°C under a 95%
air/5% CO; atmosphere. Ceils were incubated with pertussis toxin
(100 ng/ml) for 12 to 24 h where indicated.

Intracellular Calcium Measurements. To quantify [Ca?'),
cells were loaded with 5 uM Fura-2/acetoxymethyl ester in Krebs-
Ringer-HEPES buffer (118 mM NaCl, 2.4 mM KCl, 1.8 mM CaCl,,
0.8 mM MgCl,, 10 mM glucose, 20 mM HEPES, pH 7.4) containing
0.05% bovine serum albumin, pH 7.4, for 1 h at 37°C. Cells were
detached by gentle trypsinization. Fluorescence measurements were
carried out with an Aminco-Bowman (Urbana, [L) series 2 spectrom-
eter with excitation monochromator set at 340 and 380 nm, with a
chopper interval of 0.5 s, and the emission monochromator set at 510
nm. The intracellular calcium concentration was calculated accord-
ing to the method of Grynkiewicz et al. (1985), uzing software pro-
vided by Aminco-Bowman; traces were directly exported to the
graphs.

Immunoprecipitation of Photoaffinity-Labeled AT,-Rs.
Confluent C9 cells cultured in 10-c¢m dishes were washed three times
with ice-cold medium 199 before overnight incubation at 4°C in the
same medium containing the photoaffinity ligand, '**I-[Sar!,(4-
N,'PhelAng M. Cells were then washed three times with ice-cold
phosphate-buffered saline and exposed to UV light for 10 s. Nonco-
valently bound '*1-azido-Ang Il was removed by incubating the cells
for 10 min in ice-cold 150 mM NaCl containing 50 mM acetic acid.
After further washes with ice-cold phosphate-buffered saline, dishes
were drained and the cells were scraped into lysis buffer (50 mM
Tris, pH 8.0, 100 mM NaCl, 20 mM NaF, 10 mM sodium pyrophos-
phate, 5 mM EDTA, 10 ug/ml aprotinin, 10 ug/m} leupeptin, 10
ug/ml soybean trypsin inhibitor, 10 ug/mil pepetatin, 10 xg/ml ben-
zamidine, 1 mM 4-(2-aminoethyl)-benzeneaulfonyl fluoride, and 1
uM okadaie acid] and probe-sonicated (Sonifier Ceil Disruptor; Heat
Systems Ultrasonics, Plainview, NY) for 2 x 20 s. After removal of
nuclei by centrifugation for 10 min at 750g, membranes were col-
lected by centrifugation for 45 min at 200,000g. Membrane peilets
were solubilized by Dounce homogenization in ice-cold lysis buffer B
{lysis buffer supplemented with 1% (v/v) Nonidet P40, 1% (w/v)
sodium deoxycholate, and 0.1% (w/v) SDS]. After centnifugation for
10 min at 10,000g, solubilized membranes were incubated for 4 h at
4*C with 2% (v/v) protein A-agarose. This precleared supernatant
was then divided into aliquots and stored at -20°C before use.
Immunoprecipitation was initiated by adding 5 ul of a selective
anti-AT-R antibody and 2% (v/v) protein A-agarose 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 centrifu-
gation and washed three times with icecold lysis buffer B lacking
protease inhibitors. After the final wash, immune compiexes were
eluted into Laemmli’s sample buffer (Laemmli, 1970} for 1 h at 48°C.
After resolution by SDS-PAGE (8-16% resoiving gel), photoaffin:ty-
labeled AT\-Rs were vigsualized using a Phosphorlmager (Molecular
Dynamics, Sunnyvale CA).

AT,-R Phosphorylation Assay. C9 cells cultured in 10-em Petri
dishes were metabolically labeled for 4 h at 37*C in phosphsate-free
Dulbecco's modified Eagle’s medium containing 100 uCi/mi [*2P]P,,
After three washes in Krebs-Ringer-HEPES buffer, cells were fur-
ther incubated in the same medium for 10 min at 37°C in a water
bath and stimuiated with hormones or phorbol 12-myristate 13-
acetate for an additional 5-min period. This time waa selected on the
basis of preliminary experiments. When required, the PKC inhibitor,
bisindolylmaleimide [ (1 xM), or the P13K inhibitors, LY294002 (15
#M) or wortmannin (100 nM), were added for 30 min at 37°C prior to
the agoniat stimulation. After stimulation, the plates were washed
with ice~cold phosphate-buffered saline. and the ¢ells were drained
before being scraped into lysis buffer and probe-sonicated for 2 x
20 8. After removal of nuclei at 750g, membranes were pre-extracied
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 at 4*C. The
membranes then were collected at 200.000g and solubilized in lysis
buffer B by Dounce homogenization. After centrifugation at 14.000g,
solubilized membranes were incubated with 2% (v/v) protein A-aga-
rose for 1 h at 4°C. The precleared supernatant was incubated
overnight at 37°C with 10 units/ml recombinant N-glycosidase F.
The deglycosylated AT,-R was immunoprecipitated by the addition
of 1 ul of anti-AT, antibody and 2% {(v/v) protein A-agarose and
incubated overnight at 4°C. The agarose-bound immune complexes
were washed with lysis buffer B lacking protease inhibitors, Lae-
mmli's sample buffer was added, and the mixtures were incubated
for 1 h at 48°C. The denatured complexes were resclved by SDS-
PAGE on an 8 to 16% gradient resolving gel. Phosphorylated AT,-Rs
were visualized with a Phosphorimager and images were exported to
the graphs. The level of receptor phosphorylation was assessed in the
gels with the PhosphorImager ImageQuant software,

AKtPEB and PECé Assays. Subconfluent C9 cells, in 6-well
plates, were awitched to serum-free medium overnight (16-18 h) and
were stimulated. After three washes with ice-cold phosphate-buff-
ered saline, cells were drained, scraped into 0.1 ml of Laemmli's
sample buffer (Laemmli, 1970), and sonicated for 5 5. After beiling
for 5 min, equal quantities of cell lysates were subjected to SDS-
PAGE, and the separated proteins were transferred to membranes.
A rabbit polyclonal anti-phospho-AKt/PKB antibody (0.3 ug/mil was
used to identify the active enzyme. Immunoreactive bands were
detected using a horseradish peroxidase-conjugated secondary anti-
body and enhanced chemiluminescence. Immunoreactive bands were
visualized by autoradiography and quantified in a densitometer
(model GS-700 imaging densitometer, Bio-Rad, Hercules, CA! using
the Molecular Analyst scftware (Bio-Rad).

Membrane aasociation of PKC3 was used as an index of enzyme
activation, and it was performed as described previously (Garcia-
Sdinz and Alcdntara-Herndndez, 1998). In brief, cells were stimu.
lated and the reaction stopped by the addition of lysis buffer and
homogenization. Homogenates were centrifuged at 28,000g for 20

[Caz']l nM

min. Supernatants were discarded and protein in the pellets was
determined (Lowry et al., 1951). Samples (50 ug) were separated by
SDS-PAGE followed by electrophoretic transfer to membranes. Im-
munoblotting was performed as described above using a PKC3-selec-
tive antibody.

Results

In agreement with previous results (Gareia-Sdinz et al.,
1998), Ang I caused a rapid 2- to 3-fold increase of [Ca?"], in
C9 cells (Fig. 1}. This reached a2 maximum at 100 nM and had
an ECg, of -5 nM (data not shown; see Garcia-Sdinz et al.,
1998). When the cells were stimulated with Ang II, a tran-
sient increase of [Ca®"]; was observed and the cells became
less responsive or refractory to a second stimulation by 100
nM Ang T1(Fig. 1, A and C). The desensitization to the second
stimulation to Ang Il was dependent on the concentration of
the initial stimulus; the concentration-response curve
showed an EC,, value of 2 nM for the desensitization process
(Fig. 1B). Desengitization of the response to Ang I was not
due to depletion of the relevant phosphoinositide or intracel-
lular calcium pools, as evidenced by the ability of vasopres-
sin, bradykinin, and lysophosphatidic acid to increase [Ca® |,
in cells that exhibited refractoriness to Ang II (Fig. 1C).

Activation of PKC and PKA by treatment with 1 uM TPA
or 100 uM dibutyryl eyclic AMP, respectively, also decreased
the magnitude of the [Ca®"]; response to Ang I (Fig. 24).
Again, this was not due to depletion of calcium pools as
evidenced by the ability of other agents, such as lysophos-
phatidic acid or thapsigargin, to increase [Ca® " |, (Fig. 2B). In
these cases, the desensitization of the Ang I response was
both partial (-30%) and very rapid, being evident after only

Fig. 1. Homologous desensitization of
AT,-Rs in clone 9 cells. A, cells were

stimulated (1st) with 10 pM (upper

trace), 1 nM (middle trace), or 100 nM
Ang 11 incubated for ~2 min and chal-
lenged again with 100 nM Ang IT (2nd).
Intracellutar calcium was measured as
described under Experimental Proce-
dures. B, concentration dependence of
Ang Il-induced desensitization. The

concentration of Ang II used during the
first stimulation is indicated in the ab-

scissa, and in the ordinate, the response
to 100 nM Ang II (second stimulation,
as a percentage of the response of cetls
not previously stimulated) is plotted.
The means are piotted, and vertical
lines represent the S.E.M. of seven in-

dependent experiments. C, ceils were
stimulated with 100 nM Ang I, chal-

TIME (sec)

-

A [Caz']|

A n

lenged again with the same concentra-
tion of Ang II. and further challenged

TIME (sec)
} with 10 oM vasopressin (VP), 10 nM

bradykinin (BK), or 1 uM lyscphospha-
tidic acid (LLPA). In all cases traces are
representative of five to seven determi-
nations using different cell prepara.
tions.

(% of Ang |l effect)

T R
Log [Angil] M



1 min of exposure to the PKA and PKC activators (Fig. 2A).
Initial stimulation of the cells with lysophosphatidic acid or
vasopressin reduced the subsequent response to Ang II, and
this was not due to depletion of calcium pools as evidenced by
the ability of thapsigargin to increase [Ca?"]; (Fig. 3). These
data indicate that the Ang [T-induced phosphoinositide/Ca®~
response is subject to both homologous and heterologous

desensitization in C9 cells.

To study receptor phosphorylation, photoaffinity labeling
and immunoprecipitation studies of the AT,-R were per-
formed. As shown in Fig. 4A, photeoaffinity labeling with

>
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(% of Ang I effect)
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128].{Sar* (4-N,)Phe®]Ang II gave a broad band with molec-
ular mass tn the 66- to 97-kDa range. Photoaffinity labeling
intensity was markedly decreased by Ang Il and losartan, a
nonpeptide AT -R antagonist, but not by PD123177, a non-
peptide AT, receptor antagonist (Fig. 4A). The photolabeled
band was effectively immunoprecipitated by the selective
anti-AT,-R antibody (Fig. 4B). When membranes were sub-

Jjected to enzymatic deglycosylation, the labeled 66- to 97-kDa
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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

Fig. 2. Effect of TPA and dibutyryl
cyclic AMP on Ang [l-induced increase
in [Ca ?*},. A, cells were incubatad for
the times indicated in the presence of
100 uM dibutyryl cyclic AMP (Zhor 1
#M TPA (@) and challenged with 100
nM Ang 1I; data are expressed as a
percentage of the response of cells not
previously stimulated. The means are
plotted, and vertical lines represent
the S.E.M. of six to eight independent
experiments. B, cells were incubated
for 5 min in the absence of any agent
{upper panel}, with 1 oM TPA 'middle
panel}, or with 100 uM dibutyryl cyclic
AMP (lower panel) and challenged
with 100 nM Ang I1. Where indicated.
10 uM thapsigargin (THAPSI) or 1
uM lysophosphatidic acid ILPA) was
4dded. In all cases, traces are repre-
sentative of five to seven determina-
tiona using different cell preparations.

Fig. 8. Effect of lysophosphatidic acid
and vasopressin on Ang Il-induced in-
crease in [Ca*"]. A, cells were incu-
bated with 1 uM lysophosphatidic acid
{LPA; ) or 10 nM vasopressin (VP; @
for 2 min and then were chailenged
with 100 nM Ang II; where indicated,
1 uM thapsigargin (THAPSI) was
added. The means are plotted, and
vertical lines represent the SEM. of
six to eight experiments using differ-
ent cell preparations. B, representa-
tive tracings.
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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- to 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_laheled bands correspond to the AT -R detected in the
photoaffinity-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 II
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 (ECg,, 2.8 nM) (Fig. 5B). The
receptor phosphorylation induced by Ang II was consistently
greater than that induced by TPA. When both agents were
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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
uM bisindolylmaleimide I (Fig. 6). However, Ang [I-induced
AT, -R phosphorylation was reduced to a more limited extent
(~30%). Wortmannin and LY294002, inhibitors of PI3K ac-
tivity. also reduced Ang [l-induced AT,-R phosphorylation
(Fig. 7A). The effects of these inhibitors were concentration-
dependent, with [Cs, values for wortmannin and L.Y294002
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 PI3K were unable to block the homologous desen-
sitization of the calcium response to Ang II.

Pretreatment of the cells with pertussis toxin consistently

P
: o
) Fig. 4. Photoaffinity labeling and immunoprecipitation of
E 8 AT,-Rs. A, cells were incubated overnight at 4°C with
25 128].{Sar'(4-N,)Phe”lAng 11 in the presence or absence of
g 1 uM Ang II, 10 uM losartan, or 10 «M PD123177. B,
o0 solubilized '**1-[Sar'(4-N,)Phe"lAng 1! photoaffinity-la-

beled membranes from clone 9 cells were incubated over-
mght at 37°C in the absence or presence of 10 U/ml
glycosidase F, AT ,-Rs were immunoprecipitated and re-
soived by SDS-PAGE. A representative image is shown
from three independent experiments.

Fig. 8. Ang II- and TPA-induced
AT -R phosphorylation. A and B,
the indicated concentrations of Ang
11 {C) and TPA @ were used. The
maximum phosphorylation induced
by each agent was considered as
100% and basal phosphorylation as
0%. C, cells were incubated with
100 nM Ang I (open column), 1 uM
TPA (solid column), or both agents
{hatched column) for 5 min. Repre-
sentative images are presented be-
low each graph. Data are expressed
as the receptor phosphorylation in-
duced by 100 oM Ang I1. The means
are plotted, and vertical lines repre-
sent the SEM. of three to four de-

(% of Ang 1 effect)
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Fig. 8. Effect of bisindolylmaleimide I on AT,-R phospharylation. Celis
were preincubated for 30 min without or with L uM bisindolylmaleimide
1BIM. B and then stimulated with 100 nM Ang I[1 (0 tor 1 M TPA (I,
Data are expressed as the receptor phosphorylation induced by 100 nM
Ang 1. The means are plotted, and vertical lines represent the S.E M. of
three to four experiments using different cell preparations. A represen-
tative image is shown.

A B

reduced Ang [I-induced AT ,-R phosphorylation (Fig. 8), sug-
gesting that G, protein(s) participate in the mechanism of
receptor phosphorylation. The possibility that such G pro-
teins could mediate the effects of PI3K and PKC was tested.
However, the abilities of wortmannin and bisindolyimaleim-
ide I to decrease Ang [1-induced AT,-R phosphorylation were
not affected in pertussis toxin-treated ceils (data not shown).

The extent to which heterologous stimuiation by lysophos-
phatidic acid and vasopressin or activation of PKA could
induce AT,-R phosphorylation was also examined. As shown
in Fig. 9, upper panels, vasopressin, lysophosphatidic acid,
and dibutyryl cyclic AMP significantly increased AT,-R phos-
phorylation. To study the roles of PKC and PI3K in the AT,-R
phosphorylations induced by lysophosphatidic acid and vaso-
pressin, the effects of wortmannin and bisindolylmaleimide [
were examined. As shown in Fig. 9, lower panels, wortman-
ain did not alter the receptor phosphorylations induced by
these agents, but the PKC inhibitor, bisindolylmaleimide I,
markedly reduced such receptor phosphorylation. However,
treatment with bisindolylmaleimide I did not affect the de-
sengitization of the Ang [I-mediated calcium response in-
duced by lysophosphatidic acid or vasopressin (data not
shown).

To obtain more evidence about the ability of Ang II to
activate PKC and PI3K, AkvPKB phosphorylation and mem-
brane association of PKC5 were studied. Akt/PKB is a serine/
threonine kinase substrate of PDK-1 whose activation has
been shown to be mediated through PI3K activity {Alessi and
Cohen, 1998; Chow et al., 1998; Stephens et al., 1998). As
shown in Fig. 10A, Ang Il (100 nM) increased AktvPKB
phosphorylation with 28 maximum at 5 min. The effect of Ang
IT was concentration-dependent (ECy,,, 2 nM) (Fig. 10B) and
was blocked by the AT, antagonist, losartan, and by the PI3K
inhibitors, wortmannin (100 nM) and LY294002 (1 M) (Fig.
10C). EGF (100 ng/ml) was used as a positive control. Acti-
vation of Akt/PKB by Ang [T has previously been observed in
smooth muscle cells {Takahashi et al., 1999). Figure 10D
shows that Ang II increased membrane-associated PKCS and
that this effect was reduced by 1 uM bisindolylmaleimide 1.
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then stimulated for 5 min with 106 nM Ang iII. Data are
expressed as a percentage of the receptor phosphorylation
induced by 100 oM Ang 1I. Representative images are
shown. The means are plotted, and vertical lines repre-
sent the SEM. of three to four determinations using
different cell preparations.
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Discussion

This study has shown that the endogenous AT -Ra ex-
pressed in C9 cells are subject to homologous and heterolo-
gous desensitization and that such desensitization is associ-
ated with receptor phosphorylation. Although C9 cells have a
limited AT,-R density {Kozlowski et al., 1993), these recep-
tors were clearly identified by photoaffinity labeling and
exhibited the anticipated pharmacological profile in compe-
tition studies. In bovine adrenal glomerulosa cells, Smith et
al. (1998b) observed that phosphorylated AT,-Rs run as a
broad 60- to 65-kDa band in SDS-PAGE. This is shifted to a
molecular mass of ~41 kDa after deglycosylation, consistent
with the predicted size of the cloned AT, receptor protein (41

kDa). In the present study, phosphorylated AT,-Rs ran in
SDS-PAGE as a broader band of higher molecular mass
(6697 kDa); nevertheless, the deglycosylated receptors alse
shifted to a molecular mass of ~41 kDa. These data suggest
that the AT, receptors in C9 cells may be more extensively
giycosylated than those expressed in adrenal glomerulosa
cells. The broad migration pattern of the endogenous AT -Rs
in the C9 cell line, together with the possible presence of
comigrating nonreceptor phosphoproteins, could interfere
with the quantification of glycosylated phospho-AT,-Rs. For
this reason, the solubilized 3*P-labeled phospho-AT,-Rs were
subjected to enzymatic deglycoeylation before SDS-PAGE
analysis.

100

o
=

(% of Ang Il effect)

AT ,-R Phosphorylation

Fig. 8. Effect of pertussis toxin on Ang Il-induced
AT, -R phosphorylation. Cells were preincubated or
not with 100 ng/mi} of pertussis toxin (PTX) over-
night and then stimulated for 5 min with 100 nM
angiotensin II :Ang ID). Data are expressed as the
receptor phospborylation induced by 100 nM Ang 11
i control cells. A representative image is shown.
The means are plotted, and vertical lines represent
the S.EM. of three determinations using different
cell preparations.




In this study, we observed that activation of PKC with TPA
stimulated receptor phosphorylation and decreased the re-
sponsiveness of the cells to Ang II. The effects of TPA on
AT,-R phosphorylation, and on the functional response, were
of smaller magnitude than those induced by Ang II, the
natural agonist. The carboxyl termini of AT,-Rs contain sev-
eral phosphorylation sites and motifs invelved in receptor
internalization (Hunyady et al., 1994; Thomas et al., 1995;
Oppermann et al., 1996; Balmforth et al., 1997; Qian et al,,
1999). Certain sites, including Ser®™!, Ser®®, and Ser™®,
have been identified as putative PKC phosphorylation sites
(Smith et al., 1998b; Qian et al., 1999).

Our studies in Ang [I-stimulated C9 cells showed that the
natural agonist markedly desensitized the {Ca®"]; response
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and induced a receptor-selective refractory period. In addi-
tion, Ang II induced prominent AT,-R phosphorylation.
Treatment with both Ang II 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 cage
and that Ang Il-induced AT,-R phosphorylation is in part
attributable to PKC. It is possible that activation of AT,-Rs
partially stimulates certain PKC isoforms present in C9 cells,
whereas TPA induces a full and sustained activation of al]
phorbol ester-sensitive isoforms expressed in the cells. These
findings may reflect differences in the intensity, kinetics, and
nature of the PKC isoforms affected by the actions of the

VP LPA
ws e "

Fig. 9. Phosphorylation of AT Rs in-
duced by dibutyryl cyclic AMP, vasopres-
sin. arnd lysophosphatidic acid. Upper
panels, cells were stimulated with 160 nM
Ang II. 10 nM vasopressin VP, | uM
lysophosphatidic acid (LPA), or 100 M
dibutyryl cyclic AMP (cAMP) for 5 min.
Representative images are shown. Data
are expressed as the receptor phosphory-
lation induced by 100 aM Ang II. Lower
panels, cells were incubated in the ab-
sence of any agent, 100 nM wortmannin
1-WT), or 1 uM bisindolyimaleimide 1
IBIM) for 30 min and then were stimu-
lated with 1 uM lysophosphatidic acid
(LPA) or 10 nM vasopressin (VP) for 5
min. A representative image is shown.
Data are expressed as the percentage of
phosphorylation induced by lysophospha-
tidic acid or vasopressin alone. The means
are plorted, and vertical lines represent
the S.E.M. of three to four determinations
using different cell preparations.

Fig. 10. Phosphorylation of Akt/PKB and mem-
brane association of PKCA. A, cells were incubated
for the times indicated in the presence of 100 nM
Ang II. A representative image is presented. B,
cells were incubated for 5 min in the presence of
different concentrationa of Ang I1. A representative
image is presented. C, cells were incubated in the
4 absence of any agent or presence of 10 uM losartan
{+Los), 100 aM wortmannin (~WT}, or | uM
LY294002 (~LY) for 30 min and then challenged
with 100 nM Ang 1 for 5 min; EGF (100 ng/ml for
5 min; was used as a positive control. A represen-
tative image is presented. D, representative image
of PKCHmembrane association; cells were inecu-
bated in the abeence of any agent (B), with 100 nM
Ang II for 5 min, or with bisindolylmaleimide I for
30 min followed by 100 nM Ang II for 5 min
(+~BIM). 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 different cetl preparationa.
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agonist and TPA. In transfected human embryonic kidney
293 cells, agonist-induced AT,-R phosphorylation was par-
tially blocked by the PKC inhibitor, staurosporine, and was
compietely suppressed by the concomitant expression of a
dominant GRK2 mutant (Oppermann et al.,, 1996). Also, it
has been observed that bisindolylmaleimide I partially
blocked Ang Il-induced AT,-R phosphorylation (Qian et al.,
1999}, In addition, alanine replacement of putative PKC con-
sensus sites (Ser®®", Ser™®, and Ser®*®) markedly decreased
(70%) TPA-induced AT -R phosphorylation and also reduced
(60%) the receptor phosphorylation induced by Ang II (Qian
et al., 1999). Our data alse indicate that Ang Il-induced
AT,-R phosphorylation and desensitization are partially de-
pendent on PKC activity in clone 9 cells. It is likely that
GRKs play a major role in agonist-induced receptor phos-
phorylation (Oppermann et 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 phosphorylation. This effect is mediated
through LPA receptors coupled to pertussis toxin-sensitive G
proteins via PI3K and PKC (Casas-Gonzélez et al., 2000). To
the best of our knowledge, 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 suggests that PI3K is
also involved in Ang II-induced AT,-R phosphorylation. The
1Cy, values obtained for wortmannin and LY2984002 (8 and
125 nM, respectively) are comparable with those that inhibit
lysophosphatidic acid-induced a,,-adrenoceptor phosphory-
lation (4 and 60 nM, respectively). Interestingly, the effects of
PI3K inhibitors and bisindolylmaleimide I are not additive,
which suggests that these families of kinases act sequentially
in the same pathway. Phosphorylation of AkUPKB in re-
sponse to Ang II and its sensitivity to PI3K inhibitors further
suggest a role of the phospholipid kinase in this process.

The PI2K family of enzymes has been grouped into several
classes. Class [A PI3K isoforms 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 ita activity. Phosphatidylinositol (3,4)-bisphos-
phate and phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphoephate have
been reported to activate both novel (3, ¢, and 1) and atypical
({ and A) PKC isoforms (Nakanishi et al.,, 1993; Wymann and
Pirola, 1998, Rameh and Cantley, 1999). An intermediary
kinase, such as the recently identified phosphoinositide-de-
pendent protein kinase-1 (PDK1) (Stephens et al., 1998;
Alessi and Cohen, 1998) may also participate in the control of
PKC. PDK], which binds with high affinity to phosphatidy}-
inositol (3,4,5)-trisphosphate, phosphorylates the activation
loop sites of PKC{ and PKC$ in vitro and in a PI3K-depen-
dent manner in vive {Chow et al., 1998; Le Good et al., 1998).
Interestingly, the classical PKCa, -8I, and -gII iscforms bind
directly to PDK1 coexpressed in human embryoni¢ kidney
293 cells (Le Good et al., 1998), raising the possibility of
general control of the PKC family by PDK1.

The partial inhibition of Ang II-induced AT,-R phosephor-
ylation by pertussis toxin was unexpected, since we previ-

ously observed in C39 cells that several Ang [I-stimulated
responses, including phosphoinositide turnover, calcium mo-
bilization, and proto-oncogene expression, were mediated by
pertussis toxin-insensitive G proteins (Garcia-Sdinz et al.,
1998). Nevertheless, it 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 G; proteins (Klett et al., 1990; Bauer et al,,
1991).

The present findings, and current concepts of receptor
phosphorylation/desensitization, suggest the following se-
quence of events in Ang Il-induced AT,-R phosphorylation in
the C9 liver cell line: 1} Ang 1I activation of AT,-Rs stimu-
lates both pertussis toxin-insensitive G proteins, probably of
the G114 family, and pertussis toxin-sensitive G proteins,
probably of the G; family; 2} activated G proteins catalyze the
GDP-GTP exchange reaction that results in the dissociation
of G, subunits and Gg, complexes; 3} the released 8y com-
plexes recruit soluble GRKs that phosphorytate AT,-Rs, pro-
moting the binding of B-arrestin and stabilizing an uncou-
pled state (Krupnick and Benovic, 1998); and 4) the released
By complexes alao activate PI3K, which leads to activation of
PKC and additional AT,-R phosphorylation that further con-
tributes to receptor desensitization.

This work also provides evidence that AT,-R phosphoryla-
tion can be induced by activation of other GPCRs, agenta that
act on different receptors, such as vasopressin and lysophos-
phatidic acid, and through activation of PKA. PKC was in-
volved in the AT,-R phosphorylations induced by lysophos-
phatidic acid and vasopressin, although other pathways also
seem to participate. Such cross-talk between receptors could
be physiologically important in the many cell types in which
AT,-R are coexpressed with a variety of others GPCRs.
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DISCUSION
Sitios consenso de fosforilacion

La proteina cinasa C fosforila residuos de serina y treonina en secuencias
esencialmente basicas, secuencia consenso; X ~ R - Ki.3— Xg2—-S/T - Xp2o-R -
Kia; la proteina cinasa A, que también fosforila residuos de serina y treonina
localizados en regiones bdsicas, reconoce la siguiente secuencia consenso;, R —
R-X-8S/T-X%X2-R-K-H-R-K-H-COOH (Kennelly et al., 1991). Se

3 v Ser*® como los sitios consenso de

han propuesto a los residuos: Ser™®, Ser
fosforilacidon det receptor AT, por la PKC y de hecho, como ya se menciond en la
introduccién, se ha observado que la fosforilacidn del receptor inducida por la
angiotensina Il o por los ésteres de forbol disminuye cuando estos sitios son
substituidos por residuos no polares (Qian et al., 1999).

En este trabajo se observd la fosforilacion del receptor AT, en las células
C9 y sugerimos, con base en evidencia experimental previa (Smith et al., 1998b;

3 Ser*® y Ser™*®) son fosforilados

Qian et al., 1999), que los mismos sitios (Ser
como consecuencia de la activacion de la PKC por el TPA 1 uM y [a angiotensina
II. Ademas, es muy probable que otros sitios alternativos localizados en una
region basica (K2 - A4 L K325 . g8 _ [327 _ g3 gI8 |30 g3t 792 K39
puedan ser fosforilados por la estimulacion de la PKA con el dbAMPc 10 utM e
incluso por la misma PKC.

Recientemente se ha podido identificar la secuencia consenso minima que
requiere la cinasa Akt / PKB (R - X— R - X - X - S/ T} para fosforilar una serie de
substratos (Obata et al., 2000). Nosotros observamos que la PKB puede ser
activada por la angiotensina Il de una manera dependiente de la concentracién y
ademas pudimos detectar una activacidn maxima de esta enzima a los 5 minutos,
lo que co-relaciona con ta fosforilacion del receptor ATy mediada por la cinasa PI-
3K y la cinasa PKC. Por lo tanto, la cinasa Akt / PKB también podria participar en
ia fosforilacion del receptor AT, indirectamente a través de la fosforilacién y

activaciéon de alguna otra cinasa.
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PI-3K 'y PKC

En este trabajo se tiene evidencia experimental, por primera vez reportada,
de la participacién de fa PI-3K en la fosforilacion del receptor AT, inducida por su
propic agonista. Mediante el uso de inhibidores especificos de la cinasa PI-3K
(wortmanina y 1.Y294002) y de la cinasa PKC (bisindoliimaleimida |) se demostré
la participacion de ambas cinasas en la fosforilacidn homodloga del receptor.
Ademas se observd que el efecto de los inhibidores para ambas cinasas no es
aditivo, lo cual sugiere que la participacidon de ambas familias de cinasas es
secuencial, es decir que la PI-3K y la PKC actdan en la misma ruta o cascada
transduccional.

Como ya se menciond anteriormente, la activacion de la Pi-3K aumenta los
niveles de los fosfatidilinositoles; el fosfatidilinositol 3, 4 bisfosfato (PIP;) y el
fosfatidilinositol 3, 4, 5 trisfosfato (PIP;), los cuales activan a la cinasa PDK1 y
ésta a su vez activa a la Akt / PKB y a la PKC. Para corroborar los resultados
obtenidos en los ensayos de fosforilacion del receptor AT, con los inhibidores de
la PI-3K, decidimos medir la PKB activada por la angiotensina Il con la ayuda de
un anticuerpo anti-fosfo Akt / PKB policlonal de conejo en extractos celulares
totales. Se observd que la activacién de la PKB por la hormona resultd ser
completamente blogueada por la wortmanina y el LY294002. Es claro que la PKC
fosforila al receptor AT, en respuesta a su ligando endégeno en las céluias C9 y
también que la PKB se activa por el mismo estimulo como resuitado de la
activacion de la PI-3K; sin embargo, se requerird de estudios con mayor
profundidad para esclarecer el papel que tiene [a activacion de la Akt / PKB en la
fosforilacion y desensibilizacidén del receptor de angiotensina AT,.

Se ha demostrado que los fosfatidilinositoles generados por la PI-3K
también pueden activar a algunas isoformas de PKC nuevas (8, € y n) y atipicas
(€ y 1) (Nakanishi et af., 1993; Wymann y Pirola 1998; Rameh y Cantley 1999). Al
parecer €l PIP, y el PIP; tienen mas de una molécuia blanco, ya que la cinasa-1
dependiente de los fosfatidilinositoles (del inglés phosphoinositide dependent
protein kinase-1,PDK1) une con alta afinidad a los fosfatidilinositoles. Esta cinasa,
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PDK1, ademas de fosforilar y activar a la PKB (Stephens et al.,, 1998), es capaz
de fosforilar los sitios de activacidén de la PKC £, y PKC din vitro y de unirse a la
PKC a, Bl y Bll en las células HEK-293 (Chou et al.,1998; LeGood et al.,1998). Es
probable, que !a activacion en secuencia de la PI-3K y PKC en las células C9 para
fosforilar al receptor AT, esté mediada por la cinasa PDK1.

Se acepta que la regulacidn de muchas cinasas, incluyendo a la PKC como
se menciond anteriormente en la parte introductoria de este trabajo, esta dada por
tres aspectos basicos, 1) La localizacion subcelular de la enzima, 2) Las
alteraciones en la actividad intrinseca de cinasa y 3) Las alteraciones en los
niveles de expresion.

A nosotros nos interesé estudiar las isoformas de PKCs que se podian
translocar a la membrana celular en respuesta a la estimulacion de las células C9
con 100 nM de angiotensina Il y observamos que la isoforma PKC 3 se asocia a la
membrana en condiciones no estimulantes. Sin embargo, la asociacién de la PKC
& a la membrana se incrementa en presencia de la angiotensina Il y se inhibe
parcialmente por la bisindoliimaleimida |. También pudimos observar un efecto de
translocacién de la isoforma a a la membrana inducida por el TPA, pero no por la
angiotensina !l {resultados no publicados, Fig. 1). Cabe mencionar que también ia
isoforma 3 se transioca a la membrana en respuesta al TPA a los 5 minutos de
estimulacion. La translocacion diferencial a la membrana de distintas isoformas de
PKC inducida por el TPA y la angiotensina |l, sugiere que estos dos agentes
tienen una accion diferencial en la cinética de activacién de las isoformas de PKC,
lo cual explicaria los efectos observados en la fosforilacion del receptor ATy por la
hormona y el TPA. Es decir, es posible que la angiotensina Il esté activando
parciaimente algunas isoformas de PKC, como la isoforma & y que el TPA indujera
una activacion sostenida de todas las isoformas sensibles a ésteres de forbol que
se expresen en las células C9.

Es necesario enfatizar la participacion que tiene la PKC en los procesos de
fosforilacién y desensibilizacidn del receptor de angiotensina, AT,, ya que en este
trabajo se observd que ta PKC no solamente participa en la fosforilacion homologa
del receptor, sino también en la heteréloga mediante la activacion de los

37



receptores al acido lisofosfatidico y a la vasopresina. Mas aun, en este trabajo se
confirma la participacion de esta cinasa en el proceso de desensibilizacién
heterbloga del receptor, ya que habia reportes en donde los resultados
experimentales excluian la activacion de la PKC en el proceso de
desensibilizacién del receptor AT, (Thomas et al., 1996).

La activaciéon de la PKC promueve la fosforilacidn de diversas proteinas
que estan involucradas en la regulacién del crecimiento y diferenciacion celular,
asi como la apoptésis. La‘isoforma PKC & se expresa en diversos tipos celutares y
se le ha asociado con la proliferacion y diferenciacién celular. Por ejemplo, la PKC
5 inhibe Ia profiferacion de las células del mascule liso (Fukumoto et al., 1997), de
células gliales (Brodie et al., 1998) y de células C6 de glioma al ser fosforilada en
tirosina en respuesta a la estimulacion del receptor a PDGF (Kronfeld et al., 2000).
También se ha observado que esta isoforma se activa y se transloca durante la
diferenciacion de los queratinocitos (Denning et al, 1995) y cuando se sobre-
expresa en las células mieloides induce su diferenciacion (Mischak et al., 1993).

La translocacion de la PKC & a la membrana inducida por la angiotensina I,
_ asi como el efecto observado del inhibidor especifico (bisindolilmaleimida [) en la
fosforilacion del receptor AT, en las células C9, sugieren fuertemente que parte de
la fosforilacion del receptor inducida por la angiotensina !l es mediada por esta
isoforma de PKC. En funciéon de complementar estos resultados, seria interesante
estudiar si esta isoforma en particular tiene algun efecto en la proliferacion celular
inducida por la angiotensina |l.

Actualmente existen en circuiacion diferentes inhibidores de las isoformas
de PKCs, de los cuales las bisindolimaleimidas, como el BIM |, el Go6983, el
Go6850, el Ro317208, entre muchos mas, son algunos de los compuestos mas
selectivos para este grupo de cinasas. Sin embargo, la mayoria de los
compuestos farmacolégicos 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 farmacoldgicos aun mas selectivos
ayudard a entender las funciones celulares de cada isoforma de esta familia de

enzimas y también proveeran de una buena herramienta terapéutica, dado que se



ha atribuido una participacion de las PKCs en diversas enfermedades, como las
cardiacas y el cancer (Wakasaki et al., 1997, Geiger et a/., 1998).

PKA

Al realizar la presente tesis, se obtuvo evidencia experimental suficiente
que demuestra la participacion de la PKA en la fosforilaciéon y desensibilizacién
heterblogas del receptor AT, en las células C8 (Fig. 2, pag. 579 del articulo y Fig.
9, pag. 583 del articulo). Estos resuitados sugieren, al igual que los resultados de
otros estudios de algunos investigadores (Houslay 1991; Oppermann et al., 1996),
que el evento de fosforilacion del receptor AT, inducido por la PKA pudiera ser, en
parte, el responsable de la desensibilizacion heterdloga 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 ia fecha ya se han
clonado seis GRKs en mamiferos (Palczewski 1997, Krupnick y Benovic 1998;
Pitcher et al., 1998). Se ha observado que la GRK1 (cinasa de la rodopsina) y la
GRK4 se expresan de una manera 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 observamos una
fosforilacion residual del receptor AT, siempre que preincubamos las células con
uno o mas de los inhibidores de cinasas (bisindoliimaleimida I, wortmanina o
LY294002) e incluso con la toxina de pertussis, concluimos que otras cinasas
distintas de la PKC y PI-3K, como las GRKs, estan involucradas en la fosforilacion
homdloga del receptor. La participacion de las GRKs en la fosforilacion dei
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receptor AT, en la linea celular C9 se sustenta en lo siguiente: 1) Se ha
observado que las GRK2, GRK3 y GRKS5 fosforiian a los receptores de
angiotensina AT, (Ishizaka et a/., 1987, Oppermann ef al., 1996), a los receptores
B.-adrenérgicos (Premont et al, 1995; Menard ef al, 1996) y a los receptores
muscarinicos M2 y M3 (Richardson et al., 1993; Debburman et al., 1995). 2) Por
ensayos de “Western-Blot" realizados en el laboratorio se demuestra la expresion
endégena de la GRKS en las células C9 (resultados no publicados, Fig. 2). 3)
También en experimentos previos realizados en el laboratorio se observd que el
receptor AT, se acopla al sistema transduccional de recambio de fosfoinositidos-
calcio (Garcia-Sainz y Garcia-Caballero 1998) a través de la activacion de la
proteina Gq y algunos resultados del presente trabajo sugieren que el receptor
también se acopla a la proteina G;. Ambas proteinas G heterotriméricas cuando
son activadas por el receptor liberan los dimeros Py, los cuales pueden
potencialmente reclutar a las GRKs solubles (Krupnick y Benovic 1998).

Recientemente se ha observado que la substitucién de tres residuos
cargados negativamente en su cadena lateral (acidos glutamicos 301-303
localizados en la tercer asa intracelular del receptor a2-adrenérgico) disminuye |a
fosforilacion y desensibilizacion del receptor mediada por la GRK2 (Small ef al.,
2000). Al parecer las GRKs involucradas en fosforilar y desensibilizar a los
receptores acoplados a proteinas G requieren de un ambiente acidico en regiones
cercanas a los sitios por ser fosforilados, a diferencia de las cinasas activadas por
segundos mensajeros, PKC, PKA y PKB, las cuales prefieren un ambiente bésico.
En este sentido, tanto la cola carboxilo-terminal del receptor AT, asi como la
tercer asa intracelular, aparentemente carecen de un ambiente acidico cercano a
las serinas y treoninas, aunque se han propuesto a la Ser’*y / o Thr>® como
posibles sitios de fosforilaciéon por las GRKs (Sanberg 1994). Definitivamente es la
estructura terciaria del receptor en un ambiente soluble un aspecto a considerar
muy seriamente para identificar los sitios exactos de fosforilacién por estas u otras
cinasas.
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Proteinas G sensibles a la toxina de pertussis

La toxina de Pertussis debe su nombre al organismo del cual fue extraida
(Bordetella pertussis) y esta toxina transfiere el grupo ADP-ribosil del NAD+ a los

residuos de cisteina que se encuentran en el extremo carboxilo terminal de las
subunidades alfa de las proteinas G,/ G,. Las proteinas G modificadas por ADP-
ribosilacidon no son capaces de intercambiar el GDP por el GTP, lo cual resuita en
su inactivacion. El efecto final es un aumento en los niveles de AMPc
intracelulares (Garcia-Sainz et al., 1992).

Se ha demostrado en hepatocitos que en respuesta a la activacion de los
receptores AT, se inhibe la adenilato ciclasa y se promueve la sintesis y secrecién
del precursor de la angiotensina Il, el angiotensinogeno, a través de proteinas G;
sensibles a la toxina de pertussis (Klett et al.,1990; Bauer et al., 1991).

Los resultados de los ensayos de fosforilacion del receptor AT, inducida por
la angiotensina en céiulas pretratadas con la toxina de pertussis indican que si
hay una participaciéon de las proteinas G sensibles a la toxina y pensamos que
muy probablemente estas proteinas sean del tipo G; Aparentemente los
receptores endégenos AT; que se expresan en las células C9 epiteliales de
higado de rata, se fosforiian mediante la activacion de proteinas G; y los
resultados obtenidos en la fosforilacion homéloga del receptor indican que las
proteinas G, también estan involucradas. Cabe mencionar que se estudi6 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 (resuitados no
publicados, Fig. 3); sin embargo, no se observé modificacién alguna en los efectos
de ambos inhibidores (wortmanina y BIM) sobre la fosforilacién del receptor
inducida por la angiotensina en células pretratadas con la toxina; es decir, los
resuitados sugieren que tanto G; como G, (probablemente a través de sus

subunidades Py} pudieran participar.
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Heterodimerizacion

Actualmente esta bien fundamentada la formacién de complejos entre
receptores acoplados a proteinas G, y aparentemente la presencia de
homodimeros y / 0 heterodimeros de estos receptores en las membranas
celulares parece tener un significado funcional. En consecuencia, la informacion
que se obtenga con el estudio de estos complejos ayudara a entender no sélo la
capacidad de las células a responder a ciertos estimulos y {a manera de
integrarlos, ya sean factores de crecimiento, neurotransmisores u hormonas, sino
también a comprender los mecanismos transduccionales de comunicacion
cruzada (del inglés Cross-talk) que ocurren por la activacion de distintos
receptores, 1o cual se ha observado no solamente en este trabajo sino en otros.

Ademas, los modelos que actualmente se conocen para entender los
mecanismos de activacion de este tipo de receptores estaran sujetos a un nuevo
enfoque si se consideran los complejos moleculares de homodimeros vy
heterodimeros de receptores de siete dominios transmembranales.

Asi, se ha demostrado por ensayos de co-inmunoprecipitacién o bien de
transferencia de energia entre dos moléculas, la formacion de dimeros del
receptor Br-adrenérgico (Angers et al., 2000), la formaciéon de heterodimeros
funcionales del receptor GABAD-R2 (receptor al &cido y-aminobutirico) con el
receptor GABADb-R1 {(Jones ef al., 1998, White et al., 1998), y mas interesante
aun, la formacion de heterodimeros del receptor de angiotensina It AT, con el
receptor B, de bradicinina en células de masculo liso (AbdAlla et al., 2000).
Cuando este ultimo complejo de receptores se activa por la angiotensina Il, o bien
por la bradicinina, se sinergiza la activacion de las proteinas Guq y Gy ¥
aparentemente se altera el proceso de internalizacion de ambos receptores.

Debido a que en el presente trabajo se observé la desensibilizacién y
fosforilacion heterdlogas del receptor ATy, por ia activacion de los receptores de
LPA y de los receptores de vasopresina, expresados endégenamente en la misma
célula (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
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En el conocimiento de la accién de la hormona, angiotensina I, la
aportacion es sustancial si se considera que en algunas enfermedades vasculares
y cardiaces, como la hipertension, la hipertrofia cardiovascular, el infarto al
miocardio, efc, los receptores AT estdn directamente implicados y cualquier
aportacién en el conocimiento de la reguiacin de estos receptores ayudaré a
entender como aliviar estas enfarmedades, sin los no deseados efectos
secundarios. Por ejemplo, se ha observado que en el tratamiento de los pacientes
hipertensos con {os inhibidores (captopril, enalapril) de la enzima convertidora de
angiotensina y con el antagonista (losartan) del receptor AT,, la presion sanguinea
(sistolica y diastdlica) disminuye eficientemente, sin embargo, estos farmacos
también causan la tos seca (Saavedra y Timmermans 1994).

CONCLUSIONES

La respuesta de incremento del calcio intracelular inducida por la
angiotensina Il en las células €9 , disminuye a causa de la desensibilizacion
homéloga det receptor AT, inducida por la constante activacion de los receptores
con la angiotensina il y de la desensibiizacion heterdloga del receptor AT,
causada por la activacion de-los receplores del acido lisofosfatidico y de
vasoprwmylamdéndcmmmadaspmmmensa}ems
PKA y PKC.

esmediadaenpampmlimmc la cinasa de fosfoinositidos PI-3K y
laPKByporpmﬁm(G,IG,)amsensmhs(Gq)ahtmdnade
Pertussis. Muy probatslements; otras cinasas como las GRKs o cinasas de
 receptores acoplados a proteinas G pueden contribuir en la fosforilacion del
' receptor AT, en las obiulas C9. |




La fosforilacion heteréloga del receptor AT, inducida por ta activacién de los
receptores del acido lisofosfatidi_:o y de moproﬂm es mediada principaimente
por la proteina cinasa C. Ademds, la PKA participa en ia fosforilacidn del receptor.

La desensibilizacién tanto homdéloga como heterdloga del receptor AT,
inducida por la angiotensina il y por la activacién de otros receptores acoplados a
proteinas G, como receptores del acido lisofosfatidico y de vasopresina, co-
refaciona con la fosforilacion del receptor AT,. La co-relacion de ambos procesos
sugiere que la desensibilizacion del receptor AT, en las células C9 es resultado de
la fosforilacion del receptor, semejante a la desensibilizacion y la fosforilacion
descritas para otros receptores acoplados también a proteinas G (Lohse et af.,
1990; Roth ot al., 1991). | |

Con base en conceptos actuales de los procesos de fosforilacion y
desensibilizacién de los receptores acoplados a proteinas G, los resultados
obtenidos en este trabajo sugieren la siguiente secuencia de eventos en la
fosforilacién del receptor andégenc AT inducida por i angiotensina |l en la linea
celular C9: 1) La activacion de los receptores AT, por |a angiotensina il estimula
tanto a proteinas G insensibles a la toxina de Pertussis, probablemente Gy11/14,
como a proteinas G sensibles a la toxina de Pertussis, probablemente de la
familia de G;; 2) Las proteinas G activadés catalizen la reaccidn de intercambio de
GDP por GTP o que resulta en la disociacién de las subunidades Ga y los
dimeros Gfy; 3) Los dimeros By fiberados en el citosol reciutan a las cinasas
(GRKs) que fosforilan a los receptores AT, y promueven ia unién de las p-
arrestinas y estabilizan el estado desacopiado del receptor (Krupnick JG y Benovic
JL, 1998), 4) Los dimeros By liberados también pueden activar a la PI-3K, cuya
actividad fleva a la activacién de la PKB y de la PKC y la fosforilacidn adicional del
receptor AT, lo cual pudiera contribuir a fa desansibilizacién del receptor; 5) La
mm%mahmc la que genera el diacilglicerol el cual a
su vez activa a la PKC contribuyendo a la fosforilacion del receptor AT, (Fig. 8).
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Fig. 8
Conclusiones.

En el esquema se muestra un modelo de la activacién, fosforilacion
homéloga y heterSloga del receptor AT, de siete dominios transmembranales
acoplado a las proteinas G, y G; en las células C9. All, angiotensina Il, LPA,
acido fisofosfatidico, Vaso, vasopresina; AC, adenilil ciclasa; DAG, diacilglicerol;
PLC, fosiolipasa C; PKA, proteina cinasa A, PKB, proteina cinasa B; PKC,
proteina cinasa C; GRKs, cinasas de receptores acoplados a proteinas G; PI3K,
cinasa de fosfoinositidos; POK1/2, cinasas dependientes de fosfoinositidos;
AMPc, adenosina monofosfato ciclica; 0q y @i, subunidades alfa de las

proteinas G heterotriméricas; Py, dimeros beta-gamma de las proteinas G
heterotriméricas; PTX, toxina pertussis; BIM, bisindoliimaleimida | (inhibidor de la
PKC), WT, wortmanina (inhibidor de la P1-3K).
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