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RESUMEN 

En este trabajo nos interes6 en primer término estudiar la desensibilizaci6n 

del receptor end6geno de angiotensina 11 AT1 en una línea celular epitelial. aislada 

de hígado de rata, denominada e9. Al realizar ensayos f1uorométricos en este tipo 

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

11, nos dimos cuenta que los receptores AT 1 se desensibilizan tanto homóloga 

como heter6logamente. La liberaci6n del calcio intracelular inducida por el 

agonista fue bloqueada completamente después de la desensibilizaci6n hom610ga 

del receptor por 100 nM de angiotensina 11, y fue disminuída en un 45% y 40% 

después de la desensibilizaci6n heter610ga causada por el ácido lisofosfatídico (1 

J.lM) Y la vasopresina (1 J.lM) respectivamente. También se observ6 una inhibici6n 

parcial y temprana del incremento de calcio inducido por la angiotensina 11 al 

pretratar a las células con activadores directos de la proteína cinasa A y de la 

proteína cinasa e, lo cual sugiere la participaci6n de ambas cinasas en procesos 

de desensibilizaci6n del receptor. 

Debido a que se ha considerado a la fosforilaci6n de los receptores 

acoplados a proteínas G como uno de los mecanismos de regulaci6n de éstos y 

se le ha relacionado específicamente con la desensibilizaci6n de los receptores, 

nos enfocamos en profundizar en el estudio de la fosforilaci6n hom610ga (por la 

angiotensina 11) y heter610ga del receptor AT 1 (por otros agentes distintos del 

agonista endógeno del receptor). 

La fosforilaci6n del receptor AT1 inducida por el éster de forbol, TPA, y por 

la angiotensina 11 fue aditiva. La fosforilaci6n del receptor AT1 estimulada por el 

octapéptido angiotensina 11 se redujo parcialmente al inhibir las actividades de la 

proteína cinasa e y de la cinasa de fosfoinosítidos, con la previa incubaci6n de las 

células con inhibidores específicos para ambas cinasas y también disminuy6 

significativamente (50%) por el pretratamiento de las células con la toxina de 

pertussis (100 ng I mi). La estimulaci6n de las células e9 con 10 nM de 

vasopresina y 1 J.lM del ácido lisofosfatídico durante 5 minutos también increment6 

la fosforilaci6n del receptor, aunque ambos agentes tuvieron un efecto menor al 
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inducido por la dosis máxima de angiotensina 11. La fosforilación del receptor AT, 

inducida por la vasopresina y el ácido lisofosfatidico se bloqueó casi 

completamente al inhibir a las isoformas de la proteína cinasa e con 1 ¡.1M de 

bisindolilmaleimida 1. La máxima fosforilación de la proteína cinasa B inducida por 

la angiotensina 11 se detectó a los 5 minutos con 1 ¡.1M de la hormona y se bloqueó 

completamente con los inhibidores específicos de la cinasa de fosfoinosítidos 

(wortmanina 100 nM y L Y294002 15 ¡.1M), Y con el antagonista selectivo para los 

receptores AT, (Iosartan 10 ¡.1M). La angiotensina 11 estimuló la asociación de la 

proteína cinasa e ¡¡ a la membrana. 

En conjunto, estos resultados demuestran que la fosforilación del receptor 

endógeno AT, inducida por la angiotensina 11 es mediada en parte por la proteína 

cinasa e y la cinasa de fosfoinosítidos, y que además están involucradas una vía 

que depende de las proteínas G¡ I Go Y otra que depende de las proteínas Gq. Los 

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

la fosforilación del receptor. 

La desensibilización y fosforilación temprana del receptor AT1 causada por 

la activación de otros receptores acoplados a proteínas G, como los receptores 

del ácido lisofosfatídico y de la vasopresina, o bien por la activación de la proteína 

cinasa e y de la proteína cinasa A, sugieren fuertemente que ambos procesos 

están relacionados. De tal manera que la fosforilación del receptor de 

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

pudiera ser uno de los mecanismos causantes del proceso de desensibilización 

del receptor. 
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ABSTRAeT 

Desensitization and phosphorylation of the endogenous angiotensin 11 AT, 

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

blunted the response to subsequent addition of angiotensin 11. Partial inhibition of 

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

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

AII of these desensitization processes were associated with receptor 

phosphorylation. Angiotensin II-induced AT, receptor phosphorylation was partially 

blocked by the protein kinase e inhibitor bisindolylmaleimide 1, and by 

phosphoinositide 3-kinase inhibitors (wortmannin and L Y294002); the actions of 

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

partially inhibited angiotensin II-induced AT, receptor phosphorylation. TPA­

induced AT, receptor phosphorylation was completely blocked by 

bisindolylmaleimide 1. AT, receptor phosphorylation was also induced by 

vasopressin and Iysophosphatidic acid and these effects were partially inhibited by 

bisindolylmaleimide 1. Angiotensin 11 increased Akt I PKB phosphorylation and 

protein kinase e membrane association. The effect on Akt I 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 

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

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

phosphoinositide 3- kinase. 
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ANGIOTENSINA 11 

La angiotensina 11 es considerada una hormona peptídica que regula una 

gran diversidad de procesos fisiológicos y metabólicos para mantener la 

homeostasis del organismo. El octapéptido además de regular la presión 

sanguínea y algunas funciones neuronales, también es particularmente importante 

en la recuperación del miocardio después de un infarto y en respuestas 

vasculares a la hipertensión (Tewksbury 1990). 

Algunas de las principales acciones de la angiotensina 11 son la contracción 

del músculo liso vascular, la estimula ció n de la liberación de la aldosterona de las 

células glomerulares de la glándula suprarrenal y la reabsorción de sodio vía 

túbulo proximal e indirectamente vía la nefrona distal por aldosterona (Jackson et 

al., 1996). Además de estos efectos directos sobre la presión sanguínea y el 

balance de electrolitos, esta hormona participa de manera importante en el 

metabolismo renal, hepático, endócrino, reproductivo y a nivel de sistema nervioso 

central (Phillips 1978), en donde la angiotensina 11 participa en la liberación de la 

vasopresina y la hormona adrenocorticotrópica de la glándula pituitaria. 
1 2 3 4 

La angiotensina 11 es un octapéptido, de secuencia; Asp -Arg -Val -Tyr -
5 6 7 8 

lIe -His -Pro -Phe , que regula diferentes procesos fisiológicos y metabólicos en 

humanos y en muchos mamíferos (Takei 1993); si bien es la hormona 

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

es la única. Se han caracterizado tres tipos de angiotensinas, denominadas 1, 11 Y 

111 (Fig. 1). Las tres hormonas son de naturaleza peptídica y se sintetizan de 

manera secuencial a partir de una proteína muy abundante en el plasma, el 

angiotensinógeno, el cual es producido por los hepatocitos y liberado al torrente 

sanguíneo. El angiotensinógeno es substrato de la renina, una proteasa 

específica que es liberada a la circulación por el riMn y otros órganos. La acción 

de la renina sobre el angiotensinógeno genera una molécula decapeptídica poco 

activa denominada angiotensina 1, la cual es adicionalmente procesada por la 

enzima convertidora de angiotensina (ECA). Esta enzima es liberada por las 
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ANGIOTENSINÓGENO. 
111""'" 

ANGIOTENSINA 1 ...... 
111""'" 

ANGIOTENSINA 11 • 
~~ 

ANGIOTENSINA 11" 
111""'" 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 
NH2-Asp-Arg-Val-Tyr-I1e-His-Pro-Phe-His-Leu~ Val-I1e-His-Ser-R 

Renina 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
NH2-Asp-Arg-Val-Tyr-lIe-His-Pro-PhdHis-Leu-COOH 

ECA 

12345678 

NH2-AspfArg-Val-Tyr-I1e-His-Pro-Phe-COOH 

AP 
2345678 

NH2-Arg-Val-Tyr-I1e-His-Pro-Phe-COOH 

Fig. 1 Síntesis de las diferentes angiotensinas. 
Las lineas representan la vía clásica de la síntesis de las angiotensinas 1,11 y 111. -R: Secuencia residual del angiotensin6geno, 
ECA: enzima convertidora de angiotensina y AP: aminopeptidasa (Tomado de: Jackson EK y Garrison JC, 1996). 



células endoteliales de los capilares y está presente en el torrente sanguíneo, 

para formar el octapéptido biológicamente activo angiotensina 11 (Fig. 1). Esta 

hormona octapeptídica es muy sensible a la proteólisis por una aminopeptidasa 

específica para aspártico, cuya acción da por resultado la formación de la 

angiotensina 111. Ambas angiotensinas 11 y 111 causan efectos similares, siendo 

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

otras acciones la angiotensina 111 es mucho menos potente que la angiotensina 11, 

como es en la elevación de la presión sanguínea y en la estimulación de la 

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 órganos. De esta manera las 

angiotensinas I y 11 pueden ser metabolizadas a la angiotensina 1-7 (residuos 1-7), 

que es un producto de degradación de ambas angiotensinas (1 y 11). Este 

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

y la estimulación de la síntesis de prostaglandinas (Ferrario 1991). Recientemente 

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

angiotensina 11, conocido como angiotensina IV o angiotensina 11 (residuos 3-8), 

tiene proteínas receptoras específicas localizadas principalmente en la 

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

1993; Roberts et a/.,1995); en este último se ha propuesto que participa en la 

vasodilatación y en la regulación del flujo sanguíneo (Ferrario 1991; Hall et al., 

1993). 

Ahora bien, la angiotensina 11 es más eficaz y potente para generar una 

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

estudiadas de las otras angiotensinas 1, 111 Y IV. En lo sucesivo se considerará a la 

angiotensina 11 como la hormona directamente responsable de regular la presión 

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

puntualizarán algunos aspectos relacionados sólo con esta hormona. 

Mediante los estudios realizados para determinar la relación entre la 

estructura de la angiotensina 11 y su actividad, se ha demostrado que el extremo 
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carboxilo terminal de la molécula juega un papel muy importante en la actividad de 

la hormona; siendo particularmente importantes los tres grupos aromáticos de las 

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

aminoácido histidina, al parecer, es determinante para la unión al receptor 

(García-Sáinz y Olivares-Reyes, 1995). La importancia del grupo imidazol de este 

aminoácido está relacionada con su potencial para formar uniones no covalentes 

(Peach 1979). 

Considerando la importancia del sistema renina-angiotensina en la 

regulación de la presión sanguínea y el balance de electrolitos, es de esperarse el 

descubrimiento de nuevas drogas como herramienta terapéutica. Así, por ejemplo 

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

eficaces en un gran número de enfermedades vasculares, como en la hipertrofia 

vascular hipertensa, además de ser generalmente bien tolerados por los 

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

proteína cininasa 11, una proteasa que participa en la degradación de las cininas, 

como bradicinina y en la degradación metabólica de la sustancia P. De esta 

manera, la inhibición de la ECA puede provocar un incremento tanto en la 

concentración de la sustancia P como en la de bradicinina, efectos que están 

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 11 en sus órganos blanco son mediados por 

receptores de membrana, de aquí que el receptor sea un punto de control clave 

para la regulación 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 la repuesta a angiotensina 11 en tejidos 

como el cardiovascular, el renal y el neuronal (Griendling et al., 1996). 

Afortunadamente el reciente desarrollo de antagonistas subtipo-específicos para 

los receptores de angiotensina ha provisto de potentes agentes terapéuticos 

capaces de modificar las acciones del sistema renina-angiotensina a nivel del 

órgano blanco. 
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RECEPTORES DE ANGIOTENSINA 11 

De los receptores que se activan por la hormona angiotensina 11 se han 

detectado 2 tipos, AT, y AT2 , con dos subtipos del AT, (AT'A, AT'B). En 1989, 

Whitebread et al. y Chiu et al., caracterizaron farmacológicamente dos tipos de 

receptores angiotensina, los cuales se denominan actualmente como AT, y AT2 

(Bumpus et al., 1991). Los receptores de tipo AT, son los responsables de mediar 

la mayoría de las funciones de la angíotensina 11. La característica que los 

distingue farmacológicamente de los receptores tipo AT 2 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 1). 

Actualmente los subtipos de receptores mejor conocidos de la familia de los AT, 

en células de mamíferos son el AT'A y el AT'B. El receptor AT'A se clonó de las 

células del músculo liso vascular de rata (Murphy et al., 1991). Simultáneamente 

se clonó un receptor similar de la glándula 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 aminoácidos, con un peso molecular de 

41-kDa. Hoy en día se han clonado cDNAs que codifican para receptores AT, en 

el humano (Bergsma et al., 1992; Furuta et al., 1992; Takayanagi et al., 1992), en 

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

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

bovino a nivel de proteína es mayor al 90% (Whitebread et al., 1989). 

Por otra parte se ha encontrado que las variantes A T'A Y A T, B, tanto de rata 

como de ratón difieren solamente en 18 aminoácidos (Elton et al., 1992; 

Sasamura et al, 1992; Iwai e Inagami 1992; Kahar et al., 1992a; Sandberg et al., 

1992), principalmente en la región carboxilo terminal de las proteínas, con una 

identidad en la secuencia del 94%. 

Los estudios farmacológicos y funcionales de los receptores clonados de 

rata y ratón indican que ambos receptores, AT,A y el AT,B, presentan afinidades 

idénticas por la unión a diferentes ligandos (agonistas y antagonistas) y que se 
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NOMENCLATURA AT1 

ORDEN DE POTENCIA AII > AIII 

AGONISTAS L162017 

SELECTIVOS 

Losartan 

ANTAGONISTAS Irbesartan 

Valsartan 

SELECTIVOS EXP3174 

PHI Losartan ( 8.1 nM ) 

RADIOLlGANDOS (1251) EXP3174 ( 1.5 nM) 

ACOPLAMIENTO A Gq/WG i / o 

PROTEINAS G 

LOCALlZACION EN EL 3q21-25 
CROMOSOMA HUMANO 

Tabla l. Clasificación de los receptores de angiotensina JI. 
Entre paréntesis están los valores de Kd o constantes de afinidad 
(Tomado de: Alexander SPH y Peters JA, 2000) 

AT2 
I 

AII = AIII 

Ip-NH2-Phe'J-Ang 11, 
CGP42112 

PD123177 

PD123319 

P25I1 CGP42112 (O.lnM ) 

G ia2 ,3 

Xq22-23 



acoplan a los mismos mecanismos transduccionales (Sasamura el al, 1992; Iwai e 

Inagami 1992; Kahar el al., 1992a; Sandberg el al., 1992) (Fig 2). 

Por otro lado, el receptor AT2 se clonó de una biblioteca genómica fetal de 

rata y de células neuronales PC 12W (Kambayashi el al., 1993; Mukoyama el al., 

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

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

aminoácidos es sólo 34% idéntica a la de los receptores AT, (Kambayashi el al., 

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

a diferencia de los receptores AT, que sólo tienen tres sitios, además tienen un 

sitio potencial de fosforilación por la proteína cinasa C en la segunda asa 

intracelular y tres sitios en la cola citoplásmica, que también tiene una secuencia 

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

AMPc. 

Los receptores AT, para angiotensina 11 pertenecen estructuralmente a la 

superfamilia de receptores con siete dominios transmembranales acoplados a 

proteínas G (Fig. 2). Cada uno de los dominios extracelulares, en total cuatro, 

posee un residuo de cisteína, los cuales presumiblemente forman dos puentes 

disulfuro (uno entre el primero y último y otro entre el segundo y tercero) que 

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

ya se mencionó, tienen tres sitios consenso para N-glucosilación, por lo que se le 

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

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

citoplásmico, es rico en residuos de serina y treonina; de hecho esta región tiene 

un segmento de 11 aminoácidos (Ser326 
-Thr336

) que es fosforilado en respuesta a 

la angiotensina (Smith el al., 1998b). En esta región se encuentran tres sitios 

consenso de fosforilación por la PKC (Ser33
', Ser338 y Ser34a

) , además de un 

posible sitio de fosfonlación (Ser35 y I o Thr336
) para la GRK (del inglés G protein 

coupled receptor kinase). El extremo carboxilo terminal del receptor AT'A también 

contiene un sitio de palmitoilación (Cys355) que pudiera estar relacionado con el 

anclaje de esta parte del receptor a la membrana y loen el acoplamiento con 

moléculas efectoras (Fig. 2) (Sandberg 1994). 
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Fig. 2 Diagrama esquemático de la secuencia de los receptores AT1A y AT18 de rata. 
Se indican los cuatro residuos de cisteína involucrados en la formación de dos puentes disulfuro ( C ), los tres sitios potenciales 
de glucosilación ( N ) Y los posibles sitios de fosforilación ( S Y T ) . Cada receptor tiene 359 aminoácidos. Los aminoácidos diver­
gentes se indican encerrados en cuadros; los aminoácidos del lado izquierdo de cada cuadro indican los que se encuentran en la 
secuencia del subtipo AT1A y los que se localizan del lado derecho corresponden al AT1B . La formación de los puentes disulfuro, 
junto con la Lys199 contribuyen a la unión del ligando (Griendling KK, y Wayne RA, 1996). 



La distribución de los subtipos de receptores AT1A y AT1B de rata se ha 

estudiado sólo a nivel de la detección del RNAm ya que estos receptores son 

indistinguibles farmacológicamente. Ambos subtipos se expresan en cantidades 

similares en el bazo, hígado y riñón (Kahar et al., 1992a; Sandberg et al., 1992). 

Sin embargo, el receptor AT1A de rata predomina en el músculo liso vascular, 

corazón, pulmón y cerebro (Kahar et al., 1992a; Sandberg et al., 1992; Kahar et 

al., 1992b; Kitami et al., 1992); mientras que el subtipo AT1B predomina en las 

glándulas pituitaria, suprarrenal (Iwai e Inagami 1992; Kahar et al., 1992a; 

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

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

el AT1A se expresa predominantemente en el hipotálamo y el AT1B en las regiones 

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

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

que el receptor AT1B, que se expresa en las regiones antes mencionadas, podría 

ser el responsable de regular la sensación de sed causada por la angiotensina 11. 

Así, existe una expresión diferencial de ambos subtipos en diversos tejidos y en la 

actualidad la regulación de la expresión de los receptores es un área de amplio 

interés. 

Por otro lado, los receptores AT2 se expresan mayoritariamente en diversos 

tejidos embrionarios y su expresión disminuye dramáticamente después del 

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

Feuillan et al., 1993). Estos receptores se expresan en el músculo esquelético, en 

la médula suprarrenal (Feuillan et al., 1993), en la aorta fetal (Viswanathan et al., 

1991) y en algunas áreas del cerebro de ratas recién nacidas, en áreas 

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

1991). Mediante el análisis del RNAm de receptores AT2 con la técnica de 

"Northern blot" se ha detectado la expresión de estos receptores en las glándulas 

suprarrenales, en el cerebro y en el útero. Con la ayuda de metodología más 

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

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

corazón, hígado, riñón y pulmón (Koike et al., 1994). 
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Los receptores AT2 pertenecen a la familia de receptores de siete dominios 

transmembranales acoplados a proteínas G, y se ha demostrado la interacción de 

estos receptores con las proteínas Gin2, Gi<l3 Y además se ha observado que 

pueden regular la actividad de algunas proteínas fosfatasas (Griendling et al., 

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

participan en los sistemas transduccionales activados por estos receptores. Hasta 

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

mensajeros para los receptores AT2 en tejidos específicos; la inhibición de la 

producción de GMPc (Summers y Myers 1991; Boltari et al., 1992), la activación 

de los canales de potasio (Kang et al., 1992) y la inhibición de una fosfatasa 

específica de tirosina (Kambayashi et al., 1993; Boltari et al, 1992). La mejor 

evidencia experimental que se tiene hasta ahora proviene de experimentos en los 

que se ha clonado al receptor A T 2 Y se ha expresado en células COS-7 

(Kambayashi et al., 1993). En estos estudios, la angiotensina 11 no tuvo efecto en 

los niveles del GMPc, sin embargo inhibió significativamente la actividad de 

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

comúnmente aceptado que los receptores AT2 estén actuándo a través de una 

fosfatasa en tirosina. 

Los receptores ATl se acoplan característicamente a las proteínas Gq/11 y 

Gilo, activando diferentes mecanismos transduccionales, entre ellos a las 

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

también inhiben a la adenilato ciclasa (AC) (Fig. 3). La activación o inhibición de 

las moléculas efectoras por los receptores depende por completo del tipo celular 

del cual se trate. Además, los receptores AT1 también activan directamente a 

cinasas de tirosina (Paxton et al., 1994; Marrero et al., 1994) aunque faltan aún 

más estudios para esclarecer las rutas transduccionales completas. 

La activación de las fosfolipasas C y D da como resultado la producción de 

los ya clásicos segundos mensajeros; inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), 

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

a partir de diferentes substratos. Por ejemplo, cuando los receptores AT1 son 
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Fig. 3 Mecanismos transduccionales 
del receptor AT1• 

La hormona angiotensina 11 (ang 11) se une al ~' 
receptor AT, , el cual activa a las fosfolipasas C-fl ... , 
(PlC-fl), O (PlD), Y A2 (P~) e inhibe a la adenila­
to ciclasa (AC). El receptor está acoplado al efec­
tor por medio de proteínas G (representados por 
las subunidades a, fl y y). la PlC-fl hidroliza al 
fosfatidilínositol bisfosfato (PIP 2)' para producir 
inositol trisfosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El 
IP3 se une a un receptor específico que induce la 
liberación del ión 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 ácido fosfatidico (PA) y colina. El 
PA se puede convertir en DAG por acción de la 
fosfatido-fosfohidrolasa (PPH). La P~ hidroliza 
a la PC liberando al ácido araquidónico (AA), un 
precursor de leucotrienos (l Ts), prostaglandinas (PGs) y 
tromboxanos (TX). la angiotensina 11 también puede abrir 
canales de calcio a través de los cuales entra calcio extra­
celular que participa en la activación de proteínas como la 
calmodulina. la angiotensina 11 también activa cascadas 
de fosforilación como la vía de las proteínas cinasas acti­
vadas por mitógenos (MAPKs) (cascada de fosforilación 
en serinas y treoninas) o la vía de las proteínas JAK-STAT 
(cascada de fosforilación en tirosinas). Estas vías llevan a 
la expresión de genes (c-fos, c-jun) que regulan la transcrip­
ción de varios genes que codifican para proteínas 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 proteína Gq. La fosfolipasa C 

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

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 ácido fosfatídico, el cual se convierte en DAG 

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

proteína cinasa C (PKC) y ésta fosforila proteínas clave que contribuyen por 

ejemplo en el crecimiento celular y I o la contracción del músculo liso vascular y 

del músculo cardíaco, para lo cual también participa el IP3 al liberar el calcio de los 

reservorios intracelulares que activa a diversas enzimas dependientes de calcio I 

calmodulina (Fig. 3) (Jackson y Garrison 1996). Cabe mencionar que la PLD, a 

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

muy recientemente, que la fosfolipasa O se activa por el ácido 20-

hidroxieicosatetraenoico en respuesta a la angiotensina 11 y a la norepinefrina 

(Parmentier et al., 2001a; Parmentier et al., 2001b). 

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

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

en células de músculo liso vascular de una manera independiente de proteínas G 

(Marrero et al., 1994), en contraste con la activación de la fosfolipasa C-13 que 

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

El receptor AT1 no sólo activa a la fosfolipasa C o a la PLD, sino también a 

la fosfolipasa A2 (probablemente a través del incremento en Ca2
+ y la actividad de 

la PKC) la cual produce ácido araquidónico, al hidrolizar el enlace éster en 

posición 2 de la fosfatidilcolina y la fosfatidiletanolamina. El ácido araquidónico es 

metabolizado a prostaglandinas y tromboxanos por ciclooxigenasas y a ácidos 

hidroxieicosatetraenóicos y leucotrienos por lipooxigenasas. Así, el ácido 

araquidónico y sus derivados modifican la respuesta celular final al activar sus 

propios receptores. Cabe mencionar que existe evidencia experimental de la 

participación de una proteína G, en la activación de la fosfolipasa A2 inducida por 
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la angiotensina 11 en células mesangiales de riMn, ya que esta activación es 

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

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

del receptor AT, disminuye los niveles de AMPc intracelulares al inhibir 

directamente a la adenilato ciclasa (AC) por medio de una proteína G¡ sensible a 

la toxina pertussis (Douglas et al., 1990). 

Además, la activación de los receptores AT, induce la fosforilación, vía 

tirosina cinasas citosólicas, de algunos factores transcripcionales como Stat91 

(Bhat et al., 1994), o bien la fosforilación de proteínas cinasas activadas por 

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

el concepto de interacciones entre los receptores A T, y la cinasa raf-1 (Molloy et 

al., 1993). así como la cinasa src (Paxton et al., 1994), entre otras cinasas de 

tirosina. 

DESENSIBILIZACION 

Actualmente se conoce que la exposición prolongada de las células a 

agonistas conduce a la rápida pérdida o incapacidad de los receptores de 

superficie para responder. A este fenómeno se le llamó "desensibilización" y se ha 

demostrado que existe para un vasto número de receptores de membrana 

acoplados a proteínas G. Por ejemplo para los receptores 132 adrenérgicos 

(Benovic et al., 1988; Lohse et al,1990), los a., adrenérgicos (Corvera y García­

Sáinz 1984; Corvera et al., 1986), para los receptores de angiotensina AT" ya sea 

en células que los expresan endógenamente (Abdellatif et al., 1991; Boulay et al., 

1994) o bien en células transfectadas con los receptores AT, clonados (Tang et al, 

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

otros. 

Al proceso de desensibilización se le ha clasificado en dos tipos, 

desensibilización homóloga y desensibilización heteróloga, de acuerdo a la menor 

respuesta que presentan las células si son tratadas con agentes que 
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originalmente estimularon las células (homóloga) por tiempo prolongado o con 

agentes no relacionados con el estímulo inicial (heteróloga). Esta clasificación 

resulta útil para conocer el orIgen o fuentes causantes de la desensibilización y 

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

células. 

A lo largo de estos últimos anos se ha estudiado el proceso de 

desensibilización de los receptores de siete dominios transmembranales 

acoplados a proteínas G, para los cuales se ha establecido una co-relación entre 

la fosforilación en residuos de serina y treonina de su extremo carboxilo y los 

procesos de desensibilización e internalización. El proceso de desensibilización 

reportado para los receptores tipo AT 1, tanto de los que se expresan 

endógenamente como de los receptores clonados y transfectados en diferentes 

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

fosforilación en sitios específicos del receptor, el desacoplamiento del receptor de 

las proteínas G heterotriméricas, el tráfico intracelular del receptor como por 

ejemplo la internalización y reciclamiento de éste, el proceso de "down-regulation" 

del mismo y la interacción de proteínas reguladoras con las regiones 

citoplásmicas del receptor (Thomas 1999). El término en inglés "receptor down­

regulation" se refiere esencialmente a la disminución del número 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 desensibilización de las respuestas 

mediadas por el receptor A T 1, se ha observado en células de la zona glomerular 

adrenal bovina que con el pretratamiento de 1 ~M de angiotensina " por 12-24 

horas, no sólo disminuye la producción de los fosfatos de inositol sino también 

disminuyen los niveles del RNA mensajero del receptor AT1 y el número 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 ¡.1M de angiotensina no se 

modifica cuando los fibroblastos cardíacos 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 crónico). Evidentemente, estos resultados sugieren que 
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la proteína cinasa C no regula la respuesta inducida por angiotensina a través del 

receptor AT,A, 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 sí participa en la desensibilización de la respuesta inducida por 

angiotensina 11 (Balmforth et al., 1997). El experimento que lo demuestra consistió 

en medir los niveles de fosfatos de inositol (IP3) en las células de riñón de embrión 

humano (HEK 293) que expresan al receptor AT,A de manera estable y lo que 

observan es una disminución muy clara de IP3 cuando preincuban las células con 

TPA (100 nM) por 10 minutos y esta disminución es bloqueada cuando las células 

se preincuban también con 10 11M del inhibidor (Ro-31-8220) de la PKC. 

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

en el proceso de desensibilización en las respuestas inducidas por angiotensina 11 

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

mismo proceso en las células epiteliales de hígado de rata, C9. La ventaja de usar 

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

responder a la angiotensina 11 (García-Sáinz y García-Caballero 1998). 

INTERNALIZACION 

La internalización o secuestro de los receptores está definida como la 

translocación de los receptores de la superficie de membrana a compartimentos 

membranales que son inaccesibles a ligandos hidrofílicos (Staehelin y Simons 

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

receptores acoplados a proteínas G heterotriméricas y actualmente se conoce 

mucho más del receptor 132-adrenérgico. Se ha demostrado que el secuestro de 

este receptor requiere de la unión de proteínas llamadas "13-arrestinas", 

denominadas así por su capacidad para "arrestar" o bloquear la activación del 

receptor o su acoplamiento con las proteínas G. Las proteínas 13-arrestinas se 

unen a la cola citoplásmica 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 proteínas G o GRKs (Zhang et al., 1996; Ferguson et al., 1997; 
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Krupnick y Benovic 1998). Ya que las p-arrestinas se han unido únicamente a los 

receptores fosforilados, estas proteínas con la ayuda de otras como la dinamina 

dirigen a los receptores al interior celular e inducen la formación de las vesículas 

de clatrina (Fig. 4) (Goodman et al., 1996). Así, las ¡3-arrestinas no sólo intervienen 

en el desacoplamiento de los receptores activados por sus agonistas con las 

proteínas G heterotriméricas, sino también intervienen en el proceso de 

internalización de los receptores mediante la formación de las vesículas de 

clatrina. Muy recientemente se ha observado por co-inmunoprecipitación y 

ensayos de doble-híbrido en levadura (ambos ensayos detectan proteínas que 

interactúan entre sí) que las ¡3-arrestinas tipo 2 (McDonald et al., 2000) también se 

pueden unir a otras proteínas 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 última proteína es un activador 

apoptótico. En este mismo trabajo, los autores demuestran que la estimulación del 

receptor de angiotensina 11, AT'A, activa a la cinasa JNK3 y promueve la co­

localización de ésta con la ¡3-arrestina 2 en vesículas intracelulares. Por tanto, 

estos resultados experimentales sugieren que las p-arrestinas tipo 2, también 

pueden regular la distribución de otras proteínas efectoras de las cascadas 

transduccionales activadas por receptores acoplados a proteínas G. 

De la internalización de los receptores de angiotensina se había reportado 

en 1996 por Zhang y colaboradores, que el receptor AT'A se internalizaba sin la 

ayuda de la dinamina, por lo que el proceso de internalización de estos receptores 

era no sólo independiente de la dinamina sino también de la p-arrestina y sólo en 

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

manera dependiente de la dinamina. Sin embargo, Gáborik el al., han demostrado 

contundentemente que la internalización del receptor AT, es completamente 

dependiente de la p-arrestina y de la dinamina y además que la endocitosis del 

receptor depende fundamentalmente de la concentración de la angiotensina 11 

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 óptima) y otra del 

rango nanomolar (30 nM) en los ensayos de internalización en células de ovario 
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Fig.4 

Desensibilización, Internalización y Resensibilización de receptores 

acoplados a proteínas G heterotriméricas. 

En el esquema se muestra el ciclo de desensibilización-internalización y 

resensibilización de los receptores de siete dominios transmembranales 

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

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

acoplados a proteínas G; ~-arr, ~-arrestina; AKAP(250), proteína multicontacto 

de la proteína 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 acoplados a proteínas G, el receptor AT2 no se 

interna liza en presencia de su agonista endógeno, la angiotensina 11 (Hunyady et 

al., 1994; Hein et al., 1997), sin embargo sí se fosforita, al igual que el receptor 

AT,. De hecho se ha identificado que es la Ser354 en el extremo carboxito terminal 

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

por el TPA o bien por la angiotensina 11. Además, el receptor AT2 puede ser 

fosforilado de manera heteróloga por la activación del receptor AT, de manera 

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

FOSFORILACION 

Recientemente se ha demostrado que la fosforilación del receptor AT, 

endógeno en células de la zona glomerular adrenal de bovino es dependiente de 

la concentración de la angiotensina 11; además, que la proteína cinasa C (PKC) y 

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

muy probablemente no sean las únicas cinasas involucradas, ya que la 

estimulación de ambas cinasas no lleva al grado de fosforilación inducida por el 

agonista (Smith et al., 1998a). Se ha observado que la substitución de la Ser335 y 

de la Thr336 por alaninas no solamente afecta la fosforilación del receptor AT, 

mutado, sino también su proceso de internalización (Smith et al., 1998b). Qian en 

1999 utilizó la misma estrategia experimental y observó que la mutación de 

serinas por alaninas de los tres sitios consenso (Ser33
', Se~ y Se(l48) de 

fosforilación del receptor AT, por la PKC, disminuía un 70% la fosforilación 

mediada por la PKC y un 60% la fosforilación inducida por la angiotensina 11. Así, 

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

mutante del receptor evitaban por completo la fosforilación del receptor y además 

que los tres sitios consenso de fosforilación por la PKC estaban involucrados en la 

estimulación homóloga (angiotensina 11) y heteróloga (PMA) del receptor AT,. 
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En 1996, Oppermann y colaboradores demostraron la fosforilación del 

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

proteínas G, específicamente las GRK2, GRK3 Y GRK5. Todas estas cinasas 

fosforilan en menor o mayor grado al receptor AT, en respuesta a la angiotensina 

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

en células de riñón de embrión humano (HEK 293). 

En el presente trabajo se estudia la participación de otras cinasas, además 

de la PKC y PKA, en la fosforilación del receptor AT, tales como la cinasa de 

fosfoinosítidos PI-3K y la relación del proceso de fosforilación con la 

desensibilización del receptor. 

DIFERENTES ESTADOS CONFORMACIONALES 

Mediante el análisis de los resultados de algunos estudios sobre la 

activación de receptores acoplados a proteínas G, se han generado algunas 

teorías comúnmente aceptadas. El modelo clásico predice dos estados del 

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

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

inactivo (R). La conformación activa del receptor (R*) es inducida por la unión del 

agonista favoreciendo este estado, acoplándose el receptor a la (s) proteína(s) G y 

demás 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 transfección 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 acople el receptor (Samama et al., 1993; Scaramellini y Leff 1998). A diferencia 

del modelo de activación del receptor de dos estados, donde un sólo 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 fosforilación 

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

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

aumento en la fosforilación independiente del agonista en diferentes receptores 

constitutivamente activos, como en los receptores U2A y 132 adrenérgicos (Ren et 

al., 1993; Pei et al., 1994). En estos últimos receptores también se observó 

desensibilización constitutiva (Pei et al., 1994). 

En contraste, recientemente se ha demostrado que el receptor AT lA 

constitutivamente activo, por la substitución de la Asn 111 por una alanina o una 

glicina en el tercer segmento transmembranal, no se fosforila en respuesta a 100 

nM de angiotensina 11, ni se modifica la fosforilación basal del receptor pero sí se 

internaliza (Thomas et al., 2000). En el mismo estudio se observó que el análogo 

inactivoO de la angiotensina 11, [Sar1
, lIe4

, lIe~ Ang 11, fue capaz de incrementar la 

fosforilación del receptor silvestre pero no fue capaz de inducir la internalización ni 

del receptor silvestre ni del receptor constitutivamente activo. Aparentemente se 

puede distinguir a la fosforilación del receptor y a la internalización. de éste como 

dos procesos separados y además ambos procesos dependientes del estado 

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

el incremento en la fosforilación inducida por el agonista de un receptor 

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

desensibilización de la respuesta inducida por el agonista (Westphal et al., 1995). 

PROTEINA CINASA e 

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). Dei primer grupo o PKCs convencionales (u, 131, 

1311 y y), también denominadas como clásicas, todas las isoformas necesitan del 

ión calcio, del fosfolípido fosfatidilserina y del segundo mensajero diacilglicerol 

para ser activadas. Su estructura química consiste de 4 regiones conservadas 
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Fíg. 5 Isoformas de PKC. 

La estructura de las PKCs 
clásicas consiste de 4 regiones 
(C1-C4) conservadas y 5 regiones 
variables (V1-V5). La región C1 
(C1A-C1B), la cual tiene dedos de 
zinc ricos en cisteína, está involu­
crada en la unión al diacilglicerol N 
(DAG) Y al éster de forbol (TPA), 
mientras que la región C2 es la 
responsable de unir Ca 2+ . Las 
regiones C3 y C4 son los sitios 
de unión al ATP y al substrato de 
la PKC, respectivamente. Ambos 
grupos de PKCs, nuevas y a­
típicas, tienen una región similar N 
a C2 en V1, y las isoformas atípi-
cas sólo tienen un dedo de zinc. 
Varios inhibidores selectivos, co-
mo los indolocarbazoles y las bis­
indoilmaleimidas, interactúan en 
el sitio de unión al A TP (C3), 
mientras que los agentes que ac­
tivan a las enzimas, como el DAG N 
y los ésteres de forbol actúan en 
la región C1 (Way KJ, et al. ,2000). 
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(C1-C4) y de 5 regiones variables (V1-V5); la región C1, localizada en el extremo 

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

cisteínas que forman los sitios de unión al diacilglicerol ya 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 la PKC. Por otro lado 

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

unión al calcio. En los dominios C3 y C4, localizados en el extremo carboxilo 

terminal, se encuentran los sitios de unión al ATP y los sitios de unión a los 

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

PKCs nuevas (6, E, 1], a y J.l, v), todas son activadas por el diacilglicerol, por los 

ésteres de forbol y la fosfatidilserina. A diferencia de las isoformas 

convencionales, son absolutamente 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 la región C2 es la principal diferencia estructural que las distingue del 

primer grupo. Las isoformas J.l (mu) Y v (nu) tienen un dominio de pleckstrina (PH) 

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

ambas cinasas sean reguladas de manera similar; razón por la que, además de su 

alta homología, se considera que estas dos isoformas deberían pertenecer a una 

cuarta familia (Hayashi et al., 1999). 

En el último grupo se clasifican a las isoformas atípicas de PKCs (c; y A.), 

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

de forbol para su activación, aunque el fosfolípido fosfatidilserina sí puede regular 

su activación. En cuanto a su estructura, difieren mucho de los otros dos grupos, 

por ejemplo el dominio C1 sólo tiene una región rica en cisteínas y no dos y el 

dominio C2 carece de algunos residuos importantes para su plegamiento 

característico en las isoformas clásicas (Newton 1997; Mellor y Parker 1998). 

El diacilglicerol y los ésteres de forbol, dada su naturaleza hidrofóbica, 

causan un incremento en la afinídad de la PKC por la membrana y por tanto 

ayudan a la enzima a translocarse a la membrana (Kraft et al., 1983; Wolf et al., 

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

un determinado tipo celular se deben a las diferencias en la localización 
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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 1311 no sólo se transloca del citosol a la membrana perinuclear sino también a 

la membrana plasmática cuando es activada en miocitos cardíacos de rata 

(Distanik 1994). 

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

demostrado que los fosfoinosítidos fosfatidilinositol 3,4-bisfosfato y el 3,4,5-

trisfosfato, que actúan como segundos mensajeros, pueden activarlas, 

específicamente a la PKC 15, PKC E, PKC T] (nuevas) y a las PKC 1; y A. (atípicas) 

(Nakanishi el al., 1993; Wymann y Pirola 1998; Rameh y Cantley 1999). 

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

una multiplicidad de funciones, como por ejemplo, desensibilización de los 

receptores de membrana, modulación de la estructura de la membrana, 

regulación de la transcripción, del crecimiento celular, de los procesos de 

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

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

regulada por dos mecanismos principalmente, el primero consiste en la 

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

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

demostraron por primera vez la fosforilación in vivo de la proteína 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. Más recientemente, con la 

ayuda de la espectrometría de masas, la secuenciación de péptidos y la 

mutagénesis dirigida, se ha demostrado que la fosforilación de los tres sitios (Thr 

del asa de activación, ThrlSer de autofosforilación del extremo carboxilo, SerlThr 

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

(clásicas, nuevas y atípicas) es indispensable para su activación (Parekh el al., 

2000). Por ejemplo, tres residuos (Thrsoo, Thr641 y Ser660
) de la PKC~I son 

fosforilados, dos de ellos (Thr5OO
, y Ser660

) por la PDK1 y uno (Thr641
) por 

autofosforilación. La fosforilación de uno (Ser660
) lleva a la autofosforilación del 
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otro (Thr64
\ En este mismo trabajo observan que la fosforilación de la Ser660 es la 

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

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

enzima al desplazar al pseudosubstrato del sitio de unión al substrato. El 

pseudosubstrato es una secuencia localizada en el extremo amino terminal o 

región reguladora de la misma enzima, que ocupa el sitio de unión al substrato en 

ausencia de éste (Newton 1995). 

CINASA DE FOSFOINOsíTIDOS (PI-3K) y PKB 

Muchos de los mecanismos transduccionales activados por diferentes 

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

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

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

regulación diferencial (Fig. 6). Como en este trabajo nos interesó estudiar si 

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

receptor AT, al ser activado por su agonista natural, la angiotensina 11, a 

continuación se profundizará con mayor detalle en las isoformas de PI-3Ks que 

pueden ser activadas por receptores acoplados a proteinas G. 

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

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

(PIP2) aunque también pueden fosforilar al fosfatidilinositol (PI) y al 

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

posición 3'-OH al anillo del inositol de los fosfatidilinositoles. los productos 

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

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

interés ya que pueden ser activadas por los dimeros l3y de las proteinas G. Del 

grupo I A hay 3 isoformas p110 (a, 13 yo codificadas por 3 genes distintos). las 

isoformas p110 a y 13 están distribuidas ampliamente en distintos tejidos en 

mamiferos, en contraste con la isoforma p110 o cuya expresión parece estar 

restringida al tejido hematopoiético. la isoforma p110 13 puede ser activada por la 
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PI-3Ks 

CLASE Caracteristicas estructurales de la Subunidades Regulación 

Subunidad catalítica Catalítica I Adaptadora 

I • Cinasas de tirosina 

p110 a, /l, ~ p8Sa (lA) 

A • \J I p8S /l 
p8Sy I . Proteínas G 

heterotriméricas (lA y 

I p110 Y p101 
lB) 

B 

• Ras (lA y lB) 

11 I PI-3K-C2 ? ? c-r . 
a, 13, y 

III I Análogos de p1S0 Constitutiva ? 

Vps34p 

Fig. 6 Diferentes clases de PI-3Ks descritas en mamíferos y las características que las definen. 

Se muestra la región de unión a la subunidad adaptadora • . la región de unión a la proteína G 

monomérica (Ras) O . el dominio PIK (del inglés; PI kinase homology) _ . el dominio catalltico y 

el dominio C2 c:::> (Tomado de: Vanhaesebroeck B y Waterfield MO. 1999). 



proteína G monomérica Ras, por receptores con actividad intrínseca de tirosina 

cinasa y por receptores acoplados a proteínas G a través de los dímeros ~y. Es 

necesario mencionar que los receptores con actividad de tirosina cinasa activan a 

la PI-3K- p110 ~ a través de regiones homólogas a Src (SH2) en su subunidad 

reguladora p85, ya que en esta familia las enzimas PI-3Ks existen como 

complejos de subunidades catallticas con las subunidades reguladoras o 

adaptadoras p85; estas últimas tienen en su estructura dominios de unión SH2 

que son módulos, de aproximadamente 100 aminoácidos, que se unen 

específicamente a las fosfotirosinas de los receptores con actividad de cinasa u 

otras proteínas. En este grupo (lA) hayal menos 7 isoformas de las subunidades 

adaptadoras p85, generadas por la expresión y "splicing" alternativo de 3 genes 

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

Los receptores acoplados a proteínas G activan a la p11 O ~ mediante los 

dímeros ~y, 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), los cuales activan a la subunidad catalítica p110~ por 

medio de los dominios SH2 de la subunidad reguladora p85. 

Del grupo 18 solamente se conoce a la subunidad catalítica p 11 Oy en 

complejo con la subunidad reguladora p101, cuya expresión se limita a los 

leucocitos de mamíferos. Los heterodímeros p110 yl p101 son activados por los 

dímeros ~y de las proteínas G heterotriméricas o bien por las proteínas 

Ga activadas, particularmente Gaq. Se ha visto en células Cos-7 transfectadas 

con los receptores muscarínicos m1 y m2, los cuales se acoplan a Gaq y a Ga¡ 

respectivamente, que la subunidad p101 es indispensable para la activación de la 

p110 Y por los dímeros ~y y por las Gaq, promoviendo así la proliferación celular 

al activar a la proteína cinasa 8 o Akt (Murga et al., 1998). 

Akt 1 PK8 deriva su nombre de su alta homología con las cinasas de serina 

y treonina activadas por segundos mensajeros, PKA y PKC, así como también de 

su alta similitud con la oncoproteína viral v-Akt. La PK8 está conformada 
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estructuralmente por un dominio homólogo de pleckstrina (PH) en su extremo 

amino terminal, por un dominio de cinasa y una región reguladora en su extremo 

carboxilo. En general los dominios PH se encuentran en proteínas efectoras que 

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

Kd del rango nanomolar) a los fosfoinosítidos; PI(4,5)P2, PI(3,4)P2 Y PI(3,4,5)P3; 

los dos últimos fosfoinosítidos son de hecho los principales productos de la 

actividad de las cinasas PI-3Ks y ambos productos activan directamente a la Akt I 

PKB a través de su dominio homólogo de pleckstrina (Franke et al., 1997a; 

Klippel et al., 1997). También se ha reportado que la región carboxilo-terminal de 

algunos dominios PH se une a los dímeros py de las proteínas G heterotriméricas 

(Koch et al., 1993). 

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

especificos, uno en el dominio de cinasa (Treonina308
) y otro en el extremo 

carboxilo-terminal (Serina473
), requieren ser fosforilados para que esta cinasa sea 

completamente activada. En la búsqueda de la cinasa responsable de fosforilar 

estos dos aminoácidos, se encontró que la POK1 (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 serina473 de la Akt 

I PKB es fosforilada por la POK2 y se sugiere también que esta cinasa es la 

misma POK1 pero en complejo con la cinasa PRK2 (del inglés PKC-related 

kinase) (Vanhaesebroeck B y Waterfield MO, 1999). Cabe mencionar que la 

cinasa POK1 también posee un dominio PH en su estructura, que esta cinasa 

activa a la PKB al fosforilar ambos residuos (Treonina308 y Serina473
) lo que hace 

de manera dependiente de los fosfoinosítidos PIP2 I PIP3 Y además 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 proteína 

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

isoformas de PKC, específicamente la PKC ~ y la PKC cS. Estas isoformas son 

fosforiladas en sus asas de activación por la POK1 in vitro y de una manera 

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

Good etal., 1998; Chou etal., 1998). 
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Dado el efecto proliferativo o anti-apoptótico de la PKB, se sugiere que 

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

tipos de cáncer, como el de páncreas, el de ovario y el de glándulas mamarias 

(Franke et al., 1997b; Downward 1998). El que una senal determinada induzca 

proliferación, diferenciación o muerte celular, depende del tipo celular y está 

finamente regulado por la expresión génica y por cascadas de activación de 

diversas enzimas como cinasas, proteasas, etc. 

Existen muchas enfermedades en las que las células mueren 

prematuramente, por ejemplo en un infarto del corazón, 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 

está 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 hígado y lesiones traumáticas del 

cerebro (Thornberry y lazebnik 1998). En este mismo sentido se ha visto que 

algunos virus inducen la expresión de algunas proteínas "anti-apoptóticas" 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 célula huésped para poderla infectar y multiplicarse en ella. 

la muerte celular programada o apoptosis se considera como un proceso 

activo de auto-destrucción celular genéticamente programada, a diferencia de la 

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

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

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

estímulos, incluyendo la presencia o ausencia de factores de crecimiento, 

alteraciones en el ciclo celular y algunos tipos de estrés. Existen tres vías 

principales de senalización apoptótica. Una de ellas es mediante la interacción 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 vía de senalización es iniciada por la ausencia o eliminación de 

factores de crecimiento y es regulada por la familia de proteínas BcI-2, como BcI-x 
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y Bad, las cuales al interactuar entre sí, inducen o no la liberación del citocromo c 

y de AIF (del inglés apoptosis-inducing factor) de la mitocondria (Petit et al., 1998) 

y posterior activación de la proteína de 130 kD o Apaf-1 y de la cascada de 

caspasas (Zou et al., 1997). La tercera vía es iniciada por el dai'\o al ADN por una 

desoxiribonucleasa activada por una caspasa, CAD (del inglés caspase-activated 

deoxyribonuclease), y la activación secuencial de algunas caspasas (Enari et al., 

1998). 

La familia de Bcl-2 está compuesta por al menos 15 proteínas descritas 

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

proteínas anti-apoptóticas muy relacionadas estructuralmente a BcI-2 (Bcl-x, Mcl-

1, A1, etc) y proteínas pro-apoptóticas (Bak, Bax, Bad, Blk, etc). Todos los 

miembros de esta familia tienen la capacidad de formar dímeros mediante la 

interacción del dominio estructural BH característico de esta familia, el dominio 

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

El estudio de los efectos anti-apoptóticos de la Akt / PKB, producidos en 

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

llevó a diversos grupos de investigación a tratar de identificar los substratos de la 

PKB. Así se encontró que la proteína pro-apoptótica Bad es fosforilada por la PKB 

en la Serina 136 (Fig. 7) (Downward 1999), una vez que Bad ha sido fosforilada por 

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

manera Bcl-2 y/o Bcl-x ya pueden ejercer su efecto inhibidor del proceso 

apoptótico en ausencia de Bad. También se ha demostrado que la caspasa-9 

(Cardone et al., 1998) y algunos factores transcripcionales (FKHR, FKHRL 1) de la 

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

(Brunet et al., 1999; Kops et al.,1999; Biggs et al., 1999). Estos factores 

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

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

Fas, el cual promueve apoptosis a través de su receptor de membrana CD95. 
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Fig.7 

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

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

por los receptores de siete dominios transmembranales acoplados a proteínas 

G. A, agonista; a q• subunidad alfa de la proteína G heterotrimérica; l3y, dimeros 

beta-gamma de las proteínas G heterotriméricas; PI-3K (p11 Oy/1 01), cinasa de 

fosfoinositidos; PIP2. fosfatidilinositol (4,5) bisfosfato; P1P3, fosfatidilinositol 

(3,4,5) trisfosfato; PTEN, fosfatasa de fosfoinosítidos; POKs, cinasas 

dependientes de fosfoinosítidos; PKB, proteína cinasa B; Caspasa 9, proteasa; 

BAO, proteína pro-apoptótica; FKHR, factor transcripcional de la familia "Fork­

Head". 



ANTECEDENTES 

Los antecedentes más importantes de este trabajo, que fundamentan los 

objetivos planteados más adelante, son los siguientes: 

Dado el conocimiento obtenido a partir del estudio de diversos receptores 

de membrana acoplados a proteínas G, actualmente se acepta que la fosforilación 

del receptor es un mecanismo de regulación de la cascada transduccional 

activada por el receptor. Por ejemplo, en el caso de la desensibilización homóloga, 

en la que sólo los receptores activados por su agonista disminuyen su capacidad 

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

acoplados, los receptores son en su mayoría fosforilados por las cinasas GRKs 

(Ferguson et al., 1997). Mientras que en el proceso de desensibilización 

heteróloga. los receptores son fosforilados preferencialmente por cinasas 

activadas por segundos mensajeros como la PKC y la PKA (Clark et al., 1988; 

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

(Hadcock et al., 1992). 

Como ya se mencionó en la introducción, se ha observado la disminución 

de la respuesta de los receptores AT 1 por la exposición prolongada a la 

angiotensina 1/ o a los ésteres de forbol en diversos tipos celulares (Abdellatif et 

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

et al., 1997; Tang et al., 1998); sin embargo, aún no es claro por lo menos para 

las cinasas activadas por segundos mensajeros si éstas participan en la 

desensibilización homóloga y I o heteróloga del receptor. 

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

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

continuación: 

Se observó la fosforilación del receptor AT1A inducida por la angiotensina 1/, 

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 la fosforilación del receptor AT1A por las 
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cinasas GRKs en respuesta al agonista, específicamente las GRK2, GRK3 Y 

GRK5, en células HEK-293 co-transfectadas. 

La fosforilación del receptor AT1 inducida por la angiotensina 11, el TPA y la 

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

evidencia experimental de fosforilación de un receptor de angiotensina 11 que se 

expresa endógenamente (Smith et al., 1998a). 

La fosforilación del receptor AT1A parece estar restringida al extremo 

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

segmento de 11 residuos; Ser326_Thr336). El receptor truncado a partir de la Ser326, 

ya no es substrato de fosforilación en células COS-7 transfectadas 

transitoriamente (Smith et al., 1998b). 

Se han identificado algunos sitios de fosforilación del receptor AT1A 

silvestre en células CHO-K1 transfectadas transitoriamente con el receptor (Oian 

et al., 1999). Los receptores mutados en la Ser331 , Ser 338 y Ser 348 disminuyen un 

22%, 52% y 47%, respectivamente, la fosforilación inducida por la angiotensina 11, 

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

mutante disminuye hasta un 60% el efecto de angiotensina 11 y un 70% el de PMA, 

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

agentes. 

Por último, con trabajo previo realizado en el laboratorio se demostró la 

participación de la PI-3K en la fosforilación del receptor a1b-adrenérgico inducida 

por el ácido lisofosfatídico en fibroblastos de rata (Casas-González et al., 2000). 

HIPOTESIS 

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

en respuesta a la angiotensina 11 así como a otras hormonas, las respuestas que 

activa el receptor se desensibilizarán. 
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OBJETIVO GENERAL 

• Estudiar la deIenaibiIizaci Y fOsforiIación del receptor de angiotensina 

AT, endógeno en las c6Iutaa es eplllliales de hlgado de rata. 

OBJETIVOS e.PECIFICOS 

• Determinar si el receptor AT, endógeno que se elCpreS8 en las células 

epiteliales de hfgado de rata (el) se desensibiflza de manera homóloga y I 

o heter6Ioga. 

• DetermInar qué cínasa(s) fOIfotflll(n) al receptor AT, en respuesta a su 

agonista endógeno. la ~ U. 

• Establecer si la fosforiIaci6n del receptor AT, inducida por la anglotensina II 

es mediMa a tra. de pro,.lnea O tensibtes (01. Go) y I o insensibles a la 

toxina de Pertussis (Gq). 

• Determinar si el AtCtPtor AT, endógeno es fosforiIado de manera 

heter6toge por la actNlCi6rt de otros receptores aoopIadoa también a 

protelnas G. como tos nMIIIfl"D'ee di V8IOfINsine. dIt icido Iisofosfatfdico Y 
conocer lee cinasae ~ en le ·foaforitacIón del receptor. 

Las metodoIoglas .'.1.... en .... trabajo asl como tos resuftadoa 

obtenidoa estén d.sultoe en detalle en el aJttculo: 



Garcla-Caballero A, Olivares-Reyes JA, Catt KJ and Gacla-Sáinz JA (2001) 

Angiotensin AT1 Receptor Phosphorylation and Oesensitization in a Hepatic: Cell 

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

Pharmacology. 0:576-585. 

Este articulo se incluye en la sección de los resultados, que se resumen a 

continuaci6n. 

RESUMEN DE RESULTADOS 

V.,1dac:16n del modelo. 

Debido a que en los hepatocitos en cultivo primario se disminuye su 

capacidad para responder a la angioten8ina 11 a causa de una muy marcada 

disminución en la densidad de la población de receptores (Bouscarel et al., 1990), 

nos interesó estudiar alguna linea celutar hepática que expresara receptores de 

angiotensina 11 y que ademés fueran funciona". La clona 9 (C9) es una linea 

celular epitelial aislada de higado normal de rata Sprague-Dow!ey que se ha 

observado, por ensayos de "binding" o de asocIaci6n de un ligando marcado 

radioactivamente con el receptor (KozIowski et 81.,1993) además de ensayos 

funcionales (Garcla-Séinz y Garcla-Caballero 1908), que expresa receptores de 

angiotensina 11. En un trabajo previo, hablamos observado que la activación de los 

receptores AT 1 en las células C9 induce el aumento en la producción de los 

fosfatos de inositof IP" IP2 e IP3 asl corno el aumento en la Iiberacl6n del calcio de 

los reservorios intracelulares y en la expresión del RNAm de c-fos (Garcla-Sáinz y 

Garcla-Caballero 1998). 
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Desensibilización homóloga. 

En las células epiteliales de higado de rata C9, el receptor AT1 endógeno 

muestra una clara disminución en su capacidad de inducir la liberación de calcio 

de reservorios intracelulares en respuesta al agonista cuando se pre-estimulan las 

células con la angiotensina 11 (Fig. 1, pago 578 del articulo). La desensibilización 

mostró dependencia de la concentración del estímulo inicial o primer estímulo 

(Fig. 1 B, pago 578 del artículo), con una ECso: 2 nM. 

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

células "C9" se desensibiliza de manera homóloga, es decir por su propio 

agonista, la angiotensina 11. 

Desensibilización heteróloga. 

La liberación de calcio inducida por 100 nM de angiotensina 11 es menor 

cuando las células C9 son pretratadas con TPA 1¡.1M Y dbAMPc 100 ¡.1M, 

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

artículo). El curso temporal del efecto de ambos agentes sobre la liberación de 

calcio intracelular inducida por la angiotensina 11, muestra una disminución parcial 

desde los primeros minutos (Fig. 2A, pago 579 del artículo). 

La estimulación inicial con el ácido lisofosfatídico 1 ¡.1M Y la vasopresina 10 

nM reduce la respuesta de calcio inducida posteriormente por la angiotensina 11 

100 nM (Fig. 3 del artículo). 

Estos resultados demuestran que el receptor AT1 también se desensibiliza 

de manera heteróloga por el ácido lisofosfatídico y la vasopresina y que las 

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

la desensibilízacíón temprana del receptor. 
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Fosforilación homóloga. 

La fosforilación del receptor AT1 mostró ser dependiente de la 

concentración de angiotensina 11, la curva obtenida muestra un valor de la EC50 de 

0.4 nM (Fig. 5A, pago 580 del artículo). Esta fosforilación homóloga es bloqueada 

parcialmente por el inhibidor específico de la PKC (bisindolilmaleimida 1) (Fig. 5, 

pago 581 del articulo) y por los inhibidores de la PI-3K (wortmanina y L Y294002) 

(Fig. 7A, 7B, pago 581 del artículo). El efecto de los inhibidores de la cinasa de 

fosfoinosítidos mostró ser también dependiente de la concentración, con un valor 

de 8 nM para la IC50 de la wortmanina y de 125 nM para la IC50 del L Y294002 

(Fig. 7B, pago 581 del artículo). 

La fosfonlación de la Akt I PKB, que es un reflejo de la activación de la PI-

3K, fue inducida por la angiotensina 11 y se observó una dosis y tiempo máximos 

con 1 ¡lM de la hormona a los 5 minutos de estimulación (Fig. 10A, 10B, pago 583 

del artículo). la fosforilación de la PKB fue bloqueada en su totalidad por los 

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

(Fig. 10C, pago 583 del artículo). 

La asociación de la PKC & a la membrana fue estimulada significativamente 

por el octapéptido, angiotensina 11 e inhibida parcialmente por el inhibidor 

bisindolilmaleimida (Fig.1 00, pago 583 del artículo). 

La fosfonlación homóloga del receptor inducida por la angiotensina 11 fue 

bloqueada parcialmente (50%) por el pretratamiento de las células con 100 ng I mI 

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

En conjunto, estos resultados sugieren la participación de proteínas G 

sensibles e insensibles a la toxina de Pertussis en la fosforilación del receptor AT1 

inducida por angiotensina 11, así como la participación de la proteína cinasa e y de 

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



Fosforilación heteróloga. 

Se observó la fosforilación heteróloga y temprana del receptor AT, causada 

por la activación de otros receptores de membrana acoplados a proteínas G 

(receptores de vasopresina y del ácido lisofosfatídíco) (Fig. 9, pag 583 del artículo) 

y por los activadores (TPA: Fig. 58, 5C y 6 pago 580-581 del artículo; dbAMPc: 

Fig. 9, pago 583 del artículo) de las cinasas activadas por los segundos 

mensajeros, PKC y PKA. 

La fosforilación causada por el LPA 111M Y la vasopresina 10 nM fue 

mediada principalmente por la PKC (Fig. 9, pago 583 del artículo) ya que se inhibió 

significativamente en ambos casos por el inhibidor específico de la PKC, 

bisindolilmaleimida 1 11M (8IM). El grado de fosforilación del receptor inducido por 

cualquiera de los agentes utilizados alcanzó la mitad del efecto inducido por la 

angiotensina 11 100 nM. Sólo cuando se estimuló a las células con el TPA y la 

angiotensina 11 juntos se observó un efecto aditivo de ambos agentes sobre la 

fosforilación del receptor (Fig. 5C, pago 580 del artículo). 

RESULTADOS NO PUBLICADOS 

De la fosforilación homóloga del receptor AT, nos interesó estudiar las 

isoformas de PKC que pudieran ser activadas por la angiotensina 11 y observamos 

un incremento en la translocación de la PKC.s a la membrana inducida por el 

agonista, como ya se mencionó en el resumen de los resultados publicados. 

También observamos un incremento en la translocación de la PKCa a la 

membrana inducida por el éster de forbol (TPA), pero no por la angiotensina 11 a 

los 5 minutos de estimulación (Fig. 1); entonces, podemos sugerir la participación 

de esta isoforma en la fosforilación (heteróloga) del receptor AT, inducida por el 

TPA. Cabe mencionar que no se detectó la presencia de las isoformas, ~II, e y S' 
por ensayos de "Western-Blot" en las preparaciones de membranas de las células 

C9 a los 5 minutos de estimulación de las células con la angiotensina 11. 
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De la participación de otras cinasas, diferentes de la PKC y PI-3K, en la 

fosforilación del receptor AT, en las células C9, pensamos que alguna cinasa de 

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

"Western-Blot", observamos la expresión de la cinasa GRK5 en extractos totales 

de las células C9 (Fig. 2). 

Por otra parte, se estudió la posibilidad de que las proteínas G sensibles a 

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

del receptor AT, (Fig. 3): sin embargo, no se observó modificación alguna en los 

efectos de ambos inhibidores (wortmanina y bisindolilimaleimida 1) sobre la 

fosforilación del receptor inducida por la angiotensina 11 en células pretratadas con 

la toxina. 

Acerca de la comunicación cruzada o "cross-talk" entre receptores, también 

observamos que el receptor de angiotensina 11 AT, puede ser fosforilado por la 

activación 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 activación del receptor de EGF. 
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.-PKCa 

Fig. 1 Translocación de la PKCa a la membrana 
por el TPA. Las células se incubaron en ausencia o 
presencia de la angiotensina 11 100 nM durante 5 min y del 
TPA 1flM 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. 

Mr 

97-
68-

43-

GRK5 (p65) 

B Ang 11 

lB: anti-GRK5 

Fig. 2 Expresión de la cinasa GRK5 en las 
células C9. Se realizaron ensayos de "Western­
Blo!" en muestras de extractos totales de las 
células C9 epiteliales de hígado de rata, estimuladas 
o no con angiotensina 11 100 nM durante 5 minutos. 
Se muestra un experimento representativo de 3-4 
experimentos. 

Mr 

46-

30-

PTX 100 ng/ml 

B Ang 11 WT BIM+WT 

..... .-AT1-R 

Fig. 3 Efecto de la toxina pertussis y los inhibidores 
de PKC y PI-3K en la fosforilación del receptor AT1• 

El receptor AT1 fosforilado se inmunoprecipitó como se indica 
en materiales y métodos del artículo (pag. 577). Las células se 
preincubaron de 12 a 24 horas con la toxina pertussis (100 ng/ml) 
y el día del experimento las células se preincubaron o no durante 

30 minutos con los inhibidores de cinasas previamente a la 
estimulación con la angiotensina 1I 100 nM. 



Fig.4 

Fosforilación del receptor 
AT1 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 11M del inhibidor 
(AG1478) durante 30 min y se 
estimularon con 1 n9 I mi de EGF 
durante 5 mino 

Panel C; Curso temporal del efec­
to del EGF en la fosforilación del 
receptor AT1. Las células se esti­
mularon con 1 n9 I mi de EGF. Se 
muestra el promedio y el error es­
tandar de 5-6 experimentos. 
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ABSTRACT 
Desensrtization and phosphorylation 01 the endogenous angio­
tensin 11 AT, receptor were studied in clone 9 J;ver caUs. Agonist 
activation of A TI receptors blunted the response to subsequent 
addition 01 ang,otenstn 11. Partial inhibition 01 the angiotensin 
II-Induced catcium response was observed when cells were 
pretreated wrth dibutyryl cyclic AMP, tetradecanoyl phorbol 
acetate (TPA), vasopressin, or Iysophosphatidic acid. AII 01 
these desensrtization processes were associated with receptor 
phosphorytation. Angiotensin Il-induced AT, receptor phos­
phorylation was partially blod<ed by the protein kinase C inhib­
rtor blSindolylmaleimlde I .,d by phosphoinosrtide 3-kinase 
inhibrtors (wor1mannin and L Y294002); the actions 01 these 
inhibitors were not addftive. Pertussis toxin pretreatment of 
cells also partially inhibtted lW1giotensin II-induced AT, receptor 

The p",ssor octapeptide angiotensin 11 (Ang Il) mediates a 
plethora of phyaiological proce .... in the cardiovascular sy.­
tem, brain, livor, kidney, adrenal gland., and pituitary gland, 
as well as in many other organa and systems <Jackson and 
Garriaon, 1996). The actiona of Ang 11 are initiated through 
ita interaction with two seven-transmembrane domain recep­
to .. , the AT, and AT. receptor 8ubtypes ([nagami et al., 
1994>' 

AT¡ receptors (ATI-Ra) mediate m08t ofthe known actions 
of Ang 11, and they are GPCRs that activate ph08phoin08i­
tideICa2 - signaling via pertU88is toxin-insensitive G pro­
teins. In sorne ceU types, they are a1so coupled to other 
ph08pholipases and to inhibition of adenylyl cyclaae via per­
tussis toxin-sensitive G proteína (García-Sáinz and Macias­
Silva, 1990; Bauer et al., 1991). AT,-Rs are integral mem­
brane proteina (Murphy et al., 1991; Sasaki et al., 1991) and 

nu. researeh " .. aupported iD pIlrf. by ¡r&nUi from Consejo Sac:ionaJ de 
Citmm 1 Tecnolocia (27569N). 
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phosphorylation. TPA-induced AT, receptor phosphorylation 
was completely blocked by bisindolylmaleimide l. AT, receptor 
phosphorylation was also induced by vasopressin and Iyso­
phosphatidic acid, and these effects were partially inhlbrted by 
bisindolylmalelmide l. Angiotensin 11 increased Ak1IPKB (pratein 
kinase B) phosphorylation and protein kinase C membrane 
association. The effect en Al<tIPKB phosphorylation was 
blocked by phosphoinositide 3-kinase inhibltors. These find­
ings indicate that clone 9 cells exhibrt both homologous and 
heterologous desensitization in association with AT, receptor 
phosphorylation. In these hepetic cells, angiotensin II-induced 
receptor phosphorylation involves pertussis toxin-sensitive and 
-insensitiva G proteins. and is mediated in parí through protein 
kinase C and phosphoinosrtide 3-kinase. 

have a molecular mass of -41 kDa. The intracellular car­
boxyl terminu8 (residue. 305-359) of the AT ,-R contains 
numerou8 serine and threonine residues, some of which have 
been implicated in receptor activation and regulation (Huny­
ady et al., 1994; Thoma. et al., 1995; Smith et al.,1998a; 
Thomas, 1998). 

As with many other GPCRs, AT,-Rs are subject to several 
forms of regulation. Desensitization of GPCRs is frequently 
asaociated with their covalent modification, typically by 
phosphorylation. which uncouples them from G proteins and 
initiate8 their internalization and recycling. Desell8itization 
of AT,-R-mediated signaling has been obaerved in celia trans­
fected with claned AT,-Rs (Tang et al., 1995; Oppermann et 
al., 1996; Balmforth et al., 1997; Tang et al .. 1998) and in 
cell. that endogenously express them (Abdellatif et al., 1991; 
Boulay et al., 1994), AT ,-R phosphorylation by GRKs seems 
to be a majar mechanism in homologou8 desensitization (Op­
permann et al., 1996), whereas receptor phosphorylation by 

A88REV1AnONS: Ang 11. angioIensin 11; ATt-R. angiotansin Al, receptor; TPA, tetradecanoyl ph~ acetate; PKC and PKA. protejn kinases e 
and A; Pl3K, pIlc:>Sphonosit 3-kinase; GPCR, G protoin-coupled receptor. GRK, G protein-ooupled receptor kinase; C9, clone 9; (C."l, 
intraceflular calcium concentration; PAGE. potyacrytamtde ~ eIectrophoresis; POK, phoSphoinositide-dependent protein kinase; EGF, eptdermaJ 
growth factor. 
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PKA and PKC appears to participate in heterologous desen­
sitization. The carboxyl term.inuB region of AT l-Rs containa 
an U-amina acid serinelthreonine-rích segment (Ser326

_ 

Thr"381 that is phosphorylated in response to Ang Il (Smith 
et al., 199Bbl. This segroent has one putative PKC phosphor­
ylation site at Ser3l and possibly a GRK phosphorylation 
Bite at Se~6 and/or Thr338

• Substitution ofSer36 and Thr33f1 

in this segment by alanine not only impairs phosphorylation 
of the mutant receptor but also affects the receptor internal­
¡zation process (Smith et al .. 1998b). More recently, Qian et 
al. 0999) observed that mutation ofthe three putative PKC 
conseosus sites (Ser33l

, SeJo338, and Ser4S
) afthe AT 1 recep-­

tor caused a 70% reduction of PKC-mediated phosphoryla­
tion and a 60% reduction in Ang lI-induced phosphorylation. 
In bovine adrenal glomendosa celIa, agonist-dependent phos­
phorylation of the endogenous AT l-Rs. as well 88 receptor 
phosphorylation induced by activation ofPRA and PKC, have 
been observed (Smith et al., 199801. 

Ang JI ia a modulator ofhepatic metabolism, and itB recep-­
ton and signaling have been extensively studied in isolated 
liver ceBs (García-Sáinz and Macias-Silva, 1990; Bauer et al., 
1991>. However, normal bepatocyte8 lose their ability to re­
spond to Ang 11 due to a marked decrease in receptor density 
duríng culture {Bouscarel et al., 19901. In contrast, the clone 
9 (C9l epithelial cell line isolated &om normal rat liver has 
been found to express AT1-Rs as detected by fundiona1 and 
binding studies (Kozlowski et al., 1993; Ga.rcía-Sáinz et al., 
1998). Activation oC AT1-Rs in C9 cells induces phosphoino­
sitide turnover via pertuasis toxin-insensitive G proteins, 
with increaaed rCa2 ~ L and e-fas mR.'lA expression (García­
Sáinz et al., 1998). In the present study, we observed. that 
AT,-R-mediated [Ca"), responses in C9 celia exhibit both 
homologous and heterologoua forma oC desensitization that 
are associated with receptor phosphory1ation. In addition, 
our studies also revealed that the AT 1-R phosphorylation 
induced by Ang 11 ¡nvolved pertussis toxin-sensitive G pro­
teins as well as PI3K and PKC activities. 

Experimental Procedures 
Material .. EGF, F-12K nUlrient mixture (Kai¡h.n', modificationl, 

ph08phate-free Dulbecco', tDOdified Eagle's medium, medium 199, 
retaJ bovine serum, t.ryp;iD. and antibioticlantimycotic: 801utiona 
were rrom Lire Tec:hnologiea (Gaithersburr. MDI or Bionuids (Rack­
ville, MOl. Ang 11, TPA. proteue inhibiton. and all other analytic:a1 
grade chemicals were from Sigma Chemical Co. <Sto Louis, MOl. 
Protein A-agarose. wortmannin, LY294002, bisindolylmaleimide 1, 
okadaic acid. protease inhibitorl. pep8tatin A. 4"-(2-aminoethyl}-ben­
zenesulfonyl nuoride hydrochJoride, and benzamidine were all from 
CaJbiochem (San Diego, CAI_ Loeartan lOuP 753) and PD123177 
were generous gifts tram DuPont (Wilmington. DE). I~I-fSarl,(4-
N3 )Phell langiotensin n was &om Covance Laboratories (Vienna. 
VAl. ¡32PIP, (8500-9120 CiImmon was from NEN Life Science Prod­
uct.s (Boaton, MAl. Rec:ombinant N-glyeoeidaae F <N-glycanasel (EC 
3.5.1.52) was rrom Roche Molecular Biochemica.la tMannheim, Cer­
many) and from GI)'tO <Heyi)rd, UK). Fura-21aeetoxymethyl ester 
W88 from Molecular Probea (Eqene, ORlo Pertussia taxin was pun­
fied from vaccine coru:entrates (Sekura et al., 1983; Garda-8áinz et 
aJ.. 1992). TIte C9 cell line was obtained from the American Type 
Culture CoIlection (Manasau,. VA). Rabbit polyclonaJ anti-PKCa an­
tibodiea \Vere from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA), 
anti-phoapho-AktIPKB antibodies were from PharMingen (San Di­
ego, CA), and secondary antibodies and the chemilummescence kits 
were obtained from Pierce (Roelúord, ILI. 

PKC. Pl3K. and An9iotenWi AT, "IClptoI Ptto.phoryIatIon 5n 

CelJ Culture.C9 cells _ere cultured in F -12K medium aupple­
mente<! wtth 10% fetal bovine aerum, 100 ~mJ streptomyrin. 100 
Vlml penicillin, and O.251J.#mJ amphotericin B at 37·C under a 95% 
air/!5% CO2 atm08phere. Celia were incubated "'ith pertusais toxin 
(lOO ng/mll for 12 to 24 h where indicated. 

IntraceUuJar CalciUJll Meuuremeata.. To quantify (Ca2 + 1" 
cells were loaded with 5 ,....\1 Fura-2/acetoxymethyl ester in Krebs­
Ringer-HEPES buffer (118 mM NaCl, 2.4 mM Kel, 1.8 mM CaCI2 • 

0.8 mM MgC12, 10 mM gluC08e, 20 mM HEPES, pH 7.4) containing 
0.05% bovine serum albumin. pH 7.4, ror 1 h at 37aC. Cells were 
detached by gende trypsinization. Fluorescenee measurements were 
carned out with an Aminco-Bowman (Urbana, IU series 2 spectrom­
eter with excitation monochromator set at 340 and 380 nm, with a 
chopper intervaJ orO.5 a, and the emission monochromator set at 510 
nm. The intracellular calcium concentration was caJeulated accoro.­
ing to the method of Grynk.iewicz et ajo (19851, using software pro­
vided by Aminco-Bowman; traces were directly exported to the 
graphs. 

1mm.uaoprecipitatioD 01 Pbotoallioity·Labeled ATt-Ra. 
Confluent C9 cells cultured in 10-cm dishes were washed three times 
with ice-cold medium 199 before ovemight incubation at 4~C in the 
aame medium containing the photoaffinity Iigand. 126¡_(Sar l '(4_ 
N3 lPheHJAng ll. Cells were then washed three times with ice-cold 
phoaphate-buffered satine and exposed to UV light for 10 s. Noneo­
valently bound l'l6I-azido-Ang 11 \Vas removed by incubating Lbf! cells 
for 10 min in ic:e-rold 150 mM NaCI containing 50 mM acetic acid. 
After further waahes with ice-coJd ph08phate-bufTered. saline, dishes 
were drained and the cells were sc:raped ioto Iysis buffer (50 mM 
Tris, pH 8.0, 100 mM Nael. 20 mM NaF, 10 mM sodium pyrophoa­
phate, 5 mM EDTA. 10 ~ml aprotinin. 10 JLl/mJ leupeptin, 10 
~ml .9Oybean trypsin inhlbitor, 10 IJ.IIml pepetatin, 10 JLl/ml ben­
zamidine, 1 mM 4-4..2·aminoethyn-benzenesulfonyl nuoride, and 1 
J.LM okadaic acidl and probe--sonicated (Sonifier CeU Disruptor: Heat 
Systema lntrasonics, Plainview, NY1 for 2 x 20 s. Alter removal of 
nuelei by centrifugation for 10 min at 750g, membranes were col­
lec:ted by centrifugation for 45 min at 2OO.000g. Membrane pelleta 
were solubilized by Oounce homogenization in i~ld Iysis buffer B 
Oysia buffer supplemented with 1% (vlv) Nonidet P-40. 1% (w/vl 
sodium deoxycholate. and 0.1% (wlv) SOSI. After centrifugation for 
10 min at 10,OOOg. solubi1ited membranes were incubated for 4 h at 
4-C with 2% (vlv) protein A-a¡aroe;e. TIlis precleared supematant 
was then divided ioto aliquota and stored at -2O·C before use. 
Immunoprecipitation was initiated by adding 5 ,.J of a selective 
anti-AT l-R antibody and N (vlv) protein A-agarose ovemight at 4°C 
with tumbling. The preparation and characteriatics of the rabbit 
anti-AT1-R polyclonal antibody are described in detail elsewhere 
(Smith et al., 1998a1. Immune complexes _ere collected by centrifu­
gation and washed three times with ice-cold Iysia buffer 8 lacking 
protease inhibiton. Aft.er che final wash, immune compleus were 
eluted ioto Laemmli's sampJe buffer (LaemmJi, 1970) for 1 h at 48GC. 
After resolution by SDS-PAGE (8--16% reaolving gel), photoaftlnity­
labeled ATl-Ra "ere visuaJiud ueing a Ph06phorImager (Molecular 
Oynamics, Sunnyvale CAl. 

AT l-R Pb08pborylatioa Aaay. C9 celia cultured in 10-em Pt'tri 
dishes were metabolically 1abeled for 4 h at 37·C in ph08phate-!i'ee 
Dulbecco's modified Eagle's medium containing 100 ,.,.Ci/mI r2 plP,. 
Alter three washes in Krebe·Ringer-HEPES buffer, celia were fur­
ther incubated in the same medium for 10 min at 37·C in a wat.er 
bath and stimulated with hormones or phorbol 12-myristat.e 13-
acetate ror an additional 5-min periodo Thia time wu selected on the 
huis ofprelimirulry experimenta. When required. the PKC inhibitor, 
bisindolylmaJeimide 1 (1 ,.,.M). or the PI3K inhibiton, L Y294002 ( 15 
,.,.M) or wortmannin (100 nM), were added for 30 min at 37°C prior lo 

the agornst stimulation. After stimulation. the platea were washed 
with ice-cold ph08phate-buft"ered salme. and the c:ella were mined 
before being 8CT1Iped iota Iysis buffer and probe-&onicated for 2 x 
20 8. Aft.er removal oC nuclei at 750g, membranes were pre-extracted 
by the addition of an equaJ volume of Iysis buffer containing '} M 
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NaCl and 8 M urea followed by ovemight tumbhng al 4-C. The 
membranes then were collecttod al 200.000g and aolubilized in trais 
buffer B by Dounce homogenization. Aft.er centrifugation al 14.000g. 
80Iubllized membrane! were mcubated with 2% (vlvl protein A-aga­
rose (or 1 h at ",oC. The PftCJeared supematant was incubated 
ovemight at 37°C with 10 UDitalml recomhinant N-glyeosidase F. 
The deglycosylated AT,-R was immunoprecipitated by the addition 
oC 1 ~ o( anti·AT 1 antibody and 2% (vlv 1 protein A-agaroae and 
incubated. ovemight al ",-C. The agarose-bound immune oomplexes 
were washed with Iysis buffer B lacking protease inhibitors. Lae­
mmli's sample buffer 'Nas added. and the mixtures were incubated. 
for 1 h al 48°C. The denatured complexes were resolved by SOS­
PACE on an 8 to 16'1 gradient re80lving gel. Ph08phorylated AT ¡-Ra 
"'ere visualized with a Phoaphorlmager and images were exported to 
the graphs. The level ofreceptor ph08phorylation was assessed in the 
gels with the Ph08phorImager ImageQuant software. 

AkUPKB and PECa .u..ya.. Suoconfluent C9 cells, in &.well 
plates, were switched to serum·free medium ovemight (16-18 h) and 
were stimulated. Alter three _aahes with ice-eold ph08phate-buft'· 
ered saline, ceUa were drainecl SCJ'aped into 0.1 mi of Laemmli'a 
sample buffer (Laemmli, 19701, and &Onieated for 5 l. After boiling 
for 5 min, equal quantities 01 0011 ¡yutes were subject.ed 10 SOS­
PAGE, and the separated proleins were transferred to membranes. 
A rabblt polyclonal anti-phospho-AktIPKB antíbody (0.3 ¡.4gImll waa 
uled to identify the active enzyme. Immunoreactive banda ... ere 
detect.ed uaing a horseradiah peroxidase-eonjugated secondary 8Oti­
body and enhanced chemiluminescence. lmmunoreactive banda were 
viaualized by autoradiography and quantified in a dell8itometer 
tmodel GS-700 imaging densitometer. Bio-Rad, Hereules, CAl using 
the ~olecular Analyst lW)ftware (Bío-Rad). 

Membrane 88sociation of PKCa was used as an index of enzyme 
activation, and it W88 performed 8.8 described previously (Carda­
Sáinz and Alcántara-Hemández, 1998), In brief, celia were stimu­
¡ated and the reactlon stopped by the addition of Iysia buffer and 
homogenization. Homogenata were eentrifuged at 28,000g for 20 

min. Supematanta were discarded and protein in the pelletA was 
detennined (Lowry et al., 1951). Samples (50 #Lg) were separated by 
SDS·PACE followed by electrophoretic transfer lo rnembranes. Im­
munoblotting was perlormed as described aboye using a PKCh-selec­
tive antibody. 

Results 
In agreement with previous results (GarCÍa·Sáinz et al., 

1998), Ang 1I caused a rapid 2- to 3-fold increase of [Ca"J, in 
C9 celia (Fig. n This reaehed a maximum at 100 nM and had 
an EC I50 of -5 nM (data not shown; see GarcÍa·Sáinz et al., 
1998). When the celle were stimulated with Ang 11, a tran· 
sient increase of [Ca2 +Ji was observed and the cells became 
less responsive or refractory to a second stimulation by 100 
nM Ang 1I (Fig. 1, A and C). The desensitization lo the second 
stimulation to Ang 11 was dependent on the concentration of 
the initial stimulus; the concentration·response curve 
showed an ECM) value of 2 nM for the desenaitization proces8 
(Fig_ lB). Desensitization of the response to Ang 11 was not 
due to depletion of the relevant phosphoinositide or intracel· 
lular calcium pools, as evidenced by the ability of vasopres· 
sin, bradykinin, and Iysoph06phatidic acid to increase [Ca2 ·l¡ 
in celia that exhibited refractoriness to Ang 1I (Fig. 1C). 

Activation of PKC and PKA by treatment wjth 1 ¡LM TPA 
or 100 ¡LM dibutyryl eyclie AMP, respectively, a1so decreased 
the magnitude of the [Ca'-J, response lo Ang lJ (Fig. 2Al. 
Again, this was not due to depletion of calci um pools as 
evidenced by the ability of other agents, such as Iysophos­
phatidie acid or thapsigargin, to inerease [Ca' - J, (Fig. 2Bl. In 
these cases, the desenaitization of the Ang 11 response was 
both partial (-30%) and very rapid, being evident aft.er only 

A e ~ Fic'. l. Homoloeous desensitization ol 
AT t-Ra in done 9 celia. A. cells were 
stimulated (lst) with 10 pM (upper 
trace), 1 nM (midd1e trace). or 100 nM 
Anc 11 incubated for -2 min and chal­
len¡ed again with 100 nM An¡ n (2nd). 
Intracellul8J' ca&cium was measured aa 
deecrlbed under ~rimentaJ ~. 
dures. B. concentration dependence of 
Ang II-lnduced de&ensitization. The 
concentration o( Anc n uaed durini the 
fint stimulation i8 indicated in the ab­
scisas, and in the ordinate. the response 
to 100 nM Ang JI (second stimulation, 
u a percentage of the response of celia 
not prev10UAly stimulated) is plotted. 
1be meane are plotted, and vertical 
Unes repreeent the S.E.M. ol !leVen in­
dependent experimenta. C. celia were 
atimulated with 100 nM Ani JI. chaI­
lenpd again with tbe &ame concentra­
!ion of Ana "- and further chaIIengod 
with 10 nM vaaopreuin (VP), 10 nM 
bnodykinin (810, or 1 ,.Al Iywopboopha­
tidie acid (LPA). In aU C8SeII traces are 
representative of five to seven detenni· 
nations uaing dift'erent ceU prepara­
tiona. 
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1 min oC eXpoBure to !he PKA and PKC activators <Fig. 2A). 
[nitial stimulation o( the cells with Iysophosphatidic acid or 
vasopressin reduced the subsequent response to Ang n, and 
this was not due to depletion o( calcium pools as evidenced by 
the ability o( thapsigargin to increase [Ca2 --Ji (Fig. 3). These 
data indicate that the Ang [J·induced ph08phoin08itidelCa2~ 
response ia subject to both homologou8 and heterologous 
desensitization in C9 cells. 

To study receptor ph06phorylation, photoaffinity labeling 
and immunoprecipitation studies oC the AT cR were per­
(ormed. As shown in Fig. 4A, photoaffinity labeling with 

B 
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126I-[Sar',(4-N3)Phe"]Ang II gave a broad band with molec­
ular mll88 in the 66- to 97 -k.Oa rango. Photoaflinity labeling 
intensity was markedly decreased by Ang 11 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-AT1-R antibody (Fig. 4B). When membranes were sub­
jected to enzymatic deglycosylation, the labeled 66- to 97 -kDa 
band was no looger evident, and components with lower 
molecular mass (46-41 kDa) were observed (Fig. 4B); with 
longer deglycosylation times, the -41-kDa band was the 

A +-~ Fia. 2. Efreet of TPA and dibutyryl 
cyclie AMP on Ang II-induced increa.se 
in ICa :.10-1,. A, cell! were incubated for 
the times indicated in the presence of 
100 ~M dibutyryl cyclic: AMP l·:') or 1 
~ TPA (el and challenged with 100 
nM Ang II; data are expressed as a 
perc:entage of the response of cells nol 
previously stimulated. The meana are 
plotted. and vertical tines represent 
the S.E.M. ol su. lo eight ¡ndependent 
experimenta. B, celia were incubated 
for 5 min in the absence ol any agent 
iupper panel), with 1 ~M TPA imiddle 
panel), or with 100 1L\t dibutyryl cyclic 
AMP (Iower panel) and challenged 
with 100 nM Ang n. Where indicated. 
10 ¡.I.M thapsigargm ITHAPSIl or 1 
¡.a..M Iysophosphatidic acid ILPA) was 
added. In 8i1 cases. traces are repre­
sentative ol five lO seven detennina­
tiona using different cell preparations. 
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Fi,. S. Efreet ol lysoph08phBtidic acd 
and vasopressin on Ang tI-induced in­
crease in ICa:l*I,. A. cells were incu­
bated with 1 ~M Iysophosphatidic acid 
(LPA; O) or 10 nM vasopre8sin fVP; Wt 
for 2 min and then were chaJlenpd 
with 100 nM Ang 11; where indicated. 
1 J.LM thap8igargin fTHAPSIl was 
added. The mean5 are plotted, and 
vertical Iines represent the S.E.M. ol 
sU: to eight experimenta using ditrer­
ent cell preparations. B, representa­
tive tracinp. 
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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 sarnples reveaJed labeled banda in the 46· to 41-k.Da 
range (Fig. 5). However, in the absence of glycosidase treat­
ment onIy a broad labeled band in the 66· to 97 -kDa range 
was observed (data not shown). These data indicate that the 
32P_Iabeled bands correspond to the AT¡-R detected in the 
photoaffinity-Iabeling studies. It should be noted that the 
basallabeling of the AT ¡-R W8S very small and was almost 
undetectable in sorne experimenta. Stimulation with Ang 11 
markedly increased AT ¡-R phosphorylation in a concentra­
tion-dependent manner (Fig. 5Al with an EC50 value of 0.4 
nM. TPA also increased receptor phosphorylation in a con­
centration-dependent faahion (ECoo• 2.8 nM) (Fig. 5B). The 
receptor phosphorylation induced by Ang 11 was consistently 
greater than that induced by TPA. When both agents were 
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used together to stimulate the celIs, the effect was almost 
additive tFig. SC). 

We next examined the effects of specific inhibitors to define 
the role ofdifferent protein and lipid \tinases in these effects. 
As expected, the action of TPA was completely blocked by 1 
J-L.'1 bisindolylmaleimide 1 (Fig. 6). However, Ang U-induced 
AT ¡ -R phosphorylation was reduced to a more limited extent 
(-3~1. Wortmannin and LY294002, inhibitors oCPI3K ae­
tivity, also reduced Ang lI·induced AT¡-R phosphorylation 
(Fig. 7Al. The effects ofthese inhibitors were concentration­
dependent, with ICoo values for wortrnannin and L Y294002 
oC 8 nM and 125 nM, respectivoly (Fig. 7B). Tho inhibitory 
actions of wortmannin and bisindolylmaleimide 1 were not 
additive (data not shown). None ofthe inhibitors altered the 
low basal phosphorylation of the AT 1 receptor. lnhibitors of 
PKC and PI3K were unable to block the homologous desen­
sitization of the calcium response to Ang 11. 

Pretreatment of the cells with pertussis toxio consistently 
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FiC.4. Photoaffinity labeling and lmmunoprecipitation of 
ATI·Rs. A, cells were incubated overnight at 4°C with 
12li1-ISar1,(4_N1,Phe"1Ang 11 in the presence or absence of 
1 ¡.a..\f Ang n, 10 .uM losartan. or 10 ¡LM PD1231ó7 B. 
!Olubilized 12li1·[Sarl_(4-Nl)Phe~lAng 11 photoaffinjty·la­
beled membranes from clone 9 cells were incubated over­
night at 37-C in the absence or presence of 10 V/mi 
glycosidase F; AT I'as were immunoprecipltated and re· 
solved by SDS-PAGE. A representatlve ¡mage is shown 
from three independent experimenta. 
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FiC_ 5. An, U- and TPA-induced 
AT I,R phosphorylation. A and B, 
the indicated concentrations of An, 
II (01 and TPA lel were used. The 
maximum phosphorylation induced 
by each agent WQ5 considered as 
100'1- and basal phosphorylation as 
0%. e, cells were incubated with 
100 nM An, JI (opeo columnl. 1 ¡.i.M 
TPA (solid columnl, or both agents 
{hatched columnl for 5 mino RePTe­
sentative images are presented be­
low eaeh gnph. Data are expressed 
as the receptor phoephorylation in­
duced by 100 nM Ana Il. The means 
are plotted, and vertirallines repre­
sent the S.E.M. of three to fout de­
terminations using different cell 
preparationa. 
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reduced Ang I1-induced AT ,-R phosphorylation IFig. 8), sug­
gesting that G¡ protein(s) participate in the mechanism of 
receptor ph06phorylation. The possibility that such G pro­
teins could mediate the effects of PI3K and PKC was tested. 
However, the abilities of wortmannin and bisindolylmaleim­
¡de I to decrease Ang [J-induced AT l-R phosphorylation were 
not afTected in pertussis toxin-treated celIa (data not shownl. 

The extent to which heterologous stimulation by lysophos­
phatidie acid and vasopressin or activation of PKA could 
induce AT1-R phosphorylation was also examined. As shown 
in Fig. 9, upper panels, vasopressin, Iysophosphatidic acid, 
and dibutyryl cyclic A.\1P significantly increased AT, -R phos­
phorylation_ To study the roles ofPKC and PI3K in the AT,-R 
pho8phorylations induced by lysophosphatidic acid and vaso­
pressin, the effects of wortmannin and bisindolylmaleimide 1 
were examined. As shown in Fig. 9, lower panels, wortman­
nin did not alter the receptor phosphorylations induced by 
these agents. but the PKC inhibitor, bisindolylmaleimide 1, 
markedly reduced sueh receptor phosphorylation. However. 
treatment with bisindolylmaleimide 1 did not affect the de­
sensitization of the Ang Il-medíated caJcium response in­
dueed by Iysophosphatidic aeid or vasopressin (data not 
shownJ. 

Fi •• 8. Effect oC bisindolylmaleimide 1 on AT¡-R phoephorylation. Celia 
were preincubated lor 30 min witbout or with 1 ~ biaindolylmaJeimide 
1 (8IM .• l and then stimulated with 100 nM Ang II (O )or 1 ~ TPA(.l. 
Data are expressed aa me receptor phoaphorylation induced by 100 nM 
Ana: rI. The meana are plotted. and vertica11ines represent the S.E.M. oC 
three to four experimenta UBinl different ceU preparatioM. A represen­
tative ¡mage ia shown. 

To obtain more evidence about the ability of Ang II to 
activate PKC and PI3K, AktJPKB phosphorylation and mem­
brane asaociation ofPKC8 were studied. AktIPKB is a serinel 
threonine kinase substrate of PDK-l whose activation has 
been shown to be mediated through PI3K activity tAleasi and 
Cohen, 1998; Chow et al.. 1998; Stephens et al., 1998), As 
shown in Fig. lOA, Ang 11 1100 nMI increased AktJPKB 
phosphorylation with a maximum at 5 mino The effect of Ang 
II was concentration-dependent lEC"" 2 nM) IFig. 10B) and 
was blocked by the AT, antagonist, losartan, and by the PI3K 
inhibitors, wortmannin (100 nM) and LY294oo2 11 ¡LM) IFig. 
10C>. EGF (lOO nglmll was use<! as a positive control. Acti­
vation of AktIPKB by Ang II has previously been observed in 
smooth muscle cell. (Takahashi et al., 1999). Figure lOD 
shows that Ang 11 increaaed membrane-associated PKCa and 
that this effect was reduced by 1 ILM bisindolylmaleimide 1. 
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Pie. 7. Role ol PI3K on Ang II-induced. AT ~·R phoaphor­
ylation. A. cells were preincubated lor 30 min with mu· 
imal 15 ~ LV294002 (-LV) or 100 nM wortmannin 
(- WT) and then stimulated for 5 min with 100 nM Ang n. 
B. celia were preincubated with the indicated concentra­
tíon oC LV294002 le) or wortmannin (O) for 30 min and 
then stimulated for 5 mio with 100 nM Ang 11. Oata are 
expressed as a percentage ofilie receptor ph08phorylation 
induced by 100 cM Ang U. Repreaentative images are 
a.hown. !be meana are plotted. and vertical Iines repre­
sent lbe S.E.M. or three to four detenninations using 
dHferent 0011 preparations. 



582 Garcla.caballero et al. 

Discussion 
This study has shown that the endogenoUB AT¡-Ra ex­

pressed in C9 cells are subject to homologoUB and heterolo­
gous desensitization and that such desensitization is 88sOO­
ated with receptor phosphorylation. Although e9 celIs have a 
limited AT¡-R density (Kozlowski et al., 1993), these recep­
tors were clearly identined by photoaffinity labeling and 
exhibited the anticipated pharmacological profile in compe­
tition studies. In bovine adren al glomerul08a cells, Smith et 
al. (l998b) observed that phosphorylated AT,-Rs run as a 
broad 60- to 65-kDa band in SDS-PAGE. This is shifted to a 
molecular mass oC -41 kDa after deglycosylation, consistent 
with the predicted size oCthe cloned AT 1 receptor protein (41 
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kDa). In the present study, pbosphorylated AT ¡ -Ra ran in 
SDS-PAGE as a broader band of higher molecular ma.ss 
(66-97 kDa); neverthel .... , the deglycosylated receptors also 
shifted to a molecular mass oí - 41 kDa. These data suggest 
that the AT 1 receptora in e9 celIs may be more extensively 
glyc08ylated than those expressed in adrenal glomerulosa 
censo The broad migration pattem ofthe endogenous AT ¡-Rs 
in the e9 cell Une, together with the possible presence of 
comigrating nonreceptor phosphoproteins, could interfere 
with the quantification oí glYC08ylated phospho-AT ¡-Ra. For 
this reason, the solubilized 32P-labeled phospho-AT ¡-Rs were 
subjected to enzymatic deglycosylation before SDS-PAGE 
analysis. 

--en e « 
-•• 

Fil_ 8. Effect al pertussis torin on Ang lI-induCt'd 
AT ¡"R phoaphlwylation. Cells were preincubated or 
Rot with 100 nglml of pertussis toxin IPl'Xl aYer· 
night and then stimulated ror 5 min with 100 nM 
angiotensin II ,Anlll). Data are espreaaed 88 the 
receptor phospborylation induced by 100 nM Ang n 
in control celb.. .-\ repreaentative image i8 shown. 
The me&ns are pk.tted, and vertical linea represent 
the S.E.M. o( three detenninationa usíng different 
cen preparatioDs. 
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In this study, we observed that activation ofPKC with TPA 
stimulated receptor phosphorylation and decreased the re­
sponsiveness of the cells to Ang II. The effects of TPA on 
AT l·R phosphorylation, and on the functional response, were 
of smaller magnitude than those induced by Ang JI, the 
natural agooist. The carboxyl termioi of ATt-Rs contain sev­
eral phosphorylation aites and motifs involved io receptor 
intemalization (Hunyady et aL. 1994; Thomas et aL, 1995; 
Oppermann et al., 1996; Balmforth et al., 1997; Qian et al., 
1999). Certain aites, including Se~l, Ser338• and Se~48, 
have beeo identified as putative PKC phosphorylation sites 
(Smith et al., 1998b; Qian et al., 1999J. 

Our studies in Ang Il-stimulated e9 celIs showed that the 
natural agonist markedly desensitized the [Ca2 ~ Ji response 
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and induced a receptor-selective refractory periodo In addi­
tion, Ang II induced prominent ATt-R phosphorylation. 
Treatment with both Ang JI and TPA caused an almost 
additive degree of receptor phosphorylation. These data ¡ni­
tialIy suggested the possibility that these phosphorylations 
could represent two separate processes. However. the effects 
of bisindolylmaleimide 1 indicated. that this was not the case 
and that Ang Il-induced AT cR phosphorylation is in part 
attributable to PKC. It is pOssible that activation of AT1-Rs 
partially stimulates certain PKC isoforms present in e9 celIs, 
whereas TPA induces a full and sustained activation of aU 
phorbol ester-sensitive ¡soCorms expressed in the celIs. These 
findings may reflect differences in the intensity, kinetics, and 
nature oC the PKC ¡soforms affected by the actions of the 
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Fi,. 9_ Phosphorylation of AT I'Rs in­
dueed by dibutyryl eyelie AMP, vasopres­
stn. and lysophosphatidie aeíd. Upper 
panels. cells were stimulated. with 100 nM 
Ang 11. 10 nM vasopressin IVP), 1 ¡.4M 
Iysophosphatidic aeíd (LPAl, or 100 ~M 
dibutyryl cyclie AMP 1cA...\fP) for 5 min. 
Representative ¡mages are shown. Data 
are expressed 8S the receptor phosphory­
lation induced by 100 nM Ang Il. Lower 
panels. cells were ineubated in the ah­
sence of any agent, 100 nM wortmannin 
( - WT l. or 1 }LM bismdolylmaleimide 1 
181M, for 30 min and then were stimu­
lat.ed with 1 ~ Iysophosphatidie acid 
tLPA, or 10 nM vasopressin (vp) for 5 
mino A representative image is shown. 
Data are expressed as the percentage 01 
phosphorylation induced by lysoph08pha­
tidic &cid or vaaopressin aJone. The meana 
are ploned, and vertical lines represent 
the S.E.M. olthree to four determinationa 
uaing different cell preparations. 
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Fi •• 10. Phospborylation of AktIPKB and mem­
brane auociation of PKC8. A, cells were incubated 
for the times indicated in the presence of 100 nM 
Ang 11. A representative image ia presented. B. 
cells were incubated for 5 min in the presence ol 
different concentrationa of Ang 11. A representative 
¡mage is presented. e, celia were incubated in the 
absence ol any agent or presence ol 10 ~ losartan 
(-+-LosI, 100 n..\f wortmannin (-WTl, or 1 .u.M 
LY294002 ( ... L y, lor 30 min and then challenged 
with 100 nM Anc II for 5 mm; EGF (100 ng/ml for 
S mlo) was used as a poaitive control. A represen­
tative image is presented. D, representative image 
ol PKC~membrane u.sociation; cella were mcu­
bated m the ab&eace al any agent (B). with 100 nM 
Ang n for S min., or with biaindolylmaleimide 1 for 
30 mm followed by 100 nM Ana II for 5 min 
( ... BIMl. An ¡mace representative of three different 
experimenta is abown. The means are plotted. and 
vertieallines represent the S.E.M. oC tbree to four 
determinations uain¡ different c:en preparationa . 
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agonist and TPA. In transfected human embryonic kidney 
293 reUs, agonist-induced AT l-R ph08phorylation was par­
tially blocked by the PKC inhibitor, staUl"08porine, and W88 

completely suppressed by the concomitant expressioD of a 
dominant GRK2 mutant (Oppermann et al.. 1996). AlBo, it 
has been observed that bisindolylmaleimide I partíally 
blocked Ang Il-induced AT,-R ph08phorylation (Qian et al., 
1999). In addition, alanine replacement ofputative PKC COD­

sensus sites (Ser331
, Ser338

, and Sei148
) markedly decreased 

(70%) TPA-induced AT,-R ph08phorylation and also reduced 
(60%) the receptor ph08phorylation induced by Ang Il (Qian 
et al., 1999). Our data also indicate that Ang Il-induced 
AT1-R ph08phorylation and desensitization are partially de­
pendent on PKC activity in clone 9 cells. It is likely that 
GRKs playa mllior role in agonist-induced receptor ph08-
phorylation (Oppermann et al., 1996) and that this may 
depend on the agonist concentration and the cell type stud­
ied. 

An interesting finding afthe present study was the appar­
ent role of PI3K in AT 1 receptor phosphorylation. We have 
previously observed that lysoph08phatidic acid induces alb­

adrenoceptor ph08phorylation. This eft'ect 18 mediated. 
through LPA receptora coupled to pertussis toxin-sensitive G 
proteins via Pl3K and PKC (Casas-González et al., 2000). To 
the best oC our knowledge, trua was the first evidence ror a 
role ofPI3K in the ph08phorylation of. GPCR. In the present 
study. the use of selective inhibitors suggests that PI3K is 
also involved in Ang Il-induced AT ,-R phosphorylation. The 
IC"" values obtained for wortmannin and LY294002 (8 and 
125 nM, respectively) are comparable with thoae that inhibit 
lysophosphatidic acid-induced a1b-adrenoceptor ph08phory. 
lation (4 and 60 nM, respectively). Interestingly, the efl'ects of 
PI3K inhibiton and bisindolylmaleimide 1 are not additive, 
which suggests that these ramiliee ofkinases act sequentially 
in the same pathway. Phoaphorylation of AktIPKB in re­
sponse to Ang 1I and its sensitivity to Pl3K inhibiton further 
suggest a role of the ph08pholipid kinase in this procesa. 

The PI3K family oC enzymes has been grouped into severa! 
el ........ Clasa lA PI3K isoCorms interact with ph08phorylated 
tyrosine motifs ol receptora with intrinsic tyrosine kinase 
.ctivity, whereas PI3Ky (a clasa lB isoCorm) interacts with 
heterotrimeric G proteina; such interactions seem to control 
PI3K activity (Wymann and Pirola, 1998). 

PI3K can stimulate PKC through the ph08phoin06itides 
generated by its activity. Ph08phatidylin08itol (3,4~bisph06-
phate and ph08phatidylin08itol (3,4,5)-trisph08phate have 
been reported to activate both novel (8, E, and ~) and atypiea! 
<{ and Al PKC isoCorros (Nakanishi et al., 1993; Wymann and 
Pirola. 1998; Rameh and Cantley, 1999). An intermediary 
kinaae, such as the recently identified phoophoin08itide-de­
pendent protein kinase-1 (POKI) (Stephens et al., 1998; 
Alessi and Cohen, 1996) may also participate in the control oC 
PKC. POK1, which binds with high affinity to ph08phatidyl­
inasitol (3,4,5~trisph08phate, ph08phorylates the activation 
loop .ites oC PKC{ and PKC8 in vitro and in a PI3K-depen­
dent manner in vivo (Chow et al., 1996; Le Good et al., 19981. 
Interestingly, the clasaiea! PKCa, -/11, and -/l1I isoCorms bind 
directly to POK1 coexpressed in human embryonic kidney 
293 cells (Le Good et al., 1998), raising the possibility of 
general control oC the PKC Camily by POK!. 

The partíal inhibition of Ang Il-induced AT,-R phosphor­
ylation by pertu88is toxin was unexpected, since we previ. 

ously observed in C9 cells that severa! Ang lI-stimulated 
responses, including ph08phoin08itide tumover, calcium mo­
bilization, and proto-oncogene expre88ioD, were mediated by 
pertussia toxin-insensitive G proteina (García-Sáinz et al" 
1996). Nevertheless, it ia well establiahed that AT,-R activa­
tion in liver celIa inhibits adenylyl cyclase and stimulates the 
synthesis and secretion o( angioteosinogen through pertusais 
toxin-sensitive G¡ proteins (Klett et al., 1990; Bauer et al., 
1991). 

The present findings, and current concepts o( receptor 
ph08phorylationldesensitization. suggest the fol1owing se­
quence ofevents in Ang I1-induced ATt-R ph08phorylation in 
the C9 liver cellline: 1) Ang Il activation oC AT,-Rs stimu­
lates both pertussis toxin-insensitive G proteins, probably of 
the GqftUH ramily, and pertussia toxin-sensitive G proteins. 
probably ofthe G¡ family; 2) activated. G proteins catalyze the 
GDP·GTP exchange reaction that resulta in the dissociation 
of Go subunits and Gj3.., complexes; 3} the released 13'y com­
plexes recruit soluble GRKs that ph08phorylate AT,-Rs, pro­
moting the binding of tl-arrestin and stabilizing an uncou­
pled state <Krupnick and Benovic. 1998); and 41 the released 
Ih complexes also activate P13K, which leads to activation o( 
PKC and additional AT,-R ph08phorylation that further con­
tributes to receptor desensitizatioD. 

Trua work also provides evidente that AT l-R phosphoryla­
tion can be induced by activation o( other OPeRa, agente that 
act on different recepton, suro as vasopressin and Iysophos­
phatidic acid, and through activation of PKA PKC was in­
volved in the AT,-R ph08phorylations induced by lysophos­
phatidic acid and vasopressin, although other pathways also 
seem to participate. Such crosa-talk between receptora couId 
be physiologiea!ly important in the many ceU types in which 
AT ,-R are coexpressed with a variety oC othen GPCRs. 
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DISCUSION 

Sitios consenso de fosforilación 

La proteina cinasa C fosforila residuos de serina y treonina en secuencias 

esencialmente básicas, secuencia consenso; X - R - Kl-3 - X0-2 - S I T - Xa-2 - R -

Kl -3; la proteína cinasa A, que también fosforila residuos de serina y treonina 

localizados en regiones básicas, reconoce la siguiente secuencia consenso; R -

R- X - S I T - X0-2 - R - K - H - R - K - H - COOH (Kennelly et al., 1991). Se 

han propuesto a los residuos: Ser331 , Ser338 y Ser348 como los sitios consenso de 

fosforilación del receptor AT1 por la PKC y de hecho, como ya se mencionó en la 

introducción, se ha observado que la fosforilación del receptor inducida por la 

angiotensina 11 o por los ésteres de forbol disminuye cuando estos sitios son 

substituidos por residuos no polares (Oian et al., 1999). 

En este trabajo se observó la fosforilación del receptor AT1 en las células 

C9 y sugerimos, con base en evidencia experimental previa (Smith et al., 1998b; 

Oian et al., 1999), que los mismos sitios (Ser331 , Ser338 y Ser348
) son fosforilados 

como consecuencia de la activación de la PKC por el TPA 1 ¡lM y la angiotensina 

11. Además, es muy probable que otros sitios alternativos localizados en una 

región básica (K323 _ A 324 _ K325 _ S326 _ H327 _ S328 _ S329 _ L 330 _ S331 _ y332 _ K333) 

puedan ser fosforilados por la estimulación de la PKA con el dbAMPc 10 ¡lM e 

incluso por la misma PKC. 

Recientemente se ha podido identificar la secuencia consenso mínima que 

requiere la cinasa Akt I PKB (R - X - R - X - X - S I T) para fosforilar una serie de 

substratos (O bata et al., 2000). Nosotros observamos que la PKB puede ser 

activada por la angiotensina 11 de una manera dependiente de la concentración y 

además pudimos detectar una activación máxima de esta enzima a los 5 minutos, 

lo que co-relaciona con la fosforilaci6n del receptor AT1 mediada por la cinasa PI-

3K y la cinasa PKC. Por lo tanto, la cinasa Akt I PKB también podría participar en 

la fosforilación del receptor AT1 indirectamente a través de la fosforilación y 

activación de alguna otra cinasa. 
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PI-3KyPKC 

En este trabajo se tiene evidencia experimental, por primera vez reportada, 

de la participación de la PI-3K en la fosforilación del receptor AT, inducida por su 

propio agonista. Mediante el uso de inhibidores específicos de la cinasa PI-3K 

(wortmanina y L Y294002) y de la cinasa PKC (bisindolilmaleimida 1) se demostró 

la participación de ambas cinasas en la fosforilación homóloga del receptor. 

Además se observó que el efecto de los inhibidores para ambas cinasas no es 

aditivo, lo cual sugiere que la participación de ambas familias de cinasas es 

secuencial, es decir que la PI-3K y la PKC actúan en la misma ruta o cascada 

transduccional. 

Como ya se mencionó anteriormente, la activación de la PI-3K aumenta los 

niveles de los fosfatidilinositoles; el fosfatidilinositol 3, 4 bisfosfato (PIP2) y el 

fosfatidilinositol 3, 4, 5 trisfosfato (PIP3), los cuales activan a la cinasa POK1 y 

ésta a su vez activa a la Akt I PKB Y a la PKC. Para corroborar los resultados 

obtenidos en los ensayos de fosforilación del receptor AT, con los inhibidores de 

la PI-3K, decidimos medir la PKB activada por la angiotensina " con la ayuda de 

un anticuerpo anti-fosfo Akt I PKB policlonal de conejo en extractos celulares 

totales. Se observó que la activación de la PKB por la hormona resultó ser 

completamente bloqueada por la wortmanina y el L Y294002. Es claro que la PKC 

fosforila al receptor AT, en respuesta a su ligando endógeno en las células C9 y 

también que la PKB se activa por el mismo estímulo como resultado de la 

activación de la PI-3K; sin embargo, se requerirá de estudios con mayor 

profundidad para esclarecer el papel que tiene la activación de la Akt I PKB en la 

fosforilación y desensibilización 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 (S, E Y 1"]) y atípicas 

(1; y A.) (Nakanishi et al., 1993; Wymann y Pirola 1998; Rameh y Cantley 1999). Al 

parecer el PIP2 y el PIP3 tienen más de una molécula blanco, ya que la cinasa-1 

dependiente de los fosfatidilinositoles (del inglés phosphoinositide dependent 

protein kinase-1, POK 1) une con alta afinidad a los fosfatidilinositoles. Esta cinasa, 
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POK1, además de fosforilar y activar a la PKB (Stephens et al., 1998), es capaz 

de fosforilar los sitios de activación de la PKC :;. y PKC o in vitro y de unirse a la 

PKC a, ~I y ~" en las células HEK-293 (Chou et al., 1998; LeGood et al., 1998). Es 

probable, que la activación en secuencia de la PI-3K y PKC en las células C9 para 

fosforilar al receptor AT, esté mediada por la cinasa POK1. 

Se acepta que la regulación de muchas cinasas, incluyendo a la PKC como 

se mencionó anteriormente en la parte introductoria de este trabajo, está dada por 

tres aspectos básicos, 1) La localización subcelular de la enzima, 2) Las 

alteraciones en la actividad intrínseca de cinasa y 3) Las alteraciones en los 

niveles de expresión. 

A nosotros nos interesó estudiar las isoformas de PKCs que se pOdían 

translocar a la membrana celular en respuesta a la estimulación de las células C9 

con 100 nM de angiotensina 11 y observamos que la isoforma PKC o se asocia a la 

membrana en condiciones no estimulantes. Sin embargo, la asociación de la PKC 

o a la membrana se incrementa en presencia de la angiotensina 11 y se inhibe 

parcialmente por la bisindolilmaleimida 1. También pudimos observar un efecto de 

translocación de la isoforma a a la membrana inducida por el TPA, pero no por la 

angiotensina 11 (resultados no publicados, Fig. 1). Cabe mencionar que también la 

isoforma 6 se transloca a la membrana en respuesta al TPA a los 5 minutos de 

estimulación. La translocación diferencial a la membrana de distintas isoformas de 

PKC inducida por el TPA y la angiotensina 11, sugiere que estos dos agentes 

tienen una acción diferencial en la cinética de activación de las isoformas de PKC, 

lo cual explicaría los efectos observados en la fosforilación del receptor AT, por la 

hormona y el TPA. Es decir, es posible que la angiotensina 11 esté activando 

parcialmente algunas isoformas de PKC, como la isoforma o y que el TPA indujera 

una activación sostenida de todas las isoformas sensibles a ésteres de forbol que 

se expresen en las células C9. 

Es necesario enfatizar la participación que tiene la PKC en los procesos de 

fosforilación y desensibilización del receptor de angiotensina, AT1 , ya que en este 

trabajo se observó que la PKC no solamente participa en la fosforilación homóloga 

del receptor. sino también en la heteróloga mediante la activación de los 
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receptores al ácido lisofosfatídico y a la vasopresina. Más aún, en este trabajo se 

confirma la participación de esta cinasa en el proceso de desensibilización 

heteróloga del receptor, ya que habia reportes en donde los resultados 

experimentales excluían la activación de la PKC en el proceso de 

desensibilización del receptor AT1 (Thomas et al., 1996). 

La activación de la PKC promueve la fosforilación de diversas proteínas 

que están involucradas en la regulación del crecimiento y diferenciación celular, 

así como la apoptósis. La isoforma PKC eS se expresa en diversos tipos celulares y 

se le ha asociado con la proliferación y diferenciación celular. Por ejemplo, la PKC 

eS inhibe la proliferación de las células del músculo liso (Fukumoto el al, 1997), de 

células gliales (Brodie et al., 1998) y de células C6 de glioma al ser fosforilada en 

tirosina en respuesta a la estimulación del receptor a PDGF (Kronfeld et al., 2000). 

También se ha observado que esta isoforma se activa y se transloca durante la 

diferenciación de los queratinocitos (Denning el al., 1995) y cuando se sobre­

expresa en las células mieloides induce su diferenciación (Mischak et al., 1993). 

La translocación de la PKC eS a la membrana inducida por la angiotensina 11, 

. así como el efecto observado del inhibidor específico (bisindolilmaleimida 1) en la 

fosforilación del receptor AT1 en las células C9, sugieren fuertemente que parte de 

la fosforilación del receptor inducida por la angiotensina 11 es mediada por esta 

isoforma de PKC. En función de complementar estos resultados, sería interesante 

estudiar si esta isoforma en particular tiene algún efecto en la proliferación celular 

inducida por la angiotensina 11. 

Actualmente existen en circulación diferentes inhibidores de las isoformas 

de PKCs, de los cuales las bisindolilmaleimidas, como el BIM 1, el G06983, el 

G06850, el R0317208, entre muchos más, son algunos de los compuestos más 

selectivos para este grupo de cinasas. Sin embargo, la mayoría de los 

compuestos farmacológicos que existen hoy en día inhiben a más 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 farmacológicos aún más selectivos 

ayudará a entender las funciones celulares de cada isoforma de esta familia de 

enzimas y también proveerán de una buena herramienta terapéutica, dado que se 
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ha atribuído una participación de las PKCs en diversas enfermedades, como las 

cardíacas y el cáncer (Wakasaki et al., 1997; Geiger et al., 1998). 

PKA 

Al realizar la presente tesis, se obtuvo evidencia experimental suficiente 

que demuestra la participación de la PKA en la fosforilación y desensibilización 

heterólogas del receptor AT, en las células C9 (Fig. 2, pago 579 del artículo y Fig 

9, pago 583 del artículo). Estos resultados sugieren, al igual que los resultados de 

otros estudios de algunos investigadores (Houslay 1991; Oppermann et al., 1996), 

que el evento de fosforilación del receptor AT, inducido por la PKA pudiera ser, en 

parte, el responsable de la desensibilización heteróloga del receptor. 

Cinasas de receptores acoplados a proteínas G (GRKs) 

Las GRKs son proteínas de aproximadamente 57-80 kDa, miembros de 

una familia grande de cinasas de serina y treonina. Hasta la fecha ya se han 

clonado seis GRKs en mamíferos (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-específica (en la retina y en el testículo, 

respectivamente) y por lo tanto se cree que regulan un número limitado de 

substratos (Palczewski 1997). En contraste, las demás GRKs están distribuidas 

más ampliamente y hay evidencia experimental de que participan en la 

desensibilización y fosforilación de varios receptores acoplados a proteínas G 

(Palczewski 1997). 

Con base en nuestros experimentos, en donde observamos una 

fosforilación residual del receptor AT, siempre que preincubamos las células con 

uno o más de los inhibidores de cinasas (bisindolilmaleimida 1, wortmanina o 

L Y294002) e incluso con la toxina de pertussis, concluimos que otras cinasas 

distintas de la PKC y PI-3K, como las GRKs, están involucradas en la fosforilación 

homóloga del receptor. La participación de las GRKs en la fosforilación del 
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receptor AT, en la línea celular C9 se sustenta en lo siguiente: 1) Se ha 

observado que las GRK2, GRK3 Y GRK5 fosforilan a los receptores de 

angiotensina AT, (Ishizaka et al., 1997; Oppermann et al., 1996), a los receptores 

¡32-adrenérgicos (Premont et al., 1995; Menard et al., 1996) y a los receptores 

muscarínicos M2 y M3 (Richardson et al., 1993; Debburman et al., 1995). 2) Por 

ensayos de ·Western-Blot" realizados en el laboratorio se demuestra la expresión 

endógena de la GRK5 en las células C9 (resultados no publicados, Fig. 2). 3) 

También en experimentos previos realizados en el laboratorio se observó que el 

receptor AT, se acopla al sistema transduccional de recambio de fosfoinosítidos­

calcio (García-Sáinz y García-Caballero 1998) a través de la activación de la 

proteína Gq y algunos resultados del presente trabajo sugieren que el receptor 

también se acopla a la proteína G¡. Ambas proteínas G heterotriméricas cuando 

son activadas por el receptor liberan los dímeros ¡3y, los cuales pueden 

potencialmente reclutar a las GRKs solubles (Krupnick y Benovic 1998). 

Recientemente se ha observado que la substitución de tres residuos 

cargados negativamente en su cadena lateral (ácidos glutámicos 301-303 

localizados en la tercer asa intracelular del receptor a2-adrenérgico) disminuye la 

fosforilación y desensibilización del receptor mediada por la GRK2 (Small el al., 

2000). Al parecer las GRKs involucradas en fosforilar y desensibilizar a los 

receptores acoplados a proteínas G requieren de un ambiente acídico 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 básico. 

En este sentido, tanto la cola carboxilo-terminal del receptor AT, así como la 

tercer asa intracelular, aparentemente carecen de un ambiente acídico cercano a 

las serinas y treoninas, aunque se han propuesto a la Ser335 y I o Thr336 como 

posibles sitios de fosforilación 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 fosforilación por estas u otras 

cinasas. 
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Proteínas G sensibles a la toxina de pertussis 

La toxina de Pertussis debe su nombre al organismo del cual fue extraída 

(Bordetella pertussis) y esta toxina transfiere el grupo AOP-ribosil del NAO+ a los 

residuos de cisteína que se encuentran en el extremo carboxilo terminal de las 

subunidades alfa de las proteínas G¡ I Go. Las proteínas G modificadas por AOP­

ribosilación no son capaces de intercambiar el GOP por el GTP, lo cual resulta en 

su inactivación. El efecto final es un aumento en los niveles de AMPc 

intracelulares (García-Sáinz et al., 1992). 

Se ha demostrado en hepatocitos que en respuesta a la activación de los 

receptores AT1 se inhibe la adenilato ciclasa y se promueve la síntesis y secreción 

del precursor de la angiotensina 1/, el angiotensinógeno, a través de proteínas G¡ 

sensibles a la toxina de pertussis (Klett et al.,1990; Bauer et al., 1991). 

Los resultados de los ensayos de fosforilación del receptor AT1 inducida por 

la angiotensina en células pretratadas con la toxina de pertussis indican que sí 

hay una participación de las proteínas G sensibles a la toxina y pensamos que 

muy probablemente estas proteínas sean del tipo G¡. Aparentemente los 

receptores endógenos AT1 que se expresan en las células C9 epiteliales de 

hígado de rata, se fosforilan mediante la activación de proteínas G¡ y los 

resultados obtenidos en la fosforilación homóloga del receptor indican que las 

proteínas Gq también están involucradas. Cabe mencionar que se estudió la 

posibilidad de que las proteínas G sensibles a la toxina de pertussis mediaran el 

efecto de la PI-3K y la PKC en la fosforilación del receptor (resultados no 

publicados, Fig. 3); sin embargo, no se observó modificación alguna en los efectos 

de ambos inhibidores (wortmanina y BIM) sobre la fosforilación del receptor 

inducida por la angiotensina en células pretratadas con la toxina; es decir, los 

resultados sugieren que tanto G¡ como Gq (probablemente a través de sus 

subunidades J3y) pudieran participar. 
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Heterodimerización 

Actualmente está bien fundamentada la formación de complejos entre 

receptores acoplados a proteínas G, y aparentemente la presencia de 

homodímeros y I o heterodímeros de estos receptores en las membranas 

celulares parece tener un significado funcional. En consecuencia, la información 

que se obtenga con el estudio de estos complejos ayudará a entender no sólo la 

capacidad de las células a responder a ciertos estímulos y la manera de 

integrarlos, ya sean factores de crecimiento, neurotransmisores u hormonas, sino 

también a comprender los mecanismos transduccionales de comunicación 

cruzada (del inglés Cross-talk) que ocurren por la activación de distintos 

receptores, lo cual se ha observado no solamente en este trabajo sino en otros. 

Además, los modelos que actualmente se conocen para entender los 

mecanismos de activación de este tipo de receptores estarán sujetos a un nuevo 

enfoque si se consideran los complejos moleculares de homodímeros y 

heterodímeros de receptores de siete dominios transmembranales. 

Así, se ha demostrado por ensayos de co-inmunoprecipitación o bien de 

transferencia de energía entre dos moléculas, la formación de dímeros del 

receptor P2-adrenérgico (Angers et al., 2000), la formación de heterodímeros 

funcionales del receptor GABAb-R2 (receptor al ácido y-aminobutírico) con el 

receptor GABAb-R1 (Jones et al., 1998; White et al., 1998), y más interesante 

aún, la formación de heterodímeros del receptor de angiotensina 11 AT, con el 

receptor B2 de bradicinina en células de músculo liso (AbdAlla et al., 2000). 

Cuando este último complejo de receptores se activa por la angiotensina 11, o bien 

por la bradicinina, se sinergiza la activación de las proteínas Guq y Gui y 

aparentemente se altera el proceso de internalización de ambos receptores. 

Debido a que en el presente trabajo se observó la desensibilización y 

fosforilación heterólogas del receptor A T 1, por la activación de los receptores de 

LPA y de los receptores de vasopresina, expresados endógenamente en la misma 

célula (C9), no sería raro esperar la interacción directa de alguno de estos dos 

receptores o bien de algún otro receptor con el receptor A T, de angiotensina para 
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En el conocimiento de la acción de la hormOnII. angiotensina 11. la 

aportación .. sustancial si se considera que en algunas el ,,.,, ..... vasculares 

y cardlac::ae. como la hipertensión. la hipertrofia cardiovlllcular. el infarto al 

miocatdio. etc. lOs ~ AT, estfn directatnerlle impIIcad08 y cualquier 

aportación en el conocin'Iiento de la regulación de estos receptores ayuda'" a 
entender Como aIIYIar estas .nremw.dad ... sin lOs no d .. eados efectos 

secundarioa. Por ejemplo. se ha observado que en el bafa¡niento de lOs pacientes 

hiperlensos con loa inhibIdores (captopril. enalapril) de la enzima convertidora de 

angiotenaina y con el antagonista (Iosartan) del receptor AT,.1a presión sangulnea 

(sistólica y dIMt6Iica) disminuye delentamenta. sin embargO. estos fármacos 

también causan la tos seca (Saavedra yTlmmermana 1994). 

CONCLUSIONES 

La respuesta de incIIamento del calcio intracelular inducida por la 

angiotensina " en las c»1uIas ce • disminuye. causa de la desensibilizacl6n 

hom61Oga del receptor AT 1 inducida por la constante activaci6n de los receptores 

con la angioteneina " y de la d .. enslbillzaci6n heteIótoga del receptor AT I 

causada por la activación c:Jer los receptores del écido Iieobfalfdico Y de 

vasopresina y la actIveción de las cinasaa activadas por eegundos mensajeros. 

PKAyPKC. 

La fosforilaci6n hotn6Iagt del ...,. AT I inducidII por la angiotensina n 
.. mediada en parte por la ",_na cfnase C. la cin ... de foSfoInoeftidos PI-3K Y 

la PKB Y por pece_so ... ,.1 •• (el¡ I GJ e insensiblas (GJ • la toma de 

PertuesIs. Muyp,.bléfltiltl1t8;0tr88 cine... como las GRKs o cinasas de 

receptores acopfados a ptOteInas G pueden contribuir en la fosforiIaci6n del 

receptor AT 1 en las c6IuIas C9. 



La fosforilaci6n heteróloga del receptor AT 1 inducida por faactivaci6n de los 

receptores del écido lisofosfatfdíco y de vasopreslna es mecrtada pr'.ncipalmente 

por la protefna cin ... C. Ademés,Ia PKA participa en la foefori1aei6n del receptor. 

La desensibilizaci6n tanto homóloga como heteróIoga del receptor AT 1 

inducida por la angiotensina 11 y por la activaci6n de otros receptores acoplados a 

prote/nas G, como receptoras del 6cIdo lIsofoefatIdico Y de vasopresina, co­

relaciona con la fosforilaci6n del receptor AT 1. La co-reIación de ambos procesos 

sugiere que la deeensibilización del receptor AT 1 en las «*uIas C9 es resultado de 

la fosforilaci6n del receptor, semejante • la deMnsibilización y la fosforilaci6n 

descritas para otros receptoras acoplados tambi6n a proteInas G (Lohse et al., 

1990; RoIh el al., 1991). 

Con base en conceptos actuales de los proc:etOS de fosforilaci6n y 

desensibilizaci6n de los receptores acoplados a proteInas G, los resultados 

obtenidos en este trabajo sugie ... n la siguiente secuencia de eventos en la 

fosforilación del receptor endógeno AT 1 iñducida por la angiotensina 11 en la linea 

celular C9: 1) La ~ de los ~ ATl por la angiotensina 11 astimula 

tanto a protelnaa G insensI)Ies • la toxina de Pertussis, pmbabIemente Gq,11/14, 

como a protelnas G sensibles a la toxina de Pertussis, probablemente de la 

familia de GI; 2) Las protefnas O activadÍllrCltlllzen la .... cci6n de inten:ambio de 

GOP por GTP lo que resulta en la diIoeIaci6n de las Iubunidades Gel Y los 

dlmeros Gf3y; 3) Los dlmeros 1ST ...... en el cito8oI recIuIan a las cinasas 

(GRKs) que foeforiIan a los recepto¡o .. ATl Y promueven la unión de las 13-
arrestinas y estebiIIzan el estado .ue:op1ado del receptor (Krupnick JG Y Benovic 

JL, 1998); 4) Los dlmeros Jty lIJerados tanlbitn puldln activar a la PI-3K, cuya 

actividad lleva • la activaci6n de la PKS y de la PKC y la fosforiIaci6n adicional del 

receptor AT" lo cual pudiera corttllbuir a fa delenalblliZ8d6n del receptor; 5) La 

activaci6n de Gaq actiVa.afafOlfcItip •• a C, fa que genera el dlacilglicerol el cual a 

su vez activa a la PKC ~ a lafosforilación del receptor AT1 (Fig.8). 
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Fig.8 

Conclualonee. 

En el eequema se muestra un modelo de la aetlvecl6n. fosforiIación 

homóloga y heterologa del receptor AT1 de siete domlnioa transmembranales 

acoplado a las pfOtefn •• >O¡¡ y G¡ en las células C9. Alt •• ngiotensina 11. LPA. 

ácido Iisofost'atfdic; Vaeo. vaaopN8ina; AC. adenilil cicIaI.; OAG. dlacilglicerol; 

PLC. fosfoIip ... C; PICA. pote. cin ••• A; ..... protefna cinasa B; PKC. 

protelna cinasa C; GRKs. cin .... de receptor .. aoopIadoa • proteInas G; Pl3K. 

cinesa de fo«oinosftidoI; PDK112. cinásaa dlp lII'Idientes de fosfoinosltidos; 

AMPc. adenosina monofosfato cfcIica; CIq Y Q¡. subunidades alfa de las 

protelnas G heterotrim6ricaS; P"f. dimeroS bet.a-gamma de las protelnas G 

heterotrim6ric:; PTX. toxina peItuMis; •• tlilindolllmaleimlda I (inhibidor de la 

PKC). WT. WOib .. 8nina (inhlbldor de la Pl-3K). 
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