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RESUMEN

En el presente trabajo se estudié la regulacién funcional por fosforilacion del
receptor ajp-adrenérgico a través del factor del crecimiento similar a la insulina-1
(IGF-1). La estimulacién con el IGF-1 incrementd la fosforilacion del receptor aqp.
adrenérgico. La fosforilaciéon inducida por el IGF-1 fue rapida, alcanzando su valor
maximo a los 15 minutos y disminuyendo después de los 30 minutos. La
fosforilacién se observd a concentraciones bajas, ECso 13 ng/ml. La fosforilaciéon se
asocia con la desensibilizacion del receptor a p.adrenérgico. El tratamiento de las
células con el IGF-1 15 minutos provocd una disminucidn en la liberacidén del calcio
intracelular y en la produccién de fosfatos de inositol. La fosforilacién inducida por
el IGF-1 disminuyd notablemente en células tratadas con la toxina pertussis, 1o que
sugiere la participacién de proteinas Gy La transfeccidn del carboxilo terminal de
la cinasa GRK2 (BARK), el cual recluta al dimero GBy y la mutante negativa delta
p85 de la fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K), disminuyeron la fosforilacion del receptor
a ip-adrenérgico inducida por el IGF-1. Utilizamos inhibidores de la PI3K: la
wortmanina (WT) y el LY294002 (LY) y también inhibidores de la proteina cinasa C:
la estaurosporina (ST) y la bisindoleilmaleimida (BIM). Los cuales bloquearon
también la fosforilacion del receptor asp.adrenérgico. Ademas fue observado que el
inhibidor del receptor del factor de crecimiento epidérmico, el AG1478; el inhibidor
de las metaloproteasas, el BB-94 y el anticuerpo neutralizante del ligando HB-EGF
disminuyeron también la fosforilacién del receptor asp-adrenérgico. El receptor aqp.
adrenérgico etiquetado con la proteina verde fluorescente, nos permitié visualizar
en células vivas, el efecto producido por el IGF-1. Fue observada una disminucion
de los receptores en la membrana celular y un aumento de vesiculas en el

citoplasma, esto después del tratamiento de las células con el IGF-1.

Los datos demuestran que el IGF-1 activa una via de senalizacién, que
induce un aumento en la fosforilacion del receptor aip.adrenérgico. Lo cual

promueve la desensibilizacién e internalizacién del receptor asp-adrenérgico.



ABSTRACT

Insulin-like growth factor-l1 (IGF-1) induces aip-adrenoceptor phosphorylation. The
effect of IGF-I was rapid and transient, reaching near-maximal values at 10 min and
decreasing after 30 min; it was observed at low IGF-I concentrations (ECsy » 13
ng/ml) and was associated to receptor desensitization as evidenced by a decreased
aip-adrenergic effect on intracellular calcium and production of inositol phosphates.
The effect of IGF-1 was markedly decreased in cells treated with pertussis toxin
suggesting involvement of pertussis toxin-sensitive G proteins. Transfection of the
carboxyl terminus of the B-adrenergic receptor kinase or the Ap85 mutant of
phosphoinositide  3-kinase  markedly  decreased the  aj,-adrenoceptor
phosphorylation induced by IGF-I without decreasing the receptor phosphorylation
induced by noradrenaline. Inhibitors of phosphoinositide 3-kinase and PKC blocked
IGF-l-induced aib-adrenoceptor phosphorylation. In addition, it was observed that
AG1478, an inhibitor of the EGF receptor kinase and BB-94, a metalloproteinase
inhibitor, also diminished IGF-I-induced adrenoceptor phosphorylation. Confocal
fluorescent microscopy showed that alb-adrenoceptors fussed to the green
fluorescent protein were located in the plasma membrane and in intracellular
vesicles in the basal state. IGF-I induced a redistribution of the receptors favoring
the intracellular location. Our data show that IGF-I induces desensitization of aqp-
adrenoceptors associated to receptor phosphorylation and internalization.



I.INTRODUCCION

RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G

Los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) constituyen la superfamilia
de receptores de membrana involucrados en la transduccién de sefales
extracelulares. En el ser humano, se estima que alrededor de 1000 miembros
diferentes de esta superfamilia responden a una gran cantidad de ligandos
endogenos, que incluyen, aminas biogénicas, péptidos, glicoproteinas, lipidos,
nucledétidos e iones (Bridges and Lindsley, 2009).

Ademas, la percepcién de estimulos ex6genos tales como la luz, el olor y el
gusto también estan mediados por este tipo de receptores (Gether, 2000). Estos
receptores de membrana controlan una gran variedad de procesos fisiolégicos
entre los que se pueden citar el metabolismo celular, la secrecién, la diferenciacion
y el crecimiento celular, respuestas inflamatorias e inmune, asi como la
neurotransmision. Por lo tanto, los receptores acoplados a proteina G representan
dianas terapéuticas importantes para el desarrollo de nuevos farmacos con
aplicaciones potenciales en practicamente todos los campos de la medicina.
Muchos agentes terapéuticos usados actualmente actian bien activando
(agonistas) o bloqueando (antagonistas) a receptores acoplados a proteina G. Por
ejemplo, los agonistas de los receptores B-adrenérgicos se utilizan para tratar el
asma, mientras que los antagonistas de estos receptores se usan habitualmente
para tratar la hipertension o la insuficiencia cardiaca (Binaei et al, 2003; Schmedtje
et al, 2003). Otro ejemplo lo constituye el tratamiento de alergias y Ulceras
gastrointestinales donde se emplean antagonistas de los receptores de histamina
H1 y H2, respectivamente (Arrang, 1994).



Los receptores acoplados a proteinas G no comparten en general una gran
homologia en su secuencia de aminoacidos (Kolakowski, 1994). La dUnica
caracteristica estructural comun entre todos los receptores acoplados a proteina G
es la presencia de siete hélices que atraviesan la membrana y que estan
conectadas por tres asas intracelulares y tres asas extracelulares, el dominio N-
terminal orientado hacia el medio extracelular y el C-terminal hacia el medio
intracelular (FIGURA 1).

FIGURA 1. MODELO REPRESENTATIVO DE LA ESTRUCTURA DE LOS RECEPTORES
ACOPLADOS A PROTEINAS G. Los receptores acoplados a proteinas G, estan formados
por siete asas intracelulares. que estan conectadas por tres bucles intracelulares y tres
extracelulares, quedando la region N-terminal orientada hacia el medio extracelular y la
region C-terminal localizada hacia el medio intracelular.



Los receptores acoplados a proteina G se han clasificado en tres familias:
“‘A”, “B” y “C.”. La familia, “A” incluye a los receptores relacionados con la rodopsina
y a los receptores B-adrenérgicos. Esta es la familia mas numerosa de las tres. En
esta familia, el ligando es normalmente reconocido en una cavidad formada por los
dominios transmembranales. También se ha reportado que puede existir
interaccion con el ligando a nivel de las asas extracelulares y en el extremo N-
terminal. El Unico residuo conservado en todos los receptores de la familia “A” es la
arginina presente en el motivo Asp-Arg-Tyr (DRY) en la region C-terminal del tercer
segmento transmembranal. Este motivo puede desempenar un papel importante en

la activaciéon de la proteina G (Fraser et al, 1988).

La familia“B” contiene a los receptores relacionados con el receptor de
glucagén e incluye aproximadamente 20 diferentes receptores para una gran
variedad de hormonas peptidicas y neuropéptidos. Estos péptidos son reconocidos
por la region N-terminal. Por dltimo, la familia “C” incluye a los receptores
relacionados con los receptores metabotropicos de glutamato, los receptores
sensibles a calcio y algunos receptores del GABA. La region N-terminal de estos
receptores presenta una baja pero significativa homologia con las proteinas PBPs
bacterianas (Periplasmatic binding proteins, por sus siglas en inglés) encargadas
del transporte de moléculas tales como péptidos, aminoacidos, azlcares o iones.
En esta familia de receptores la region N terminal es el que interviene en la union

del ligando.

PROTEINAS G

Las proteinas G reciben la informacion desde los receptores y la transducen
a los efectores proteicos: enzimas o canales i6nicos, que movilizan a los segundos
mensajeros intracelulares. Forman parte de una gran familia de GTPasas en la que
se incluyen: a) proteinas G de bajo peso molecular (20-25 kDa). Como las
subfamilias Ras, Eho, Rab,y Rac que participan en la proliferaciéon y diferenciacion
celular, en el transporte vesicular, en la organizacion del citoesqueleto y en la

regulacion de funciones nucleares (Bhattacharya, et al, 2004). Y b) proteinas G



heterotriméricas formadas por tres subunidades a, 8, y Yy con pesos moleculares de
40-46 Kda, 37 kda y 7-9 Kda, respectivamente (Bourne, et al, 1990; Feig, 1994).

Las proteinas Ga, se han dividido en cuatro subfamilias: Gs, Gijo, Gg11 Y
G213, La subfamilia Gs activa a la adenilil cliclasa y a canales de calcio. Mientras
que la activacion de la proteina Gi, lleva a la inhibicién de la adenilil ciclasa. La
subfamila G4+, activa a la fosfolipasa C beta (PLC-B). Y la activacion de la proteina
G213 esta implicada en la regulacién de pequefias proteinas G, como Rho y Rab
(Neer, 1995).

La subunidad B y la subunidad y forman el complejo estable By que
solamente es disociable en condiciones desnaturalizantes (Neer y Clapham, 1988).
El complejo By participa en la activacién de la fosfolipasa A2, de la fosfatidilinositol

3 cinasa, la fosfolipasa C o la adenilil ciclasa (Kleuss, et al, 1993).

Las proteinas G existen en su estado inactivo formando un trimero entre la
subunidad a y las subunidades By. La activacion de los receptores acoplados a
proteinas G, lleva al intercambio de GDP por GTP de la subunidad a de la proteina
G. La subunidad Go-GTP adopta su conformaciéon activa y se disocia de la
subunidad G By. La actividad intrinseca de GTPasa de la subunidad a hidroliza el

GTP a GDP, por lo que el sistema regresa a su estado basal (Gilman, 1987).

Las subunidades a presentan residuos que pueden ser modificados
covalentemente por toxinas bacterianas. La toxina del cdlera cataliza la
transferencia de una unidad de ADP-ribosa desde el NAD (nicotinamida adenina
dinucleotido) a un residuo de arginina de las subunidades a de las proteinas Gs
(Murayama, et al, 1993). La toxina pertussis cataliza la transferencia de una unidad
de ADP-ribosa desde el NAD a aquellas subunidades a que poseen un residuo de
cisteina del extremo carboxilo terminal. Las proteinas G que pueden sufrir esta
modificacién son las Gi, Go y la transducina.



La modificacién de las subunidades a por la toxina del cdlera, conduce a una
activacién continua de estas proteinas (por inhibicién de la actividad GTPasa),
mientras que la modificacién por la toxina pertussis impide la activacién de la

proteina G por el receptor (Garcia-Sainz, et al, 1992; Neer, 1995).

Il. REGULACION DE LOS RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G

Desensibilizacion

La regulacién de los receptores acoplados a proteinas se lleva realiza a
través de dos procesos, llamados desensibilizacion y resensibilizacion. Ambos son
eventos importantes en la adaptacion en la adaptacion de la célula ante los
estimulos que recibe. En la desensibilizacion participan una serie de procesos, por
los cuales los receptores acoplados a proteinas G presentan una atenuacién de su
respuesta, ya sea por el desacoplamiento de su proteina G, o bien una disminucién
en el nimero de receptores en la membrana, provocando la internalizacién y
degradacion de éstos. Uno de los procesos importantes que es responsable de
esta regulacion es la fosforilacion de los receptores. La fosforilacion de los
receptores acoplados a proteinas G la realizan dos tipos de cinsas: las GRKs (
cinasa de los receptores acoplados a proteinas G) y las cinasas activadas por
segundos mensajeros, como la PKC (Proteina Cinasa C) y la PKA (Proteina Cinasa
A). Para su estudio el proceso de desensibilizacion se ha clasificado en
desensibilizacion homologa y heteroléga (revisado en Garcia-Sainz, et al, 2008).

Desensibilizacion Homdloga

La desensibilizacion homologa, se caracteriza por la disminucion en la
respuesta del receptor, al ser estimulado por su agonista (Freedman and Lefkowitz,
1996,: Garcia-Sainz, et al, 2008). Este proceso se lleva a cabo en tres etapas
consecutivas. En una primera etapa, el receptor se fosforila por la acciéon de las
GRKs (G-protein-coupled receptor kinases, por sus siglas en inglés) que

especificamente fosforilan al receptor unido al ligando.



En una segunda etapa, las [B-arrestinas, proteinas que se unen de manera
especifica a los receptores una vez fosforilados, previenen su acoplamiento a las

proteinas G.

GRKs

Las cinasas de receptores acoplados a proteinas G (GRKs) constituyen una
familia de siete miembros (GRK1-GRKY7), que fosforilan residuos de serina/
treonina de receptores activados por su agonista. Esta fosforilacion promueve
procesos de internalizacion, reciclaje y/o degradacién de receptores acoplados a
proteinas (Moore et, al, 2007). La familia de GRKs se agrupa en tres subfamilias.
Las GRKs visuales, presentes en bastones y conos (GRK1 Rodopsina cinasa y
GRK?7), la subfamilia de la cinasa del receptor p2-adrenérgico (GRK2 y GRK3) y la
subfamilia de GRK4, que incluye a las isoformas: GRK4, GRK5, GRK6 y a sus
isoformas de procesamiento alternativo: GRK6A, B y C (Premont and Gainetdinov
2007).

Las GRKs estan formadas por un dominio central catalitico muy conservado,
un extremo N-terminal y un extremo C-terminal. Exceptuando a las GRKs visuales,
todas las demas incluyen un dominio de homologia a RGS N-terminal, que en el
caso de GRK2/3 permite su interaccion con proteinas Gqg11 El extremo C-terminal
contiene los determinantes necesarios para la localizacién correcta de estas
proteinas en el citosol y también poseen un dominio de homologia a plekistrina
(PH), capaz de interaccionar con los fosfolipidos de membrana (Moore, et al, 2007).

B-arrestinas

La fosforilacion de receptores dependientes de GRKs, promueve la
asociacion de las proteinas B-arrestinas, las cuales no solo participan en el
desacoplamiento de las proteinas G, sino que permiten iniciar nuevas cascadas de
sefializacion y regulan la actividad y la estabilidad de otras proteinas, incluidas las
propias GRKs (Moore, et al, 2007).
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La familia de las B-arrestinas estan formada dos grupos: las B-arrestinas visuales y
las B-arrestinas somaticas. El grupo de las B-arrestinas visuales esta formado por
las B-arrestinas 1 y 4, localizadas exclusivamente en retina. Su funciéon queda
restringida a la via de fototransduccion. El grupo de las B-arrestinas somaticas, esta
formado por las B-arrestinas 2 y 3. Ambas se expresan en la mayoria de los tejidos.

La B-arrestina 1 se localiza tanto en nucleo como en citosol, mientras que B-
arrestina 2 se localiza principalmente en citosol. La aparente exclusion nuclear de
B-arrestina 2 se debe a la presencia de una sefnal de exportacion nuclear de la que
carece la B-arrestina 1 (Scott et al, 2002). Ambas proteinas se translocan a la
membrana plasmatica tras la estimulacion de receptores acoplados a proteinas G.
y por algunos receptores con actividad de cinasa de tirosina, como el receptor del
factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1R), el receptor del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR) o el receptor de la insulina (Girnita,
2005; Usui, 2004).

Papel de las GRKS y de las B-arrestinas en la desensibilizacion homologa.

El mecanismo propuesto para explicar la regulacion de los GPCRs por las
GRKs es el siguiente: cuando el receptor es activado por su ligando, se induce un
cambio conformacional, el cual favorece la interaccion con las proteinas G,
produciendo una disociacién del heterotrimero. El dimero By disociado forma un
complejo con el fosfolipido PIP, el cual se une al carboxilo terminal de la GRK.
translocandola del citoplasma a la membrana celular. Una vez en la membrana, la
GRK aumenta su actividad catalitica e induce la fosforilacién del receptor. en su
extremo carboxilo terminal

La fosforilacion del receptor por las GRKs, permite la interaccién con las -
arrestinas. Las B-arrestinas asociadas impiden la interaccién entre el receptor y las
proteinas G. En este estado el receptor se encuentra ya desensibilizado.

Ademas de impedir el acoplamiento entre receptor y proteina G, las B-arrestinas
también juegan un papel muy importante en la internalizacion de muchos

receptores acoplados a proteina G, como son el receptor B-adrenérgico, el receptor
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muscarinico, el receptor de angiotensina Il, entre otros. Las B-arrestinas actuan
como proteinas adaptadoras, las cuales dirigen al receptor fosforilado a las
vésiculas cubiertas de clatrina, en donde la B-arrestina se une a la clatrina y a
complejo adaptador AP-2.

La hidrdlisis producida por la GTPasa dinamina, permite la formacion de la vesicula
cubierta de clatrina, la cual se desplaza hacia los endosomas. La disminucién del
pH en el endosoma promueve la asociacion de fosfatasas de receptores acoplados
a proteinas G. Esta asociacion promueve la desfosforilacion del receptor, el cual
puede tomar dos caminos: 1) ser reciclado a la membrana plasmatica para iniciar
un nuevo ciclo de activacién é 2) ser degradado en vesiculas del lisosoma (Perry
and Lefkowitz, 2002 Moore, et al, 2007). (FIGURA 2)

1. Activacionde
lavia de

avarE 2.Fosforilaciony desensibilizacién 3. Internalizacién
sefializacion

AGONISTA
PIP2/PIP3
AP-2

CLATRINA

5. Reciclamiento 4.Degradacién

FIGURA 2. DESENSIBILIZACION HOMOLOGA DE RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS
G. 1) El agonista se une a los GPCRs, activandolos, promoviendo el acoplamiento de las proteinas
G y activando su via de sefalizacién. Las GRKs fosforilan al receptor activado por el agonista, en
dominios intracelulares, iniciando el reclutamiento de las arrestinas. Las arrestinas se unen al
receptor, inhibiendo el acoplamiento de las proteinas G y la sefalizacion. 2) El complejo
arrestina/receptor es cubierto por clatrina para formar las vesiculas que reclutan complejos como
AP-2 y fosfoinositidos para iniciar la internalizacion del receptor.3) El receptor internalizado puede
ser degradado por vesiculas lisosomales (4), o bien reciclado de nuevo a la membrana celular (5).
(Modificado de Moore, et al, 2007).

12



Desensibilizacion Heterdloga

La desensibilizacion heterdéloga, ocurre cuando un receptor es activado
por su agonista, para afectar la respuesta de otro receptor distinto. En este tipo de
desensibilizacion participan las cinasas dependientes de segundos mensajeros,
como son la proteina cinasa A (PKA) y la proteina cinasa C (PKC). Actualmente se
sabe que esas cinasas son capaces de fosforilar a los GPCRs en sitios distintos a
los que fosforilan las GRKs. (Lefkowitz, et al, 1990). La desensibilizacién
heteroléga, entre receptores acoplados a proteinas G y receptores con actividad de
cinasa de tirosina, ha sido ampliamente estudiada (revisado en Garcia-Sainz, et al,
2008). Un ejemplo clasico de este tipo de regulacion es el realizado con el receptor
Bo-adrenérgico y el receptor de insulina, en donde el receptor de insulina, utiliza dos
vias para inducir la fosforilacién del receptor B.-adrenérgico: 1) a través de la
activacién directa del receptor B2-adrenérgico en sus residuos de tirosina 350 vy
364. 2) De forma indirecta, a través de la activacion de la PI3K /Akt, que fosforilan
al receptor Bo-adrenérgico en las serinas 345 y 346 (revisado en Garcia-Sainz, et
al., 2008).(Figura 3)

FIGURA 3. LA DESENSIBILIZACION HETEROLOGA DE LOS RECEPTORES ACOPLADOS A
PROTEINAS G. La activacion de los receptores con actividad de tirosina cinasa, produce la
activacion de proteinas como la fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K) y la proteina cinasa C (PKC). La
activacion de estas proteinas promueve la fosforilacion y la desensibilizacion de los GPCRs.
(Tomado de Garcia-Sainz, et al, 2008)
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Transactivacion

Un modelo de desensibilizacion heterdloga que ha sido propuesto, es la
transactivacion. Los receptores acoplados a proteinas G inducen la
transactivacion de los receptores con actividad de tirosina cinasa, por medio de la
actividad proteolitica de metaloproteasas, las cuales hidrolizan factores de
crecimiento de la matriz extracelular.

La transactivacion ha sido ampliamente estudiada para el receptor de EGF,
éste receptor controla una gran variedad de funciones bioldgicas, como son la
proliferacion celular, la diferenciacion, la migracion celular y la modulacién de la
apoptosis (Fisher, et , al 2003). La estimulacidén del receptor del EGF por su ligando
en el dominio extracelular, promueve la dimerizacién del receptor, provocando su
fosforilacién. Esta fosforilacion crea dominios de fosfotirosinas que activan la
cascada de sefalizacion del receptor. Han sido descritos ocho ligandos para el
receptor de EGF: el factor de crecimiento epidémico (EGF), el factor de crecimiento
epidérmico que une a heparina (HB-EGF), la amfiregulina, el factor de crecimiento
transformante alfa (TNF-a), la betacelulina, la epiregulina, el epigen y el crypto.
(Fisher et, al., 2003; Nishia and Klagsbrunb,2004).

El proceso de transactivacion, juega un papel importante en la sefalizacion
de diferentes tipos de receptores como son: receptores acoplados a proteinas G,
receptores de citocinas, entre otros. La transactivacion del receptor de EGF, fue
originalmente descrita por el grupo de Ulrich, (Daub, et, al 1996). Ellos observaron
que el tratamiento de fibroblastos de rata con acido lisofosfatidico (LPA), endotelina
(ET) o trombina, provocaba una rapida fosforilacion del receptor de EGF y la
subsecuente activacion de su via de sefalizacién. De forma interesante observaron
la participacion de proteinas G relacionadas en este proceso de transactivacion
(Fisher et, al., 2003; Nishi and Klagsbrun, 2004; Higashiyama, 2004).
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Prenzel y colegas (Fisher, et., al 2003), fueron los primeros en demostrar
que el procesamiento proteolitico del HB-EGF mediado por metaloproteasas
produce una transactivaciéon del receptor de EGF (Nishi and Klagsbrun, 2004;
Higashiyama, 2004) (Fisher, et , al 2003; Nishi and Klagsbrun, 2004; Higashiyama,
2004).

Metaloproteasas

Las metaloproteasas (MMPs Matrix Metalloproteinases, por sus siglas en inglés),
son endopeptidasas que participan en el remodelamiento y degradacion de la
matriz extracelular. Estan involucradas en la degradacion de la colagena,
proteoglicanos, laminina y fibronectina. Las MMPs llevan a cabo funciones como la
remodelacion del tejido conectivo y estan implicadas en procesos del desarrollo
embrionario. En condiciones fisiolégicas normales, la actividad de las MMPs es
regulada por los inhibidores endoégenos de las metaloproteasas (TIMPs, Tissue
Inhibitors of MMPs, por sus siglas en inglés). La alteracién en la regulacién de la
actividad de las MMPs esta relacionada en enfermedades como el cancer, fibrosis,
artritis y aterosclerosis (Beaudeux, et al, 2004; Higashiyama, 2004).

Han sido descritas 23 diferentes miembros de la familia de las MMPs, las
cuales son codificadas por diferentes genes y secretadas por una gran variedad de
tipos celulares. La estructura de todas las MMPs estd conformada por tres
dominios : un predominio, un prodominio y un dominio catalitico. El predominio es
cortado después de la secrecion celular y esta ausente en la forma activa de la
enzima. El prodominio mantiene la actividad enzimatica en la forma latente y
comprende una secuencia de péptidos con un residuo de cisteina que interactua
con el dominio catalitico. Este dltimo contiene un atomo de zinc unido por tres
residuos de histidina. La liberacion proteolitica del prodominio resulta en la
liberacién del &tomo de zinc del residuo de cisteina, resultando en la activacién del

dominio catalitico.
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lll. . RECEPTORES ADRENERGICOS

Los receptores adrenérgicos pertenecen a la familia de receptores acoplados
a proteinas G. Los ligandos naturales de los receptores adrenérgicos son las
catecolaminas, adrenalina y noradrenalina. Los receptores adrenérgicos estan
estructuralmente formados por un extremo amino terminal extracelular. Presentan
siete segmentos de 20 a 25 residuos de amino&cidos hidrofébicos que forman los
extremos transmembranales, conectados por tres asas extracelulares y tres asas
intracelulares. Y tienen un extremo carboxilo terminal intracelular. El sitio de unién
al ligando se encuentra localizado dentro de los dominios transmembranales,
mientras que las regiones citosolicas intervienen en el acoplamiento con las
proteinas G. Gracias a estudios realizados utilizando mutagénesis dirigida, ha sido
posible conocer los aminoacidos y los sitios especificos de union al ligando. El
modelo estructural mas aceptado indica que las asas Ill, IV, V y VI forman un
dominio de unién al ligando y que el residuo 113 de aspartato actia como contra-
iobn para contrarrestar la carga de la noradrenalina y que asi pueda existir una unién
no covalente entre el receptor y su agonista. Otro sitio de unién muy importante es
el que interactia con las proteinas G, el cual se localiza en las asas Il y lll
intracelulares (Garcia-Sainz, et al, 2000, Diviani, et al, 1997).
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Existen tres familias de receptores adrenérgicos, los ay, a- y los B. De los
cuales se han identificado nueve subtipos en total: ay (aa, Q1p-, G1p), A2 (G2a CoB,
a2c) Y B (B1, B2, Bs). Estos receptores difieren en sus secuencias de aminoacidos,
en la afinidad por sus diferentes ligandos y en las vias de transduccién que activan
(Garcia-Sainz, 2000). Los receptores ai-adrenérgicos activan la via de recambio de
fosfoinositidos-Ca®*. Los receptores ap-adrenérgicos inhiben la via de la adenilil
ciclasa. Los receptores B-adrenérgicos activan la via de la adenilil ciclasa.

Los subtipos de receptores a; adrenérgicos que han sido clonados son el
receptor aia, €l receptor aip., y €l receptor aip. Los cuales son capaces de activar
la via de recambio de fosfoinositidos-Ca?*. Aunque sean observado diferencias en
la eficiencia para producir la respuesta intracelular. Los receptores aia.adrenérgicos
son los mas eficientes, seguidos por los receptores aqp- y l1os menos eficientes son

receptores aip adrenérgicos (Garcia-Sainz, 1996; Coge, et al, 1999).

Los receptores a; adrenérgicos se expresan en la mayoria de los tejidos,
incluyendo el cerebro, el corazén, las arterias, el higado, el riidn, la préstata y el
bazo. Existe una diversidad de los receptores adrenérgicos entre las diferentes
especies animales. En el higado humano se expresa el mRNA del receptor aia,
(Garcia-Sainz et al. 1995) y en el higado de rata el receptor ayp. (Garcia Sainz, et
al, 1993). En el ser humano el receptor aia, €s expresado predominante en el
corazon, la corteza cerebral y la prostata (Pierce, et al; 1994). Los vasos deferentes
y otros musculos lisos expresan predominantemente los receptores aip Yy Qia
(Piasick, et al; 1999). El receptor ai. se encuentra expresado en altas

concentraciones en el bazo y en el rindn (Garcia-Sainz, 1999).

Los receptores ay adrenérgicos participan en muchos procesos fisioldgicos
esenciales como la regulacién del equilibrio hidrico y de electrolitos, la contraccion
uterina, la regulacion del ritmo cardiaco, la neurotransmision a nivel central y
periférico, el tono vascular, la contraccion del musculo liso en el sistema genito-
urinario y la modulacién del metabolismo hepatico, entre otras (Garcia-Sainz, et al;
2000). Los receptores a; adrenérgicos, al igual que otros receptores acoplados a

proteinas G, activan respuestas mitogénicas y transcripcionales en varios tipos
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celulares. Estos participan en procesos del desarrollo, como en la regulacion del
crecimiento, la diferenciacién y la proliferacion celular (Zhong and Minneman,
1999).

Receptor ap-adrenérgico

El receptor aip.adrenérgico fue el primero de los tres receptores a; en ser
clonado. Este receptor presenta un tamano de 516 aminoacidos, de los cuales 46
pertenecen al extremo amino- terminal. Las dos primeras asas intracelulares
contienen residuos de cisteina importantes, que permiten el plegamiento correcto
de la proteina. En la tercera asa intracelular se encuentra localizados los

aminoacidos (Arg 2, Lys 8 y Leu'®)

, en donde se lleva a cabo la interaccién con
las proteinas G. El extremo carboxilo terminal del receptor es de suma importancia
para la fosforilacién y desensibilizacion del receptor. Se han caracterizado los sitios
de fosforilacién por las GRKs, siendo estos la Ser*™, Ser*®®, y la Ser *!° (Diviani , et
al 1997). Los sitios de fosforilacion por la PKC en el carboxilo terminal, son las

Ser**y la Ser*®. (FIGURA.4).

La fosforilacién inducida por la PKC, ha sido estudiada, mediante el uso de
ésteres de forbol (TPA), los cuales activan directamente a la proteina cinasa C,
desensibilizando al receptor asp.adrenergico (Garcia-Sainz et al, 1999b).
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FIGURA 4. Modelo estructural del receptor aj,.adrenérgico de hamster. El esquema
muestra la secuencia de aminodacidos, los sitios de dominios transmembranales los sitios

de glicosilacion ( ®), el sitio de reconocimiento a Goq ( @), Yy los sitios de fosforilacion a
PKC (@ ), a GRK ( @ ) (Tomado de Cotecchia, et al., 1997).
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Via de senalizacion del receptor ap.adrenergico

El receptor asp-adrenergico esta acoplado a la via de senalizacion que activa
el recambio de fosfoinositidos—Ca?*. El agonista se une al receptor en la tercera
asa transmembranal, éste sufre un cambio conformacional, que permite el
acoplamiento y el recambio de GDP por GTP en las proteinas Gg11. Las
subunidades By de la proteina G sufren un cambio conformacional y son liberadas
del complejo. La subunidad a promueve la activaciéon de la fosfolipasa C-, (PLC
B), que se encuentra localizada en la membrana celular. La PLC 8 lleva a cabo la
hidrélisis del fosfolipido fosfatidilinositol, 4-5 bifosfato (PIP2), lo que conduce a la
formacién de dos segundos mensajeros, el diacilglicerol (DAG) y el inositol 1, 4,5-
trifosfato (IPs). El IP; activa a su receptor-canal, ubicado en el reticulo
endoplasmico y libera Ca®" al citoplasma. El Ca** y el diacilglicerol activan a la
proteina cinasa C (PKC). La produccién de estos segundos mensajeros lleva a
cabo la amplificacién de la sefial mediante cascadas intracelulares que permiten a
las células tener un control preciso y regulado de sus funciones fisiolégicas.
(FIGURA.5)
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FIGURA 5. VIA DE SENALIZACION DEL RECEPTOR a,,, ADRENERGICO. La unién de
la noradrenalina (NA), con el receptor aj,adrenégico, promueve un cambio
conformacional, que permite el acoplamiento y la hidrolisis de GDP a GTP de las proteinas
Gg11. Las subunidades By de la proteina G sufren un cambio conformacional y son
liberadas del complejo. La subunidad a promueve la activacién de la fosfolipasa C-f8, (PLC
B), que se encuentra localizada en la membrana celular. La PLC B lleva a cabo la hidrélisis
del fosfolipido fosfatidilinositol, 4-5 bifosfato (PIP2), lo que conduce a la formacién de dos
segundos mensajeros, el diacilglicerol (DAG) y el inositol 1, 4,5-trifosfato (IP3). El IP; activa
a su receptor-canal, ubicado en el reticulo endoplasmico (RE) y libera Ca®*, al citoplasma.
El Ca**y el DAG producido activan a la proteina cinasa C (PKC). La PKC, fosforila al
receptor ap,.adrenergico.
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Regulacion del receptor aip.-adrenérgico

En la desensibilizacién heterdloga, también conocida como regulacién

cruzada, participan la proteina cinasa C (PKC) y la proteina cinasa A (PKA). Ambas
cinasas regulan al receptor ai,. adrenérgico. Esta regulacion provoca una
disminuciéon de la respuesta funcional del receptor ay,- adrenérgico a través de la
activacién de otro tipo de receptores (Benovic et al, 1985).
Una de las principales evidencias del proceso de desensibilizacion heteréloga, se
reportd en hepatocitos de rata, en donde al activar a la PKC con ésteres de forbol
se observé una inhibicién en la funcionalidad de los receptores a; adrenérgicos,
asociandose este fendmeno con la fosforilacion del receptor (Corvera, et al., 1986).
Un resultado similar se encontré estudiando la linea celular DDT1MF2, en donde se
demostrd también la fosforilacidén del receptor ayp- adrenérgico inducida por ésteres
de forbol (TPA) (Leeb-Lunderg, et al, 1985).

Los estudios de las secuencia del receptor ay,. adrenérgico han permitido
conocer que existen sitios consensos para la fosforilacion por la PKC (Lattion, et
al., 1994). La activacién de la PKC induce la fosforilacién y la desensibilizacién de
diferentes receptores, como los receptores para angiotensina AT; (Garcia-
Caballero, et al. 2001), los receptores AT, (Olivares Reyes, et al., 1997). Ademas
los receptores adrenérgicos tienen una sensibilidad diferente por el TPA. Por
ejemplo, el receptor aa, no es sensible al TPA, en cambio los receptores a1y y aip-
adrenérgicos si son sensibles al TPA (Vazquez-Prado et al., 2000; Garcia-Sainz, et
al., 1999; Garcia-Sainz, et al., 2000)

Otra enzima que participa en la desensibilizacion heteréloga del receptor aqp.
adrenérgico, es la fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K). La PISK promueve también la
activacién de otras vias de sefalizacion para factores de crecimiento y citocinas. La
PI3K cataliza la reaccion de fosforliacion del OH en la posicién 3 del anillo de
inositol del fosfatidilinositol y de sus derivados como el fosfatidilinositol 4-5-
bisfosfato. Los fosfoinositidos fosforilados en la posicion 3°, actian como i

segundos mensajeros que activan de manera directa o indirecta a diferentes

22



proteinas cinasas, por ejemplo a diferentes isoformas de la proteina cinasa C
(PKC), a la proteina cinasa B (PKB) y las proteinas dependientes de fosfoinositos
1-2 (PDK-1/2) (Cantley, 2002).

La fosforilacion y desensibilizacién heterbéloga del receptor aip.adrenérgico,
es inducida también por la activacion de otros receptores acoplados a proteinas G,
como son: el receptor de endotelina (ETa) (Vazquez-Prado et al.,, 1997) y el del
acido lisofosfatidico (LPA) (Casas-Gonzalez ,et al., 2000). El receptor de
bradicidina (B2) fosforila pero no induce la desensibilizacion del receptor aip.
adrenérgico (Medina, et al., 1998). Receptores con actividad de cinasa de
serina/treonina como: el factor de crecimiento transformante B (TGF-B), también
inducen la fosforilacion y desensibilizacién del receptor a,.adrenérgico (Romero-
Avila, et al., 2003). Los receptores con actividad de cinasa de tirosina, como son: el
del factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF) (Medina, et al., 1998), y el receptor de insulina (Garcia-Séinz, et
al 2004) también inducen la fosforilacion y desensibilizacién del receptor oup.
adrenérgico.(FIGURA.6)

Ol1B-AR

SN

FIGURA 6. Esquema representativo de los receptores que inducen la desensibilizacion
heterdloga del receptor a;,.adrenergico (a4,-AR). Los receptores acoplados a proteinas G: B»-R
(Bradicinina), ET-R (Endotelina), LPA-R (Acido lisofosfatidico). Los receptores con actividad de
cinasa de tirosina: PDGF-R (Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas), Insulina-R (Insulina).
proteina cinasa C, (PKC),. Fosfolipasa C B, (PLC- B); Diacil Glicerol (DAG); Fosfatidilinositol 3 cinsa
(PI3K); Cinasa dependiente de fosfoinositidos (PDK-1).
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IV. RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO SIMILAR A LA INSULINA

El receptor del factor de crecimiento similar a la insulina | (IGF-1R),
pertenece a la familia de receptores con actividad de cinasa se tirosina. El IGF-R
regula las acciones biologicas del factor de crecimiento similar a la a insulina 1
(IGF-1). El receptor del IGF-1 es sintetizado como una solo cadena peptidica de
300-400 residuos de aminoacidos. En su transporte hacia la membrana, los pre-
receptores son glicosilados, doblandose y dimerizandose bajo la guia de proteinas
chaperonas, para posteriormente ser transportados al aparato de Golgi. En el
aparato de Golgi son procesados por la furin-proteasa, la cual genera las
subunidades maduras del receptor: la subunidad a (130-135 KDa) y la subunidad
(90-97 KDa). Posteriormente se lleva a cabo el ensamblaje de las subunidades a
través de puentes disulfuro. La organizacién del pre-proreceptor ha sido
establecida mediante analisis de secuencia, demostrdndose la siguiente
disposicion: nyepeptido sefal-subunidada-subunidadBcoon. El receptor completo es
una glicoproteina de membrana compuesta por dos subunidades a extracelulares
de 115 kDa y dos subunidades B intracelulares de 95 kDa. Ambos tipos de
subunidades estan unidas por puentes disulfuro, formando un complejo (Dupon
and Holzenberger, 2003).La subunidad a contiene una regién rica en cisteina y
sitios potenciales de glicosilacién. La subunidad B es una cadena transmembranal
con un dominio intracelular enzimatico de tirosina cinasa y un sitio de unién para
ATP (LeRoith, et al, 1995). (FIGURA?)
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FIGURA 7. ESQUEMA REPRESENTATIVO DE LA ESTRUCTURA DEL RECEPTOR DE
IGF-1. El receptor del IGF-1 es una glicoproteina de membrana compuesta por dos
subunidades a extracelulares y dos subunidades B intracelulares Ambos tipos de
subunidades estan unidas por puentes disulfuro, formando un complejo heterodimero. La
subunidad a contiene un dominio de unién al ligando (L1). Una regién rica en cisteina (CR)
y once sitios potenciales de glicosilacion. La subunidad § es una cadena transmembranal
que contiene cuatro ectodominios perecidos a la fibronectina (Fnlll), y un dominio
intracelular enzimatico de cinasa de tirosina con un sitio de unién para ATP. (Modificado de
Adams, et al, 2000).
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Factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1)

El IGF-1, es un factor de crecimiento que se expresan de forma muy
regulada y participan de forma esencial en procesos de diferenciacion, crecimiento
y desarrollo tisular (Dupon and Holzenberger, 2003). El IGF-I es un polipéptido de
cadena sencilla, con un peso molecular de 7.5 kDa. El IGF se expresan, tanto en el
desarrollo embrionario como en la vida adulta, en gran variedad de tejidos entre los
que se incluyen musculo, pulmén, higado, rinones y cerebro (Dupon and
Holzenberger, 2003). La hormona de crecimiento es captada por el higado donde
promueve la sintesis y secrecion del IGF-1 en sangre. En la sangre, el IGF-1 es
transportado hasta los tejidos diana en los que ejercera su efecto (Hernandez-
Sanchez, et al, 1995). Las acciones biolégicas del IGF-1, estan moduladas por una
familia de seis proteinas transportadoras (IGFBPs 1-6). Las IGFBPs controlan la
disponibilidad del IGF-1 y regulan la interaccion con sus receptores (Dupon and
Holzenberger, 2003). La IGBP-3 es la proteina que transporta el 95 % del IGF-1
presente en el torrente sanguineo circulatorio. De esta forma el péptido es
protegido de la degradacion proteica, y se prolonga su vida media de 10 minutos en
forma libre a unas 5-6 horas en forma unida con la IGFBP-3 (Bar et al., 1990;

Dupon and Holzenberger, 2003).

Via de senalizacion intracelular del receptor del factor de crecimiento similar a la
insulina 1
La unién del IGF-1 a la subunidad a de su receptor produce una

autofosforilacion en la regién citoplasmica de la subunidad B del receptor. Asi
como, fosforilaciones en tirosinas en una serie de proteinas, entre las que destacan
los sustratos del receptor de insulina (Insulin Receptor Sustrates o IRSs, por sus
siglas en inglés) y la proteina SHC. Los sustratos del receptor de insulina mas
conocidos son el IRS-1 y el IRS-2. El IRS-1 estd muy conservado en todas las
especies y presenta, al menos 21 sitios potenciales de fosforilacion en tirosina. El
IRS-1 crea sitios de unién a proteinas con dominios SH2 (dominios homélogos a
Src, tipo 2), como la subunidad p85 de la PI3K, GRB2 (Growth Factor Receptor
Bound-2, por sus siglas en inglés), syp, Nck y Crk. Tanto el IRS-1 como la proteina
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SHC, inician cascadas de sefalizacion intracelular que se agrupan en dos vias
principales: La via de la PI3K y la via de las MAPKs.

La via de la fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K) esta implicada principalmente,
en procesos metabolicos, de crecimiento celular y antiapoptoticos. El receptor de
IGF-1 fosforila al IRS-1, activandolo. El IRS-1 interacciona con la subunidad
reguladora p85 de la PI3K. La p85 activa a la subunidad catalitica p110, de la PI3K
y produce la formacion de fosfoinositidos fosforilados en la posicién 3'. Estos
fosfoinositidos activan a la serina treonina cinasa PKB 6 Akt. Estos derivados
también provocan la activacion de algunas isoformas de la PKC como son las
isoformas: €, n, y ¢ (Dupon yHolzenberger, 2003).

La via de las MAP cinsas (Mitogen-Activated Protein Kinase, MAPK, por sus
siglas en inglés): regula procesos de mitogénesis y de diferenciaciéon celular . La
fosforilacién de SHC por el receptor de IGF-1 induce la activaciéon de la GTPasa
Ras. Ras induce el anclaje a la membrana y la activacién de la serina treonina
cinasa Raf. Raf conduce a la activacion de otra serie de proteinas como son las
MAPKK (MEKSs), las MAPK (ERKSs) y factores de transcripciéon, como c-jun, Elk1, c-
fos y c-myc (Dupon and Holzenberger, 2003). (FIGURA.8).

27



TG6F-1-R |

PP3I :

SoS

=t RaS GTP

PDK-1 / \
|v||<|< MKK

PKB/AKT

JNK

@
i i

C-jun  Elk1 C-fos C-myc

NUCLEO

CRECIMIENTO Y PROLIFERACION

FIGURA 8. ViA DE SENALIZACION DEL RECEPTOR DE IGF-1. El IGF-1 se une a su
receptor, provocando que esté sufra un cambio conformacional, que permite la
autofosforilacién en tirosinas, activandolo. El receptor activo, fosforila al IRS-1.El IRS-1
interacciona con la subunidad p85, la subunidad reguladora de la PI3 Ky ésta activa a la
subunidad p110, la subunidad catalitica de la PI3 K y produce la formacién fosfoinositidos
fosforilados en la posicion 3’, que activan a la PDK-1. PDK-1, interacciona con la serina
treonina cinasa PKB/Akt. La fosforilacion de SHC por el IRS-1, induce la activacion de la
GTPasa Ras. Ras induce la activacién de la serina treonina cinasa Raf que, a su vez,
conduce a la activacion de otra serie de proteinas como son las MAPKK (MEKs), ERK1/2,
JNK, P38 y otras proteinas-cinasas; las cuales activan factores de transcripcion.
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V. ANTECEDENTES

Los procesos de fosforilacion y desensibilizacion han sido estudiados
ampliamente en nuestro laboratorio. Como ya se indicé previamente, la activacion
de los receptores no-adrenérgicos induce la fosforilacion y desensibilizacion
heter6loga del receptor aqp-adrenérgico La PKC y PI3K jugar un papel importante
en el proceso de desensibilizacion heteréloga del receptor ayp-adrenérgico (Garcia-
Sainz, et al, 2000; Diviani, et al, 1997).

En nuestro laboratorio se ha demostrado que la activacion de los receptores
de siete dominios transmembranales acoplados a las proteinas G como los
receptores de endotelina, (ETA), (Vazquez-Prado, et, al, 1997) y receptores para el
acido lisofosfatidico (LPA), (Casas-Gonzalez, et, al., 2000); son capaces de inducir
la fosforilacion y la desensibilizacién del receptor ayp.adrenérgico. Asi como
también por receptores con actividad de serina/treonina cinsas, como el receptor

del factor de crecimiento transformante B (TGF-B), (Rémero-Avila, et al., 2003).I

Los receptores con actividad de cinasa de tirosina como la insulina (Garcia-
Saniz, et, al., 2004), el factor de crecimiento epidérmico (EGF), y el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (Medina, et, al, 1998), también pueden

inducir la fosforilacion y desensibilizacion heteréloga del receptor o 1p-adrenérgico.

Existe evidencia que sugiere que los receptores con actividad de cinasa de
tirosina pudieran interaccionar con las proteinas de G heterotrimericas,
particularmente a las de la familia de Gi (Patel, 2004; Nishimoto, et, al, 1987). El
grupo de Nishimoto, (Nishimoto, et al, 1987), demostré que el receptor del IGF-1
era capaz de interaccionar con proteinas G hetrotriméricas. Esencialmente el
estudio mostrd que el incremento en la liberacién de calcio intracelular y la sintesis
del DNA que el IGF-1 indujo, fueron inhibidas por el tratamiento con la toxina
pertussis. El interés por conocer la interaccidén del receptor de IGF-1 y las proteinas
Gi, mostraron que la via de activacidbn de las cinasas reguladas por sefales
extracelulares (ERKSs), fue sensibles a la toxina pertussis (Lutrell, 1995). Estudios

mas recientes mostraron que el receptor del IGF-1 se asocia con las subunidades
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Gai y con el dimero GBy. (Hallak et al., 2000; Dalle et al., 2001). Ademas en células
de musculo liso de intestino humano, la activaciéon de los receptores del IGF-1,
mostraron una disminucién en la actividad de la adenilato ciclasa al ser tratadas

con toxina pertussis (Kuemmerle and Murthy, 2001).

La activacién de las proteinas G sensibles a la toxina pertussis por el
receptor del acido lisofosfatidico (LPA), induce la fosforilacién del receptor op-
adrenérgico via el HB-EGF por las metaloproteasas, que lleva a la activacion
autécrina de los receptores de EGF, el cual lleva a la activacion de la PI3K y de la
PKC (Casas, et al, 2003)

El interés de este trabajo reside en conocer si el factor de crecimiento similar
a la insulina 1 (IGF-1), es capaz de fosforilar, desensibilizar e internalizar al
receptor ayp-adrenérgico a través de una via de sefalizacion que involucre la
participacion de proteinas G sensibles a la toxina pertussis y la transactivacion del
receptor de EGF.
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VI. HIPOTESIS

La fosforilacién del receptor ap-adrenérgico por la activacion de los receptores del
factor de crecimiento similar a la insulina-1, induce la desensibilizacién e

internalizacién del receptor aip-adrenérgico.
VIl. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo fue establecer el mecanismo de
desensibilizacion heteréloga del receptor aip-adrenérgico, inducido por la activacion

de los receptores del IGF-1.
VIIl. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Medir el estado de fosforilacién del receptor oyp-adrenérgico, después del

tratamiento con el IGF-1, en las lineas celulares Rat-1, Cos-1 y DDT1MF2.

2. Medir la formacién de los segundos mensajeros: Ca?* y fosfatos de inositol,
después del tratamiento con el IGF- 1.

3. Determinar en estudios de fosforilacion del receptor aqp-adrenérgico
inducida por el IGF-1, la participacién de las proteinas Gi, con el tratamiento
de la toxina pertussis

4. Conocerr el papel de las posibles proteinas cinasas PISK y PKC, con el uso
de inhibidores selectivos, el estado de fosforilacion del receptor «oip.

adrenérgico, a través de la activacién de los receptores del IGF-1.

5. Evaluar el estado de fosforilacién del receptor aip.—adrenérgico inducido por
el IGF-1, en células Cos-1 transfectadas con la GRK2 (Bark), para conocer el

papel del dimero Gy en este proceso.
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6. Medir el estado de fosforilacion del receptor aip.—adrenérgico inducido por el
IGF-1, en células Rat-1, tratadas con inhibidores del receptor del EGF,
metaloproteasas y del ligando HB-EGF, para determinar su participacién en

este proceso.

7. Conocer el efecto del IGF-1 en la internalizacién del receptor op-
adrenérgico humano etiquetado con la proteina verde fluorescente, con ayuda

de la técnica de microscopia confocal
IX. MATERIALES Y METODOS

REACTIVOS

El medio modificado Dulbecco’s Eagle’s (DMEM), el antibiético G418, el suero
fetal bovino y otros reactivos para el cultivo celular se obtuvieron de Gibco BRL. La
(-) -noradrenalina, el factor de crecimiento similar a insulina 1, y los reactivos de
uso general fueron obtenidos de Sigma Chemical Co. EI LY 294002, la wortmanina,
la toxina mutante de la difteria (CRM 197), el Ro 318220 y la estaurosporina fueron
de Calbiochem. El [*P] Pi (8500-9120 Ci/mMol); el [2, 3-°H]-mio-inositol (22.9
Ci/mMol) fueron obtenidos de New England Nuclear Life Science Products. La
proteina A acoplada a sefarosa se obtuvo de Upstate Biotechnology. El Fura-2/AM
fue de Molecular Probes. La toxina pertussis se purific6 en el laboratorio de la
vacuna concentrada como esta descrito en (Garcia-Sainz, et, al, 1992). Las
membranas de nitrocelulosa fueron obtenidas de Bio-Rad.

El BB-94 (Batimastat) fue proporcionado generosamente por el Dr. Mobashery
(Michigan University, Mayne. USA). Las columnas de purificacion de ADN fueron
obtenidas de Qiagen. Los anticuerpos Anti-GRK2 y los anticuerpos anti-p85 de la
PIBK son de Santa Cruz Biotechnology. Los anticuerpos secundarios fueron
obtenidos de Zymed. Los reactivos de quimioluminiscencia fueron obtenidos de
Pierce. El anticuerpo contra el decapeptido del carboxilo terminal de la secuencia
del receptor aip.adrenérgico de hamster fue obtenido por la inmunizaciéon de
conejos con el péptido indicado, obtenido de Multiple Peptide System (Vazquez-

Prado, et, et, 1997). El anticuerpo contra la proteina verde fluorescente fue
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obtenido en el laboratorio, generado con una proteina de fusion GST-EGFP. La
proteina purificada se utiliz6 como antigeno para inmunizar conejos y se obtuvieron
anticuerpos anti-EGFP utiles para realizar experimentos de inmunoprecipitacion

(Colin -Santana, Tesis de Licenciatura, 2005).
LINEAS CELULARES

Para realizar este trabajo se utilizaron las siguientes lineas celulares: células
Rat-1, las cuales son derivadas de fibroblastos de pulmén de rata, células
DDT1MMF, las cuales son derivadas de musculo liso de hamster, y células Cos-1,
gue son derivadas de fibroblastos de rifidn de mono.

Las células Rat-1 que expresan por transfeccién estable al receptor oip-
adrenérgico de hamster, fue donada por el grupo del los Dres. R. J. Lefkowitz y M.
G. Caron (Duke University Medical Center). Las células Rat-1 que expresan
establemente al receptor aqp-adrenérgico humano etiquetado en el carboxilo
terminal con la proteina GFP, las genere en el laboratorio como se describe mas
adelante. Las células DDT1MF2 y COS-1 fueron obtenidas del ATCC. Todas las
celulares fueron cultivadas en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con
glutamina y con una concentracion de glucosa de 4.5¢/L. Fueron complementadas
con: suero fetal de bovino al 10% (SFB) y los antibi6ticos: estreptomicina 100
ug/ml, penicilina 100 U/ml, anfotericina B 0.25 ug/ml y G418 300 ug/ml como
antibiético de seleccion (solo para las células Rat-1). Las células fueron cultivadas
dentro de una incubadora a 37 °C en una atmdésfera de 95% aire y 5% de COs.

CONSTRUCCION DEL PLASMIDO o-1p---rADRENERGICO-GFP

El Dr. Gozoh Tsujimoto (Department of Genomic Drug Discovery Science, Faculty
of Pharmaceutical Sciences, Kyoto University, Kyoto, Japan) generosamente nos
dond el plasmido pME-18S que codifica la expresion del receptor asp-adrenergico
humano. El gen del receptor fue secuenciado y amplificado por PCR y el producto
fue subclonado dentro del plasmido pDrive. Los cebadores usados fueron los
siguientes: el sentido: 5GGAAGATCTCCACCATGAATCCCGACCTGGACACCGS!
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y el antisentido: 5’CCGGAATTCCAAACTGCCCGGGCGCCAGS'. El producto hap.
Astop fue insertado dentro de los sitios Bglll/EcoRI del vector pEGFP-N1 (Clontech,
Mountain View, CA) para generar un receptor flanqueado en el carboxilo terminal
con la proteina verde fluorescente (GFP).

Se realizé la secuenciacion de doble cadena de DNA en la Unidad de Biologia
Molecular de nuestro instituto para verificar la secuencia de nucleétidos correcta

del plasmido usado.
EXPRESION DE PLASMIDOS EN LAS LINEAS CELULARES

La transfeccion transitoria en las células Cos-1 se realizé por el método de
DEAE-dextran (Gonzalez, et, al, 1995).Las células con un 90% de confluencia
fueron transfectadas con un total de 6 ug del plasmido para cada caja Petri de 10
centimetros de diametro, usando 3 pg del plasmido que contiene los cDNA del op.
adrenérgico y 3 ug del pladsmido que contiene los cDNAs que codifica para el
carboxilo terminal de la cinasa del receptor B-adrenérgico (BARK), el tipo silvestre
de la PI3K (PI3Kwt), la mutante dominante negativa de la PI3K, (Ap85) o la B-
galactosidasa (pCH110). Los experimentos se realizaron con las células
transfectadas después 48 horas del proceso de transfecciéon. La eficiencia de
transfeccion (~60%) fue determinada por la actividad de la B-galactosidasa. La
expresion de proteinas de interés se verificd tanto por el andlisis de Western blot
como por ensayo de unién al ligando radiactivo [*H]-prazosina. EI cDNA del
receptor aqp-adrenérgico de hamster (Cotecchia, et, al, 1998), fue amablemente
donado por el Dr. Robert J. Lefkowitz, el cual fue subclonado en el vector pcDNAS.
Los plasmidos SRa-p85 que contiene el cDNA de la subunidad silvestre de la p85 y
de la Ap85 que contienen el cDNA de la subunidad p85a mutante de la dominante
negativa de la PI3K, la cual carece del sitio activo para la subunidad p110, fue
proporcionado amablemente por los Drs. W. Ogawa y M. Kasuga (Hara, et, al,
1994). El plasmido pRK5 que expresa al carboxilo terminal de la GRK2 (By) de la
BARK fue donado amablemente por el Dr. W. Koch (Koch, et, al, 1994).
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Las células Rat-1 fueron transfectadas con el cDNA del receptor ayp.adrenergico
humano- fusionado en su carboxilo terminal con la proteina verde fluorescente,
como se describe a continuacion. La transfeccion se realizo con lipofectamina 2000
siguiendo las instrucciones del fabricante Posteriormente las células fueron
seleccionadas en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con glutamina y
con una concentracion de glucosa de 4.5g/l. Fue complementado con: suero fetal
de bovino al 10% (SFB), los antibidticos: estreptomicina 100 pug/ml, penicilina 100
U/ml, anfotericina B 0.25 ug/ml y con G418 a una concentracion de 900 pg/ml
como antibiético de seleccién. Algunas clonas fueron aisladas y posteriormente se
midié el incremento en la concentracién de calcio intracelular para conocer la
respuesta ayp-adrenergica. La clona con la mejor respuesta fue seleccionada para

este trabajo.
PREPARACION DE MEMBRANAS

Las células confluentes se lavaron dos veces con buffer salino (PBS),
después se les adicion6 1 ml de buffer ( HEPES 20 Mm, pH: 7.5, EDTA 5 mM pH:
8.0, MgCl. 2mM, B-glicerofosfato 10 mM, pirofosfato de sodio 10 mM, NazVOq4 5
100 uM, leupeptina 20 pg/ml; aprotinina 20 ug/ml, fluoruro de fenil-sulfonilo (PMSF)
100 ug/ml y de inhibidor de tripsina de soya 50 ug/ml a pH 7.4 final). Las cajas de
cultivo se mantuvieron con esta solucion sobre hielo durante 1 hora.
Posteriormente las células se despegaron con un gendarme y se pasaron a un
homogenizador de vidrio-teflon con vastago y fueron homogenizadas con 40 golpes
con taladro sobre hielo. EI homogenado obtenido se pasa a tubos corex y se
centrifuga a 1500x g en el rotor SS34, de la centrifuga Sorval durante 20 min a 4°
C. El sobrenadante se separa y la pastilla se re-homogeniza en 10 ml de buffer de

lisis. EI homogenado se pasa a tubos Corex frios y se centrifuga a 1,500 g en el
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rotor SS34, durante 20 minutos a 4° C. La pastilla obtenida, que contenia a las
membranas, se resuspendié en una solucién amortiguadora de Tris-MgCl, (Tris 50
mM, MgCl, pH: 7.5). La concentracion de las proteinas fue determinada por el

método de Lowry.
ENSAYO DE UNION AL LIGANDO

Los estudios de union a ligando fueron hechos en membranas previamente
aisladas. Las membranas fueron incubadas con diferentes concentraciones de [°H]
Prazosina dentro de un rango de (0.025-8 nM). La concentracién de proteina usada
fue de 100 ug de en un volumen final 0.25 ml de buffer de unién (Tris 50 mM,
MgCl> 10 mM, pH 7.5). La reaccién fue incubada durante 60 minutos a 37 °C en un
bano con agitacién. La reaccion fue terminada, agregando 5 ml de buffer de union
frio y filtrando las muestras a través de filtros GF/C en un cosechador de células
Brandel. Los filtros se lavaron 2 veces y fueron secados. Posteriormente se
pasaron a viales, a los que se les agreg6 liquido de centelleo y fueron puestos en
un contador para medir la radioactividad. La unién inespecifica fue determinado en
presencia de 10 uM de fentolamina. La union especifica fue de >90% del pegado
total a la Kp, El programa EBDA (Biosoft-Elsevier) fue usado para analizar las

curvas de saturacion.
ENSAYO DE FOTOMARCAJE DEL RECEPTOR a4, ADRENERGICO-GFP

Las membranas de las células Rat-1a4p.h-GFP, (250 ug proteina), fueron
resuspendidas en buffer de fotomarcaje: (Tris-HCI, 50 mM, NaCl,1.5m, EDTA 500
mM, MgCl, 10 mM).Las células fueron incubadas 1 hora a 37° C en agitacion. La
reaccion se detiene agregando 0.7 ml de buffer de fotomarcaje. Posteriormente los
lisados fueron incubados en la obscuridad con 6 nM de ['?°|-aryl]-azido-prazosina y
expuestos a luz UV como esta descrito, (Vazquez-Prado et al., 1997; Vazquez-
Prado et al., 2000). Después de este tratamiento las membranas fueron
centrifugadas 15 minutos a 13,000 rpm en una micro centrifuga Eppendorf a 4° C.
El pellet se solubilizo en buffer de fotomarcaje con SDS 10% y tritén 10 %, durante
1 hora en hielo. Pasado el tiempo de solubilizacidn las muestras fueron
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centrifugadas por 15 minutos en una micro centrifuga Eppendorf a 13000 rpm y el
sobrenadante fue inmunoprecipitado toda la noche a 4° C. Los sobrenadantes de
las muestras fueron transferidos a tubos Eppendorf nuevos, que contenian 5 ul del
anticuerpo generado contra el receptor ayp.adrenérgico de hamster o 10ul contra la
proteina verde fluorescente, y se le adicionaron ademas 20 pl de proteina A-
sefarosa. Se incubaron toda la noche a 4°C. Posteriormente, las esferas de
sefarosa fueron lavadas tres veces por resuspension-centrifugaciéon, con solucion
amortiguadora de: Hepes 100 mM, NaHPO4 50 mM, NaF 10 mM, Tritén 10 %, SDS
5 % a pH 7.2 (solucidon de lavado). A las esferas lavadas se les agreg6 solucion de
Laemmli 2X y fueron calentadas a ebullicibn durante cinco minutos. Se
centrifugaron, y los sobrenadantes de las muestras fueron sometidos a
electroforesis en geles de poliacrilamida al 7.5 % en condiciones desnaturalizantes.
Una vez corridos geles fueron secados y expuestos sobre una placa del sistema
Phosphor Imager de Molecular Dynamics y después fueron analizados con el
software Image Quant.

FOSFORILACION DEL RECEPTOR a. ~ADRENERGICO

Las células fueron crecidas en placas de cultivo de 6 pozos a confluencia,
dejando en ayuno sin fosfatos un dia antes del experimento. El dia del experimento
las células fueron incubadas con 2 ml de este mismo medio que contenia el [**P]Pi,
50uCi /ml para las células Rat-1ai4p., 75uCi para las células Cos-1 y 150 uCi para
las células DDT1MF2, durante 3 horas a 37 °C. Las células marcadas
metabdlicamente se estimularon con IGF-1 o con algun otro agente como se indica
en cada experimento. Posteriormente se lavaron con una solucion amortiguadora
de fosfatos-salino (PBS) fria y fueron resuspendidas en 500 ul de solucién de lisis
(Tris-HCI 50 mM; NaCl 150 mM; SDS 0.1%; triton 1%; NaF 50 mM; NazVO4 100uM;
B-glicerofosfato 10mM; NasP.O; 10mM; p-Serina 1mM; p-Tirosina 1mM; 1mM p-
Treonina 1mM; EDTA 5mM; leupeptina 20 pug/ml; aprotinina 20 pg/ml, fluoruro de
fenil-sulfonilo (PMSF) 100 ug/ml y de inhibidor de tripsina de soya 50 pug/ml a pH
7.5 final) por una hora sobre hielo. Los extractos fueron colectados y centrifugados
a 10,000 xg o 13,000 rpm por 15 minutos en una micro centrifuga Eppendorf.
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Los sobrenadantes de las muestras fueron transferidos a tubos Eppendorf nuevos,
que contenian 5 ul del anticuerpo generado contra el receptor ayp-adrenérgico de
hamster o 10ul contra la proteina verde fluorescente, y se le adicionaron ademas
20 ul de proteina A-sefarosa. Se incubaron toda la noche a 4°C en agitacion.
Posteriormente, las esferas de sefarosa fueron lavadas tres veces por
resuspensién-centrifugacion, con solucion amortiguadora de: Hepes 50 mM, NaCl
100mM, NaHPO,4 50 mM, NaF 10 mM, Tritén 10 %, SDS 1 % a pH:7.2 (solucion de
lavado). A las esferas lavadas se les agreg6 solucion de Laemmli 2X y fueron
calentadas a ebullicion durante cinco minutos. Se centrifugaron, y los
sobrenadantes de las muestras fueron sometidos a electroforesis en geles de
poliacrilamida al 7.5 % en condiciones desnaturalizantes. Una vez corridos geles
fueron transferidos a membranas de nitrocelulosa y expuestos sobre una placa del
sistema Phosphorlmager de Molecular Dynamics y después fueron analizados con
el software Image Quant, para la cuantificacion de la fosforilacién. Las membranas
posteriormente fueron sujetas a ensayos de Western Blot, como se describe a
continuacién.
WESTERN BLOT

Las membranas de nitrocelulosa fueron hidratadas en una solucién de TBS
(NaCl. 150 mM, Tris-HCL 100 mM, pH: 8.0).Después, las membranas de
nitrocelulosa fueron bloqueadas en una solucién de TBS-Tween .0.1 %-leche 3%,
durante 3 horas a temperatura ambiente. Posteriormente a las membranas de
nitrocelulosa se les adiciond una solucion de TBS-Tween 0.1%-leche 1.5 % con el
anticuerpo contra el carboxilo terminal del receptor (diluciéon 1:500). Las
membranas de nitrocelulosa se dejaron incubando con esta solucidén toda la noche
a 4°C. Al dia siguiente las membranas se lavaron con una solucién de TBS-Tween
0.1%, tres veces en agitacién durante 5minutos para cada lavado. Después de los
lavados las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario anti-conejo
conjugado con la peroxidasa a una dilucion de 1:10000, en una solucién de TBS-
Tween 0.1%-leche 1.5 %.
La incubacién se realizé durante 30 minutos a temperatura ambiente. Pasado el

tiempo incubacion, las membranas se lavaron con una solucion de TBS-Tween
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0.1%, tres veces en agitacién durante 5 minutos para cada lavado. Para finalizar,
las membranas fueron puestas en contacto con los reactivos de
quimioluminiscencia. Las membranas se exponen en un casete con placas de
autorradiografia y se revelan. Las placas ya reveladas son escaneadas y las
imagenes son procesadas en el Adobe Photoshop.

CUANTIFICACION DE [Ca*!]i

Las células Rat-1 oyp-, al 100% de confluencia se incubaron toda la noche
con medio DMEM sin suero ni antibiéticos en cajas de Petri de 10 cm de diamétro.
Al dia siguiente las células fueron cargadas con el fluor6foro FURA 2AM [5uM] en 5
ml de una solucion de medio Krebs-Ringer-Hepes-Glucosa (NaCl 120 mM, KH.PO,
1.2 mM, MgSQO4 1.2 mM, KCI 4.75 mM, glucosa 10 mM, Hepes 20mM, CaCl, 1.27
mM, albumina sérica bovina 0.05%, pH 7.4), durante 45 minutos a 37°C en una
atmosfera de 5% de COs..

Después de la incubacion se lavaron tres veces con solucién fisiologica
amortiguadora para eliminar la aloumina y el FURA 2AM externo, a continuacion
las células fueron despegadas de la caja con 0.5 ml de tripsina al 0.3% durante 1
minuto, pasado este tiempo fueron resuspendidas en medio Krebs-Hepes-
Glucosa-BSA con CaCl, 1.3 mM vy trasladadas a tubos cénicos de 15 ml para
realizar 3 lavados, éstos consistieron en centrifugar 5 min. a 3000 rpm, en donde se
descarto el sobrenadante y el botén celular se resuspendié suavemente en 10 ml
de Krebs-Hepes-Glucosa-BSA Una vez hecho los lavados, las células fueron
preincubadas 15 min en presencia del IGF-1 (100 ng/ml) a temperatura ambiente
en agitacion suave. Pasado este tiempo la movilizacién de calcio intracelular se
observé después de la estimulacion con la noradrenalina (10uM), mediante
cambios en la fluorescencia. Las células se mantuvieron en agitacion constante y
se utilizé6 un espectrofluorémetro AMINCO-Bowman serie 2, el cual registra la
fluorescencia con excitacién a 340 nm y a una emision de 510 nm del fluoréforo.

La movilizacién del [Ca®*]i se cuantific utilizando un programa de computo incluido

en el espectrofluorémetro a partir de la relacién entre la fluorescencia maxima y
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minima de acuerdo a la ecuacién [Ca®']i = Kd [(R-Rmin) / (Rmax-R)] [Sf2/Sb2],
donde la Kd representa la constante de afinidad del fluoréforo por el Ca®*; R es la
lectura de la fluorescencia en unidades arbitrarias, Rmin representa la
fluorescencia minima obtenida al adicionar el quelante de Ca* EGTA (500mM) y
Rméx es la fluorescencia maxima obtenida al lisar las células con Tritdbn-X-100 al
10%. Sf2 y Sb2 son los coeficientes de proporcionalidad del fluoréforo libre (Sf2) y
el unido al calcio (Sb2) en la longitud de onda 2 ( Gryenkiewitcz, et al., 1998).

CUANTIFICACION DE FOSFATOS DE INOSITOL TOTALES

Las células Rat1- oyp-fueron sembradas en placas de seis pozos con medio
DMEM complementado con suero fetal bovino al 10% y antibiéticos-antimicéticos,
dejando que llegaran a una confluencia del 90%. Se marcaron metabdlicamente
con él [2,3-*H]mio-inositol 5 uCi/ml por 18 horas en DMEM sin inositol. El dia del
experimento se retird el medio radioactivo y las células se lavaron dos veces con
solucién amortiguadora de fosfatos (PBS), después las células fueron incubadas
con una soluciéon de Krebs-Ringer-Hepes-LiCl (NaCl 120 mM, KH.PO4 1.2 mM,
MgSO4 1.2 mM, KCI 4.75 mM, Hepes 20 mM, CaCl, 1.27 mM, 20 mM pH 7.4),
durante 20 min a 37 °C. Posteriormente las células fueron preincubadas con el IGF-
1 (100 ng/ml) durante 15 minutos. Pasado este tiempo las células fueron
estimuladas con noradrenalina (10 uM), durante 5 minutos. La estimulacién fue
detenida aspirando el medio y agregando 2 ml de cloroformo:metanol (2:1) en fri6
dejando reposar sobre hielo durante 20 minutos, posteriormente se recuper6 el
lisado celular de las placas y se transfirieron a tubos de ensaye agregando 0.7 ml
de cloroformo, mezclando con el vortex y 0.7 ml de agua llevando a cabo el mismo
procedimiento; después se centrifugaron las mezclas 10 minutos a 3000 rpm en
una centrifuga clinica. Se tomé la fase acuosa para separar los fosfatos de inositol
totales (IPs), por cromatografia de intercambio aniénico en columnas de Dowex
AG1-X8 en donde las muestras fueron eluidas como esta descrito (Garcia-Sainz, et
al, 2004).
Las desintegraciones por minuto (DPM) de las fracciones colectadas se obtuvieron
en un contador de centelleo Beckman, y se analizaron los datos con el programa
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Prisma 4.0 Graph pad. Los analisis estadisticos usados para la comparacion de los
grupos fue Analisis de Varianza seguido de la prueba de Newman-Keuls y se
efectud con el software Prisma 4.0 Graph Pad.

ESTUDIOS DE MICROSCOPIA CONFOCAL

Las células se crecieron en cajas petri con fondo de cristal y mantenidas en
medio de ayuno 12-14 hrs. Las células fueron estimuladas mientras las imagenes
eran capturadas. Las imagenes se obtuvieron con un equipo confocal Bio-Rad
MCR 1024 (Bio-Rad Hercules,CA) acoplado a un microscopio de luz invertido TMD
300 Nikon Diaphot. Se utilizé un objetivo de inmersién en glicerol 100x/1.3 NA. La
proteina verde flourescente fue excitada usando un laser de argdn/kripton a 488
nm y la fluorescencia emitida se detecto a 515- 540 nm. Todas las imagenes
fueron obtenidas con una apertura numérica de 1.3, el mismo porcentaje de laser,
la misma apertura de iris y la misma ganancia. Las imagenes se procesaron y

convirtieron a formato TIFF con el programa Confocal Assistant 4.2
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X. RESULTADOS

Los resultados de esta tesis fueron publicados en:
*Molecular Endocrinology. (2006).20 (11):2773-2783

** European Journal of Pharmacology. (2008). 578, 1-10
*SECCION | DE RESULTADOS

Al estimular al receptor del IGF-1 se induce la fosforilacion del receptor op.-

adrenérgico.

Para conocer si el IGF-1 induce una fosforilacion del receptor aqp.
adrenérgico, los fibroblastos de Rat-1, que expresan de forma endogena a los
receptores del IGF-1 y transfectados establemente a los receptores aqp.
adrenérgicos. Se realizd una curva dosis respuesta y una curva curso-temporal de
la fosforilacién del receptor asp-adrenérgico. El IGF-1 induce un aumento claro en la
fosforilaciéon del receptor oyp.adrenérgico dependiente de la concentracion, el
aumento maximo fue de 3 veces con un valor de ECsy de 1.3 £ 2 ng/ml (Figura 9).
El curso temporal indica que el efecto de fosforilacion es rapido, siendo observado
claramente ya a los 2 minutos después de adicionar el IGF-1. La fosforilacion
alcanza una meseta entre los 10-30 minutos, y disminuye a los 60 minutos (Figura.
10). En ambas figuras se muestra una autoradiografia representativa del western
blot, que muestra el cargado total de la proteina.

42



IGF-I (hg/ml)

0O 01 1 10 100 250
32P

WB e e e 50w

a0

300

200

o4g-AR phosphorylation
(% of basal)

100' 1 s s 2 n
01 1 10 100
[IGF-I] ng/mi

FIGURA. 9. EL EFECTO DEL IGF-1 SOBRE LA FOSFORILACION DEL RECEPTOR oup.
ADRENERGICO EN LOS FIBROBLASTOS RAT-1. Se muestra a curva dosis respuesta de
fosforilacion inducida por diferentes concentraciones del IGF-1. Las células fueron incubadas
durante 15 min en presencia de las concentraciones indicadas del IGF-1. En la gréfica se muestra el
promedio y el error estdndar de 4-5 experimentos independientes. Una autoradiografia
representativa es mostrada de la **P y de la inmunoprecipitacion por Western blot.
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FIGURA. 10. EL EFECTO DEL IGF-1 SOBRE LA FOSFORILACION DEL RECEPTOR 0ip.
ADRENERGICO EN LOS FIBROBLASTOS RAT-1. Se muestra a curva curso-temporal de
fosforilacion inducida por el IGF-1. Las células fueron incubadas con 100 ng/ml del IGF-1,durante
los tiempos indicados En la gréafica se muestra el promedio y el error estandar de 4-5 experimentos
independientes. Una autoradiografia representativa es mostrada de la “p y de la
inmunoprecipitacion por Western blot.
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El IGF-1 promueve la desensibilizacion del receptor o;p.adrenérgico.

Las consecuencias funcionales del IGF-1 en la accién de los receptores aip-
adrenérgios fueron examinadas. Se observo que el IGF-1 promovié un pequeno (no
significativo) aumento en la produccién de fosfatos de [°H] inositol (Figura 11). La
noradrenalina aumenté notablemente la produccién de fosfatos de [*H] inositol y
esta produccién fue disminuida claramente con el pretratamiento con el IGF-1.
(Figura 11)
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FIGURA 11. EFECTO DEL IGF-1 SOBRE LA PRODUCCION DE FOSFATOS DE [*H] INOSITOL
EN LOS RECEPTORES a4, ADRENERGICOS: Para la determinacién de fosfatos de [*H]-
inositol los fibroblastos Rat-1 que expresan a los receptores endogénos para el IGF-1 y los
receptores o.p.adrenérgico marcaron la noche anterior al experimento con [*H]-mio-inositol
en medio libre de inositoles para al dia siguiente incubarlos en ausencia de cualquier
agente (Basal), en presencia de IGF-1 100 ng/ml (IGF-1), de noradrenalina 10 uM (NA), o
con ambos agentes (IGF-1 + NA). La grafica muestra los promedios y los errores estandar
de 5 experimentos independientes. * p < 0.001 vs. el basal , ** p < 0.001 vs. la
noradrenalina sola.

45



El efecto en la movilizacién del calcio intracelular fue determinado y se
observd que el IGF-1 no produce cambios sobre el nivel basal (Figura. 12). La
noradrenalina indujo un aumento inmediato de la liberacién de calcio intracelular,
que después de unos segundos empezé a disminuir hacia los niveles basales
(Figura. 12). Cuando las células fueron pretratadas 15 minutos con el IGF-1 vy
estimuladas con la noradrenalina, la accion de la noradrenalina sobre el receptor
adrenérgico fue disminuida notablemente (Figura. 12). Tal accién no fue debida a
una perturbacion general del proceso de senalizacién de calcio como es mostrado
por la capacidad del acido lisofosfatidico de aumentar la concentracion de calcio

intracelular de una forma inmediata y muy marcada (Figura 12).
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FIGURA 12. EFECTO DEL IGF-1 SOBRE LA MOVILIZACION DE [Ca®**] INTRACELULAR EN
LOS RECEPTORES o, ADRENERGICOS. Panel superior: Las células Rat-1 fueron preincubadas
en ausencia o en presencia de IGF-1 100 ng/ml por 15min. (Tiempo 0); donde se indica se agregé
noradrenalina 10 uM (NA) o acido. lisofosfatidico 1uM (LPA). Panel inferior. los trazos
representativos de las células La grafica muestra los promedios y los errores estandar de 5
experimentos independientes. * p < 0.001 vs. el basal , ** p < 0.001 vs. la noradrenalina sola.
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Las proteinas Gi participan en la fosforilacion del receptor ajp-adrenérgico

inducida por el IGF-1.

El receptor del IGF-1 media algunas de sus acciones a través de la activacion
de las proteinas de G de la familia de Gi (Patel, 2004, Nishimoto, et al 1987). Por
consiguiente, se prob6 si la fosforilacion del receptor oyp. adrenérgico estimulado
con el IGF-1 era sensible a la accion de la toxina pertussis. Como muestra en la
(Figura. 13) el efecto de IGF-1disminuyd significativamente la fosforilacion del
receptor aip- adrenérgico en las células tratadas con la toxina pertussis .El efecto
de noradrenalina en la fosforilacién del receptor ayp-adrénergico no fue alterada
significativamente por el pretratamiento con la foxina pertussis y el efecto del acido
lisofosfatidico fue notablemente reducido (Casas, et al, 2000, Vazquez-Prado, et al,
1997) los cuales sirvieron como controles negativo y positivo respectivamente
(Figura 13). Estos datos sugieren que las proteinas G sensibles a la toxina
pertussis participan también en la desensibilizacién heteréloga del receptor oup-

adrénergico, inducida por los receptores del IGF-1.
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FIGURA 13. EFECTO DEL TRATAMIENTO DE TOXINA PERTUSSIS SOBRE LA
FOSFORILACION DEL RECEPTOR ,,INDUCIDA POR EL IGF-1 .: Los fibroblastos fueron
preincubados por 12 hrs. en la ausencia (barras punteadas) o en la presencia (barras cruzadas) de
toxina pertussis 100 ng/ml y estimuladas con noradrenalina 10 uM (NA), con IGF-1 100 ng/ml o con
acido lisofosfatidico 1 uM (LPA). La grafica muestra los promedios y las lineas verticales
representan la desviacion estandar de 4-5 experimentos empleando diferentes preparaciones de
células.. El nivel basal de fosforilacién no fue afectado por el tratamiento con foxina pertussis. * p <
0.01 vs. El basal; ** p < 0.001 vs. El IGF-1 solo; *** p < 0.001 vs. El acido lisofosfatidico solo. Una
autoradiografia representativa es mostrada de la **P y de la inmunoprecipitacion por Western blot.
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Tomando en cuenta estos resultados, se probé la posibilidad de que la fosforilacion
del receptor oyp.adrenérgico estimulado por otros receptores enddégenos con
actividad de cinasa de tirosina, también podria involucrar a las proteinas G
sensibles a la foxina pertussis y de hecho éste fue el caso. Como se muestra en la
(Figura. 14), las fosforilaciones del receptor ayp-adrenérgico estimulado por la
insulina, el EGF y el PDGF, fue disminuida significativamente en las células
pretratadas con la toxina pertussis. Es importante mencionar que la toxina pertussis
no bloquea totalmente el efecto de fosforilacion por los factores de crecimiento, lo
que indica que las proteinas G no son los Unicos mediadores de este efecto y que
la actividad de tirosina cinasa de estos receptores, asi como la formacién de los
residuos de fosfotirosina en sus proteinas blanco, son parte importante de la
regulacion heteréloga de los receptores acoplados a proteinas G.
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FIGURA 14. EFECTO DEL TRATAMIENTO DE TOXINA PERTUSSIS SOBRE LA
FOSFORILACION DEL RECEPTOR o4, INDUCIDA POR LA INSULINA, EGF Y
PDGF .: Los fibroblastos Rat-1 fueron preincubados por 12 hrs. En ausencia (barras
punteadas) o en presencia de toxina pertussis 100ng/ml (barras cruzadas) y retadas con
insulina 100 nM, con el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) 100 ng/ml 6 con el Factor
de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF) 50 ng/ml. La grafica muestra los promedios
y las lineas verticales representan la desviacion estandar de 4-5 experimentos usando
diferentes preparaciones de células. * p < 0.001 vs el nivel basal; ** p < 0.05 vs. La insulina

sola; ™ p < 0.01 vs. el EGF solo; *** p < 0.05 vs. el PDGF solo. Una autoradiografia
representativa es mostrada de la **P y de la inmunoprecipitacion por Western blot.
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Las metaloproteasas, el ligando HB-EGF y el receptor del EGF participan en la
fosforilacion del receptor a;,.adrenérgico, a traves de la activacion de los receptores
del IGF-1

La activacién de las proteinas Gi por el receptor del acido lisofosfatidico
(LPA), induce la fosforilacion del receptor ayp-adrenérgico via HB-EGF por las
metaloproteasas, que lleva a la activacion autocrina de los receptores de EGF, el
cual lleva a la activaciéon de la PIBK y de la PKC (Casas, et al, 2003). La posibilidad
de que un proceso similar podria ser llevado a cabo por la accion del IGF-1 fue
considerado y fue medido el papel de las metaloproteasas y de las proteinas
cinasas a través del uso de inhibidores. El batimastat (BB-94), es un inhibidor de
las metaloproteasas de espectro amplio. El tratamiento con este inhibidor
disminuyé notablemente la fosforilacién del receptor aqp-adrenérgico estimulado por
el acido lisofosfatidico pero no por el EGF (Casas, et al, 2003). También se atenud
la fosforilacién del receptor ayp-adrenérgico estimulado con la noradrenalina lo cual
fue observado por (Casas-Gonzélez, et, al, 2006) (Figura. 15). De forma
interesante, el efecto de IGF-1 con este inhibidor también fue disminuido (Figura.
15) lo qué sugirie que las metaloproteasas son parte importante del proceso de

desensibilizacion heteréloga del receptor asp-adrenérgico.

El AG1478, un inhibidor selectivo de la actividad de la proteina cinasa de
tirosina del receptor del EGF, disminuyd la fosforilacion del receptor ap.adrenérgico
estimulado por la noradrenalina (Casas-Gonzalez, et al, 2006). Asi como también
disminuyé la fosforilacion inducida por el EG. De forma interesante también la
fosforilacion del receptoroyp.adrenérgico inducida por el IGF-1 disminuy6
significativamente, lo cual hace pensar en la participacion del receptor de EGF en

la desensibilizacidén heterdloga de receptor ayp-adrenérgico. (Figura.16).
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FIGURA.14. EL EFECTO DE LAS METALOPROTEASAS EN LA FOSFORILACION DEL
RECEPTOR a,,, ADRENERGICO, INDUCIDA POR EL IGF-1.Los fibroblastos Rat-1 fueron
incubados durante 30 min en usencia (barras punteadas) o en presencia del BB-94 10 uM
(Batimastat) (barras cruzadas) y fueron retadas con noradrenalina 10 pM; con acido lisofosfatidico 1
uM (LPA); con EGF con IGF-1 100 ng/ml . La grafica muestra los promedios y las lineas verticales
representan la desviacién estandar de 4-5 experimentos empleando diferentes preparaciones de
células. El nivel basal del receptor oyp.adrenérgico no fue afectado por el BB-94. * p < 0.01 vs el
nivel basal; ** p < 0.05 vs la noradrenalina sola; *** p < 0.01 vs el ac. lisofosfatidico sélo; **** p <
0.05 vs. El IGF-1 solo. Una autoradiografia representativa es mostrada de la 2p y de la
inmunoprecipitacion por Western blot.
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FIGURA.15. EFECTO DEL INHIBIDOR AG1478 EN LA FOSFORILACION DEL RECEPTOR ajyp.
ADRENERGICO. Los fibroblastos Rat-1ay,.adrénergico de hdmster fueron incubados por 30 min. En
la ausencia (barras cruzadas) o en la presencia del AG1478 5 uM y a continuacién fueron retadas
con noradrenalina 10 uM (NA) 5 minutos, el EGF 100 ng/ml 15minutos o con el IGF-1 100 ng/ml 15
minutos. El nivel basal del receptor ay,.adrenérgico no fue afectado por el AG 1478 * p < 0.001 vs.
El basal marcado; ** p < 0.01 vs la noradrenalina sola; *** p < 0.001 vs. el EGF sélo; **** p < 0.001
vs. El IGF-1 solo. Una autoradiografia representativa es mostrada de la *P y de la
inmunoprecipitacion por Western blot.

54



Para mostrar la participacién del ligando, HB-EGF en éste mecanismo de
regulacion cruzada, utilizamos un anticuerpo neutralizante, el anti HB-EGF (Nishi
and Klagsbrun, 2004). El anticuerpo neutralizante no afecto el estado de
fosforilacion basal ni tampoco la fosforilacién inducida por ésteres de forbol (TPA)
del receptor ajp-adrenergico (Figura. 18). De forma interesante, el anticuerpo
neutralizante anti HB-EGF disminuy6 significativamente la fosforilacion del receptor
asp-adrenergico, al ser estimulado con el IGF-1, lo que demuestra la participacion
del HB-EGF en la transactivacién del receptor del factor de crecimiento epidérmico,
a través de la activacién del receptor del IGF-1 provocando la fosforilacion del

receptor ajp-adrenérgico. (Figura. 18)
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FIGURA 18. EFECTO DEL ANTICUERPO NEUTRALIZANTE HB-EGF EN LA FOSFORILACION
DEL RECEPTOR a,;,,ADRENERGICO. Los fibroblastos Rat-1 que expresan al receptor ayp.
adrenérgico de hasmter, fueron incubados en ausencia y presencia de 5ug del anti HB-EGF,
durante 15 minutos. Posteriormente fueron retadas con acido lisofosfatidico 1 uM (LPA) durante 5
minutos; con esteres de forbol (TPA) 1uM y con IGF-1 100 ng/ml durante 15 minutos. La grafica
muestra los promedios y las lineas verticales representan la desviacion estandar de 4-5
experimentos empleando diferentes preparaciones de células. Se muestra una autoradigrafia
representativa de la fosforilacion del receptor y de la inmunoprecipitacién por western blot. . *p<
0.001 vs basal; **p< 0.001 vs acido lisofosfatidico solo, ***p< 0.01 vs IGF-1 solo.
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La proteina cinasa C y la fosfatidilinsitol 3 cinasa participan en la fosforilacion del

receptor aq,.adrenérgico, a través de la activacion de los receptores del IGF-1

De manera similar, los inhibidores de la PI3K, la wortmanina y el LY294002 e
inhibidores de la PKC, la estaurosporina y el Ro 318220, inhibieron la fosforilacién
del receptor ayp.adrenérgico estimulado por el IGF-1. Con estos datos se
demuestra la participacion de estas cinasas en el proceso desensibilizacion
heter6loga del recepto ayp.adrenérgico, inducida por la activacion de los receptores
del IGF-1(Figura 17)
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FIGURA.17. EL EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE LA PKC Y DE LA PI3K EN LA
FOSFORILACION DEL RECEPTOR a;,, ADRENERGICO.Las células Rat-1 que expresan al
receptor ayp.adrenergico de hamster, fueron incubadas por 30 min en la ausencia o en la presencia
de 100 nM de wortmanina (+WT), 1 uM de LY 294002 (+LY), 1 uM de estaurosporina (+ST) o 1 uM
de Ro 318220 (+Ro), y fueron estimuladas con 100ng/ml del IGF-1 o el vehiculo (Basal), durante 15
minutos. Los inhibidores no alteraron los niveles de la fosforilacion basal del receptor ayp.
adrenérgico. *p< 0.001 vs basal; **p< 0.01 vs IGF-1 solo. Una autoradiografia representativa es
mostrada de la **P y de la inmunoprecipitacion por Western blot.
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Participacion del dimero GByy de la fosfatidilinositol 3 cinasa en la fosforilacion del

receptor ap,.adrenérgico a través de la activacion de los receptores del IGF-1.

Para observar la participacién del dimero Gy y confirmar la participaciéon de
la PI3K, se realizaron experimentos de cotransfecccion del cDNA del receptor ap-
adrenérgico en las células Cos- 1.Fue observada la expresion de los receptores
ap-adrenérgicos en el rango de 1-1.5 fmol/mg de proteina en la membrana de
estas célula (datos no mostrados). Estos receptores son funcionales ya que
producen fosfatos de [*H] inositol (datos no mostrados), ademas fueron
susceptibles de fosforilacién por la estimulacién con la noradrenalina y el IGF-1.
Pensamos que la disociacion de las subunidades GByde las proteinas G sensibles
a la toxina pertussis, estarian participando en el mecanismo de transactivacién que
involucra al receptor de EGF, a través de: la activando de las metaloproteasas, las
cuales liberan al ligando HB-EGF, provocando la transactivacion del receptor de
EGF. Para entender éste mecanismo se transfectd la regidén del carboxilo terminal
de la proteina cinasa GRK2 (BARK). La BARK es una herramienta poderosa para
estudiar el papel de las subunidades Byde las proteinas G, ya que es capaz de

secuestrar al dimero By (Koch, et al, 1994).

En las células cotransfectadas con la region del carboxilo terminal de la BARK y el
cDNA del receptor ayp-adrenérgico, la fosforilacién del receptor asp-adrenérgico fue
estimulado por la noradrenalina sin ser alterada, sin embargo, la fosforilacion

estimulada con el IGF-1 disminuy6 notablemente (Figura. 19)
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FIGURA 19. EFECTO DE LA COTRANSFECCION DE: LA REGION CARBOXILO
TERMINAL DE LA BARK.SOBRE LA FOSFORILACION DEL RECEPTOR aqjp.
ADRENERGICO Las células Cos-1 fueron cotransfectadas con el cDNA del receptor
asp-adrenérgico de hasmter y con uno de los plasmidos siguientes que expresan: la -
galoctosidasa (células control, panel izquierdo) y con la regién carboxilo terminal de
la BARK (panel derecho). La incubacion fue por 5 min, en la ausencia (Basal) o en
presencia de la noradrenalina 10 uM (NA) o con el IGF-1 100 ng/ml durante 15
minutos. La grafica muestra los promedios y las lineas verticales representan la
desviacién estandar de 5-6 experimentos empleando diferentes preparaciones de las
células. Una autoradiografia representativa es mostrada. * p < 0.001 vs. Basal.
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Para confirmar la participacion de la PI3K, se aproveché la mutante dominante
negativa de la subunidad reguladora de la PI3K (Ap85). La cotransfecccion del
cDNA del receptor aqp-adrenérgico junto con ésta mutante de la PIBK no alteré la
fosforilacién del receptor ayp.adrenérgico estimulado por la noradrenalina pero si
disminuyé significativamente el efecto del IGF-1, en estas condiciones (Figura 20).
La sobreexpresion de subunidad p85 silvestre de la PI3K no alter6 el efecto de la

noradrenalina ni el del IGF-1 (Figura. 20).
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FIGURA 20. EFECTO DE LA COTRANSFECCION DE: LA LA PI3K SILVESTRE, P85; LA
DOMINANTE NEGATIVA DE LA PI3K, AP85, SOBRE LA FOSFORILACION DEL
RECEPTOR a,,, ADRENERGICO. Las células Cos-1 fueron cotransfectadas con el receptor
ayp.adrenérgico de hamster y con uno de los plasmidos siguientes que expresan: la PI3K
silvestre, p85; (panel izquierdo) o la dominante negativa de la PI3K, Ap85 (panel derecho). La
incubacion fue por 5 min en la ausencia (Basal) o en presencia de la noradrenalina 10 pM
(NA) o con el IGF-1 100 ng/ml durante 15 minutos. La grafica muestra los promedios y las
lineas verticales representan la desviacion estandar de 5-6 experimentos empleando
diferentes preparaciones de las células. Una autoradiografia representativa es mostrada. * p <
0.001 vs. Basal

60



La expresidén de la regién carboxilo terminal de la BARK, de la Ap85 y de la p85
silvestre fueron comprobados por la técnica de Western blot (Datos no mostrados).
Con estos resultados sugerimos que las subunidades Gpy, juegan un papel
importante en la transactivacion de los receptores de EGF, y comprobamos
nuevamente la participacion de la PI3K, en el proceso de desensibilizacion

heter6loga del receptor ap-adrenérgico inducido por el IGF-1.

El IGF-1 promueve la desensibilizacion y fosforilacion del receptor op.
adrenérgico, en células DDT1MF2

El efecto del IGF-1, fue estudiado también en la linea celular
DDT1MF2. Esta linea celular expresa de forma enddgena a los receptores
ap-adrenérgicos y a los receptores del IGF-1. Las células DDT1MF2, nos
sirvieron como un modelo fisiolégico, reforzando los resultados obtenidos con

las células Rat-1.

El efecto en la movilizacion del calcio intracelular fue determinado en las
células DDT1MF2 y nosotros observamos que la noradrenalina indujé un aumento
inmediato de la liberacion de calcio intracelular, el que después de unos segundos
empez06 a disminuir casi hacia los niveles basales (Figura. 21). Cuando las células
fueron pretratadas 15 minutos con el IGF-1 y estimuladas con la noradrenalina, la
accion de la noradrenalina sobre el receptor adrenérgico fue disminuida
significativamente, de forma muy similar a lo observado en las células Rat-1(Figura
21).

En las células DDT1MF2, fue medido el efecto del IGF-1 en la fosforilacién
del receptor ap-adrenérgico. El IGF-1 indujo un incremento en la fosforilacion del
receptor aqp-adrenérgico, el cual fue bloqueado por el tratamiento con /la toxina
pertussis. Asi como por los inhibidores: AG1478, BB-94 y por el anticuerpo
neutralizante del HB-EGF (Figura 22). Con estos resultados reforzamos que el
mecanismo propuesto en las células Rat-1 es el mismo que en un modelo

fisiolégico. Por lo que se pudiera pensar que la fosforilacion y desensibilizacion del
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receptor aip.adrenergico a través del IGF-1, pudiera tener algunas implicaciones

fisioldgicas. Sin embargo no sabemos qué tipo de funcidn fisiolégica se pudiera

llevar a cabo, por lo cual seria muy interesante profundizar en ésto en trabajos
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FIGURA 21. EFECTO DEL IGF-1 SOBRE LA MOVILIZACION DE [Ca*"] INTRACELULAR
EN LOS RECEPTORES o, ADRENERGICOS EN LAS CELULAS DDT1MF2. Las células
DDT1MF2 fueron preincubadas en ausencia o en presencia de IGF-1 100 ng/ml por 15min.
(Tiempo 0); donde se indica se agreg6 noradrenalina 10 uM (NA). El Panel superior muestra
los trazos representativos de las células. En el panel inferior de muestra a gréafica con los
promedios y los errores estandar de 5 experimentos independientes. * p < 0.001 vs. el basal ,

**p < 0.001 vs. la noradrenalina sola
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FIGURA 22. EFECTO DE LA TOXINA PERTUSSIS, DEL IHIBIDOR DE LAS METALPROTEASAS,
DEL INHIBIDOR DEL RECEPTOR DEL EGF Y DEL ANTICUERPO NEUTRALIZANTE DEL HB-
EGF, EN LA FOSFORILACION DEL RECEPTO a;,,ADRENERGICO,INDUCIDA POR EL IGF-1.
Las células DDT1MF2, que expresan de forma enddgena al receptor asp,.adrenérgico, fueron
incubadas con la PTX (100ng/ml), 12 horas, con el inhibidor del receptor del EGF AG1478 (5uM) 30
minutos, con el inhibidor de las metaloproteasas BB-94 (10 uM), 30 minutos y con el anticuerpo
neutralizante del HB-EGF (5 pg/ml), 15 minutos. A continuacién, las células fueron retadas con el
IGF-1 (100ng/ml),15 minitos La grafica muestra los promedios y las lineas verticales representan la
desviacién estandar de 4-5 experimentos usando diferentes preparaciones de células. * p < 0.001 vs
el nivel basal; ** p < 0.05 vs. La insulina sola; *** p < 0.01 vs. el EGF solo; **** p < 0.05 vs. el
PDGF solo. Una autoradiografia representativa es mostrada de la **P y de la inmunoprecipitacion
por Western blot.
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SECCION Il DE RESULTADOS

Caracterizacion de la expresion del receptor osp.adrenérgico humano
etiquetado en el carboxilo terminal con la proteina verde fluorescente
(GFP) en fibroblastos Rat-1.

El receptor aip-adrenérgico humano etiquetado en el carboxilo terminal
con la proteina verde fluorescente (GFP) fue transfectado establemente en
fibroblastos de rata. Esto con el motivo de conocer qué efecto produce el IGF-
1 en la internalizacion del receptor aqp-adrenérgico. Para contestarnos esa
pregunta lo primero que se realizd fueron estudios de unién a ligando para
conocer la densidad receptores expresados y su correcta expresion en las
células. Se obtuvo que la expresion de los receptores fue de 900-1600
fmol/mg de proteina de membrana, con una alta afinidad a la [°H] prazosina
(Kd 0.2-0.3 nM) (Figura. 23). Con estos datos se tiene la seguridad de que el
receptor oyp-adrenérgico humano etiqguetado con la proteina verde
fluorescente se esta expresando con una buena cantidad de sitios en las
células Rat-1. Ademas de que muestra una afinidad alta por la prazosina, la

cual es un antagonista selectivo de los receptores al—adrenérgicos.

64



0.4

0.3

0.2

Bound/ Free

- 0.1

[3H] Prazosin bound
(fmol/mg protein)

1 2 3 0% 500 1000

3 .
[H] Prazosin (nM) [*H] Prazosin bound

(fmol/mg protein)

FIGURA 23.CARACTERIZACION DEL RECEPTOR a,,, ADRENERGICO FUSIONADO A
LA PROTEINA VERDE FLUORESCENTE EXPRESADO EN FIBROBLASTOS RAT-1.En el
panel izquierdo se muestra una grafica representativa de la saturacién con [3H] prazosina. En
el panel derecho se muestra la grafica de transformacion Rosenthal de los datos. Se obtuvo
una Bmax de 990 fmol/mg de proteina, Kp 0.18 nM.
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En membranas de las células que expresan el receptor o.p-adrenérgico
de hamster y en membranas de de las células que expresan el receptor op.
adrenérgico humano-GFP, se realizaron experimentos de fotomarcaje con
['?°l]-azido-prazosina, para confirmar la expresién del receptor adrenérgico
humano.Las membranas se solubilizaron y fueron sometidas a electroforesis
en geles de poliacrilamida. En el fotomarcaje, el receptor aqp-adrenérgico de
hamster, fue identificado en una banda con un peso molecular aproximado de
80-85 kDa. (Figura.23, carril a). El fotomarcaje del receptor oyg-adrenérgico
humano acoplado a la proteina verde fluorescente en la region del carboxilo
terminal, mostro una banda con peso aproximado de 115-120 KDa. Siendo
este el peso molecular esperado, considerando que el peso molecular de la
proteina verde fluorescente es de aproximadamente 27 KDa. (Figura 23, carril
b). ElI pegado especifico del receptoraip.adrenérgico humano-GFP
fotomarcado se realiz6 con el tratamiento con fentolamina la cual es un
antagonista especifico de los receptores al-adrenérgicos (Figura 23, carril C).
La inmunoprecipitacién del receptor asp-adrenérgico humano-GFP, se realiz6
con dos anticuerpos, uno de ellos generado contra la GFP (Figura 23, carril d)
y el otro anticuerpo generado contra el decapéptido del carboxilo terminal del
receptor ap-adrenérgico de hamster (Figura 23, carril e). El anticuerpo
generado contra la GFP precipito el 15-20% del receptor fotomarcado, en
cambio el anticuerpo contrala regién del carboxilo terminal del receptor de
hamster inmunoprecipité el 1-1% del receptor oyp-adrenérgico humano-GFP
foromarcado. Con estos datos se comprobd que el anticuerpo generado
contra la proteina verde fluorescente es un anticuerpo especifico que
reconoce al receptor aqp-adrenérgico humano-GFP y que es util para realizar

experimentos de inmunoprecipitacion.
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FIGURA 24. FOTOMARCAJE DEL RECEPTOR a,,, ADRENERGICO HUMANO-GFP. Se muestra
un gel representativo de las muestras fotomarcadas, el carril a representa al receptor ay.
adrenergico de hamster, el carril b, representa al receptor a;p.adrenergico humano-GFP y en el carril
¢ se muestra el tratamiento con la prazosina y el receptor ajp.adrenergico humano-GFP. Los

carriles d y e muestran las muestras inmunoprecipitadas con el anticuerpo generado contra la
proteina verde fluorescente.
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El factor de crecimiento similar a la insulina 1, induce la fosforilacion del receptor
osp.-adrenérgico humano-GFP.

El efecto que tiene el factor de crecimiento similar a la insulina 1 en
promover la fosforilacion del receptor oqp-adrenérgico humano, el cual tiene
etiquetado a la proteina verde fluorescente en el carboxilo terminal fue estudiado.
El IGF-1 indujo un incremento en la fosforilacion del receptor aqp.adrenérgico
humano-GFP, el cual fue bloqueado por el tratamiento con la toxina pertussis. Asi
como por los inhibidores: AG1478, BB-94 y por la toxina mutante de la difteria
(CRM 197), la cual atrapa al ligando HB-EGF. Estos resultados nos confirman que
la fosforilacion del receptor adrenérgico humano esta mediada por el mismo
mecanismo presentado previamente en el receptor oip.adrenérgico de hamster.
Mecanismo en el que participan proteinas G sensibles a la foxina pertussis,
metaloproteasas, el ligando HB-EGF y el receptor del EGF. (FIGURA 25, panel

izquierdo)

Se estudié también la participacion de las proteinas cinasas PI3K y PKC, en el
mecanismo de fosforilacion del receptor ayp-adrenérgico humano-GFP, inducido por
el IGF-1. Los datos obtenidos demuestran igualmente que los inhibidores de la
PI3K, la wortmanina y el LY294002 e inhibidores de la PKC, la estaurosporina y la
bisindoleilmaleimida, inhibieron la fosforilacion del receptor oqp-adrenérgico
humano-GFP estimulado por el IGF-1. (FIGURA 25, panel derecho)
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FIGURA 25. EFECTO DEL IGF-1 EN LA FOSFORILACION DEL RECEPTOR a,,, ADRENERGICO
HUMANO-GFP. Panel izquierdo: Las células Rat-1 que expresan al receptor ajp.adrenérgico humano-
GFP, fueron incubadas con la PTX (100ng/ml), 12 horas, con el inhibidor del receptor del EGF AG1478
(5uM) 30 minutos, con el inhibidor de las metaloproteasas BB-94 (10 uM), 30 minutos y con el
anticuerpo neutralizante del HB-EGF (5 pg/ml), 15 minutos. A continuacién, las células fueron retadas
con el IGF-1 (100ng/ml),15 minutos La grafica muestra los promedios y las lineas verticales
representan la desviacion estandar de 4-5 experimentos usando diferentes preparaciones de células.
Una autoradiografia representativa es mostrada. * p < 0.001 vs el nivel basal; ** p < 0.05 vs. La insulina
sola; *** p < 0.01 vs. el EGF solo; **** p < 0.05 vs. el PDGF solo. Panel derecho: Las células Rat-1
que expresan al receptor aj,.adrenergico humano-GFP, fueron incubadas por 30 min en la ausencia o
en la presencia de 100 nM de wortmanina (+WT), 1 uM de LY 294002 (+LY), 1 uM de estaurosporina
(+ST) o 1 uM de Ro 318220 (+Ro), y fueron estimuladas con 100ng/ml del IGF-1 o el vehiculo (Basal),
durante 15 minutos. Se muestra una radiografia representativa. *p< 0.001 vs basal; **p< 0.01 vs IGF-1

solo.
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El factor de crecimiento similar a la insulina 1 promueve la internalizacion del
receptor a,.adrenergico.

Estudiamos el efecto que tiene el factor de crecimiento similar a la
insulina 1 (IGF-1), en la localizacion celular del receptor ayp-adrénergico
acoplado a la proteina verde fluorescente (GFP). Esto se realizd con la ayuda
del microscopio confocal. El receptor oyp.adrénergico humano-GFP fue
localizado principalmente a nivel de la membrana plasmatica y también fue
observado en vesiculas intracelulares. (FIGURA.26, panel superior) Como
tratamiento control, las células fueron mantenidas sin ningun estimulo,
durante 15 minutos, para observar el movimiento basal del receptor oup.
adrénergico humano-GFP; el cual no presentd ningun cambio en su
localizacion (FIGURA.26, Panel superior). La estimulaciéon de las células con
el IGF-1 durante 15 minutos provoc6 una reduccion de la fluorescencia en la
membrana plasmatica y una acumulaciéon de vesiculas alrededor del nucleo
(FIGURA 26, Panel inferior). Se utiliz6 un marcador en rojo especifico de la
membrana celular, el FM-464, para poder apreciar el empalme con la proteina
verde fluorescente, antes y después del tratamiento control y del tratamiento
con el IGF-1 (FIGURA. 26, panel inferior).
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FIGURA. 26 IMAGENES DE MICROSCOPIA CONFOCAL QUE MUESTRAN A LAS CELULAS
RAT-1 QUE EXPRESAN A LOS RECEPTORES a,,,ADRENERGICOS ETIQUETADOS CON LA
PROTEINA VERDE FLUORESCENTE. Las células fueron incubadas con el vehiculo (panel
superior). Las células fueron incubadas con 100 ng/ml de IGF-I (panel inferior). Se utilizd6 un
marcador de membrana plasmatica, el FM-464 (rojo).
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Para comprobar que el receptor ap-adrénergico humano-GFP es
internalizado por la accion del IGF-1, se utilizd sacarosa hipertdnica, la cual
perturba la internalizacidn mediada por vesiculas cubiertas de clatrina de los
receptores transmembranales. (Holstein, et, al, 2004) Las células fueron tratadas
con sacarosa hiperténica 0.4M durante 30 minutos y después estimuladas con el
IGF-1(100 ng/ml) durante 15 minutos. Lo que se observo fue que la localizacion de
los receptores aqp-adrénergico humanos-GFP se mantuvo en la membrana celular.
Por lo que se sugiere que la internalizacion del receptor oyp-adrénergico fue
bloqueada. (FIGURA. 27, Panel superior). También se usé concanavalina A, la cual
previene la internalizacion de receptores transmembranales, manteniendo rigida la
superficie de la membrana celular debido a la interaccibn con las lectinas
tetravalentes. (Holstein, et,al, 2004). La incubacion de las células con la
concanavalina A (0.25 uM), durante 30 minutos de forma similar bloqueo la
internalizacion de los receptores ayp-adrénergicos al ser estimulados con el IGF-1
(100 ng/ml) durante 15 minutos. (FIGURA. 27, Panel inferior). Se utilizé6 un
marcador en rojo especifico de la membrana celular, el FM-464, para poder
apreciar el empalme con la proteina verde fluorescente, antes y después del
tratamiento con la sacarosa hipertonica y con la concanavalina A. Con los datos
obtenidos demostramos que el IGF-1 promueve la internalizacién del receptor op.

adrénergico-GFP promoviendo la formacién de vesiculas intracelulares.
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FIGURA. 27 IMAGENES DE MICROSCOPIA CONFOCAL QUE MUESTRAN CELULAS
RAT-1 QUE EXPRESAN A LOS RECEPTORES o, ADRENERGICOS ETIQUETADOS CON
LA PROTEINA VERDE FLUORESCENTE. Las células fueron preincubadas 30 minutos con
sacarosa 0.4 M (Imagenes del panel superior) o con concanavalina A (0.25 pg/ml) por 30
minutos y estimuladas con 100 ng/ml IGF-I por los tiempos indicados. Se utilizé6 un marcador
de membrana plasmatica, el FM-464 (rojo).
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XI. DISCUSION

Los datos obtenidos en esta tesis demuestran que la activacién de los
receptores del factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1), inducen la
fosforilacién, desensibilizacién e internalizacion del receptor ap.adrenérgico.

Mediante ensayos de marcaje metabdlico con **P, se observé que el IGF-1
es capaz de inducir la fosforilacién del receptor ayp-adrenérgico hasta 400% veces
mas que el basal y muestra un comportamiento désis-dependiente, con una ECsg
de 13 ng/ml. También se observé el comportamiento curso-temporal de la
fosforilacién del receptor ayp-adrenérgico inducida por el IGF-1. El curso-temporal
de la fosforilacién muestra que el tiempo de estimulacién con el IGF-1 en un factor
importante, ya que es observada desde los 5 minutos de estimulo con el IGF-1 y
alcanza el efecto maximo de fosforilacion entre los 10 y 15 minutos. De forma
interesante se observd que entre los 30-60 minutos de estimulo con el IGF-1 la
fosforilacién del receptor aqp-adrenérgico disminuye casi al valor basal. Asi mismo,
el comportamiento curso-temporal de la fosforilacién del receptor oqp-adrenérgico
inducido por la noradrenalina, muestra un comportamiento similar, el cual
disminuye casi al valor basal a los 60 minutos de estimulacion (Vazquez, et al.,
1997). Por el contrario, la cinética curso temporal de la fosforilacion del receptor
op-adrenérgico inducida por el acido okadaico, el cual es un inhibidor de las
fosfatasas 1, 2A y 2B, muestra un incremento en el estado de fosforilacion, el cual
se sostiene hasta los 60 minutos (Alcantara, et al., 2000). Por lo tanto, las
fosfatasas participan en la desensibilizacion homdéloga y heteréloga, regulando la
fosforilacién del receptor a.p-adrenérgico.

La desensibilizacién del receptor aqp.adrenérgico fue muy clara en los
fibroblastos Rat-1. Cuando las células se preincuban con el IGF-1durante 15
minutos y después son estimuladas con la noradrenalina, el efecto en la produccién
de los fosfatos de [*H] inositol y de la liberacién del calcio intracelular se reducen
significativamente. Esta reduccién en la produccién de fosfatos de inositol y de la
liberacién de calcio intracelular, hace pensar en un mecanismo de desensibilizacién
mediada por el IGF-1, probablemente debido a mecanismos que modifican la
capacidad del receptor ayp-adrenérgico para responder a la noradrenalina.
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Es importante mencionar que este fenédmeno de desensibilizacion asociado
a la disminucion funcional del receptor oqp.adrenérgico a través de la activacion de
los receptores del IGF-1, es compartido también por el receptor ayp-adrenérgico
(Rodriguez-Pérez, et al., 2009). El efecto del TGF- sobre la desensibilizacién del
receptor oyp-adrenérgico, fue observada al ver disminuida la produccién de fosfatos
de inositol al incubar a las células 15 minutos con el TGF-B y después estimular
con la noradrenalina. Efecto que no fue observado en los experimentos realizados
de la cuantificacién de calcio intracelular (Rémero-Avila, et al., 2002). En contraste,
la insulina induce una desensibilizacién funcional pequefia la cual fue dificil de
determinar en los receptores ayp-adrenérgicos expresados en los fibroblastos Rat-1,
aunque la desensibilizacion funcional fue mas clara y evidente en las células de
DDT1-FM2 que expresan enddgenamente a los receptores aqp-adrenérgicos
(Garcia-Sainz, et al, 2004). Estas diferencias entre los procesos de
desensibilizacion del receptor oyp.adrenérgico mediado por distintas hormonas,
muestran que el contexto celular juega un papel importante en las consecuencias
funcionales de las acciones de estas hormonas. Muchos factores pueden contribuir
a estas diferencias, entre ellos, la densidad relativa de los receptores expresados.
Asi como, la especificidad por sus sustratos y su disponibilidad.

En general se asume que son los receptores de siete dominios
transmembranales los que se acoplan a las proteinas G. Sin embargo, se conoce
que los receptores con un sélo dominio transmembranal, incluyendo a aquellos con
la actividad de cinasa de tirosina, también pueden interaccionar directa o
indirectamente con las proteinas G, que a su vez pueden mediar algunas de sus
acciones (Patel, 2004). En este trabajo, se demostré que la foxina pertussis inhibe
la fosforilacién del receptor o4, adrenérgico inducida por los receptores del IGF-1. Lo
qgue sugiere que en la regulacién funcional del receptor oy,.adrenérgico inducida por
el IGF-1, puedan estar participando proteinas G de la familia Gi. Ademas, se
demostr6 que la accién de la insulina, del EGF y del PDGF en inducir la

fosforilacién del receptor aqp-adrenérgico, también es sensible a la toxina pertussis.
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Es importante enfatizar que la toxina pertussis no bloquea completamente
los efectos de éstos factores de crecimiento, lo que indica que estas proteinas G no
son los Unicos mediadores de los efectos y es probable que la actividad de proteina
cinasa de tirosina de estos receptores y la formacion de residuos de fosfotirosina
en sus proteinas blanco, llevan a cabo también un papel importante de la
regulacion de estos receptores.

El grupo de Nishimoto (Nishimoto, et al., 1987), reporto que el IGF-1 se
acopla a proteinas G heterotriméricas. Actualmente se conoce que el IGF-1se
asocia con las subunidades Gai y al dimero GBy (Dalle, et al., 2001). Sin embargo
aun no se conoce con exactitud si la interaccion del receptor con las proteinas Gi
es directa. Existe la posibilidad de la participacion de otro receptor acoplado a
proteinas G sensibles a la toxina pertussis. Como el receptor de la esfingosina 1
fosfato (S1PR), y la cinasa de la esfingosina (Sphk1), la cual cataliza la fosforilacion
de la esfingosina en esfingosina 1 fosfato (S1P) (revisado en Garcia-Sainz, et al
2008). La S1P es transportada a través de la membrana celular por la proteina
transportadora Spns2 (Kawara, A, et al, 2009), para activar a sus receptores. Existe
evidencia en la literatura que la activacion de la cinasa Sphk1, a través de
receptores con actividad de cinasa de tirosina, promueve la transactivacion de los
receptores de EGF, y esta transactivacion se ha visto relacionada con la
fosforilacién de los receptores acoplados a proteinas G. (revisado en, Garcia-
Sainz, et al 2008). En nuestro laboratorio hemos realizado experimentos para
profundizar en esta interesante asa de regulacién paracrina-autocina de la via de
senalizacion la S1P, el cual hace aun mas complejo el estudio de la
desensibilizacion heteréloga.

En el laboratorio del Dr. Garcia Sainz, se reporté que la activacion de las
proteinas G sensibles a la toxina pertussis por el receptor del acido lisofosfatidico
(LPA), induce la fosforilacion del receptor ayp-adrenérgico via HB-EGF por las
metaloproteasas, que lleva a la activaciéon autocrina de los receptores de EGF.
(Casas, et al, 2003). Tomando en cuenta los resultados que mostraron la
participacion de proteinas G sensibles a la toxina pertussis en la fosforilacion del
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receptor oyp.adrenérgico inducida por el IGF-1. Existe la posibilidad de que un
proceso similar al reportado con el LPA pueda ocurrir en la regulacién de la
fosforilacion del receptor oyp-adrenérgico inducida por la activacion de los

receptores del IGF-1.

Para investigar si ese fendmeno puede ocurrir, las células Rat-1 fueron
preincubadas 30 minutos con el inhibidor de las metaloproteasas, el BB-94 y
después estimuladas con el IGF-1. Fue observado que el efecto producido por el
inhibidor disminuyo significativamente la fosforilacion del receptor ayp-adrenérgico
inducida por el IGF-1. De forma similar sucedié con el inhibidor de la actividad de
cinasa de tirosina del receptor de EGF, el AG1478 y con el anticuerpo neutralizante
del ligando HB-EGF. Ambos inhibidores disminuyeron el efecto de fosforilacion
producida por la noradrenalina (Casas-Gonzalez, et al., 206). Los autores
reportaron que el anticuerpo neutralizante del ligando HB-EGF, disminuye también
la fosforilacién del receptor ayp.adrenérgico inducida por la noradrenalina. En la
figura 29 se muestra un esquema representativo de esta asa de regulacion
autocrina/paracrina entre el receptor oyp.adrenérgico y la transactivacion del

receptor de EGF. (Casas-Gonzalez, et al., 206).

Los resultados obtenidos nos permiten concluir que la fosforilacion del receptor
ap-adrenérgico inducida por el IGF-1 involucra la transactivacion de los receptores
de EGF por una via autocrina, en la que interviene /a activacion de las
metaloproteasas y del ligando HB-EGF. Existe evidencia que indica que los
receptores del IGF-1 y los receptores del EGF interaccionan, a través de vias
autocrinas, las cuales podrian ser importantes para algunas de sus acciones
(Adams, et al, 2004; Roudabush, et al, 2000).El IGF-1 induce la activacién de
proteinas cinasas MAPK las cuales pueden ser bloqueadas por los inhibidores del
receptor para EGF con la actividad intrinseca de proteina cinasa de tirosina, en las
células Cos-7 (Roudabush, et al, 2000). También se ha demostrado que este efecto
se abate por la toxina de Glu52 diftérica (un inhibidor de la generacién del HB-EGF)
y por la 110-fenaltfrolina (un quelante de metales y ademas de un inhibidor general
de las metaloproteasas) (Roudabush, et al, 2000). Ullrich y colaboradores (Daub, et
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al, 1996; Daub, et al., 1997; Shafer,et al, 2004) hicieron la observacion de que la
activacion de receptores de siete dominios transmembranales acoplados a las
proteinas G inducen la transactivacién de los receptores del EGF, a través del
rompimiento del ligando HB-EGF por las metaloproteasas, y que este mecanismo
participa en algunas de sus acciones. Nuestros resultados aqui presentes y los de
Roudabush y colaboradores (Roudabush, et al, 2000) indican que tal concepto
puede ser extendido a los receptores con actividad de proteina cinasas de tirosina
y a otros receptores que se acoplen a las proteinas de G. Es muy probable que
este proceso pueda tener importancia fisiolégica en la proliferacion y en la
diferenciacion celular y patolégica en algunos tipos de cancer particularmente en el
caso de IGF-1 el cual se conoce que es un potente inhibidor del proceso de

apoptosis (Adams, et al, 2004

Nuestros datos indican también la participacion de dos proteinas cinasas, la
PIBK y la PKC en la fosforilacién del receptor a.p-adrenérgico inducida por el IGF-1.
La fosforilacién del receptor aqp-adrenérgico inducida por el IGF-1, fue inhibida por
la accion de los inhibidores selectivos de la PKC, la estaurosporina y el BIM. La
PKC representa una familia de proteinas con actividad de cinasa sobre residuos de
serina y treonina. Estas enzimas participan en las vias de transduccién activadas
por la accién hormonal y por los factores de crecimiento. Las PKCs se clasifican en
tres grupos 1) PKC convencionales (a, Bl, Bll y y), que son dependientes de Ca** y
activadas por el DAG. 2) Las PKCs nuevas (3,e,0 y n), se regulan por la produccion
de la fosfatidilserina y el DAG. Y 3) las PKCs atipicas (1,A y £), son independientes

de calcio y no requieren el DAG para su activacién (Newton, 1995).

Existe evidencia de que la PKC participa en la regulacion de los receptores
ap-adrenérgicos.El estudio pionero de esta regulacion se observé en hepatocitos
de rata que expresan estos receptores. Se observd que al tratar a los hepatocitos
con TPA, la respuesta adrenérgica fue bloqueada (Corvera et al., 1984). La PKC
participa también en la regulacién por fosforilacién de otros subtipos de receptores

adrenérgicos, como son: el receptor aia (Vazquez-Prado, et al., 2000), el receptor
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aip-adrenérgico (Garcia-Sainz, et al., 2001). Asi como en los receptores AT1 y AT2
de angiotensina Il (Olivares-Reyes et al., 2000; Garcia-Caballero, et al., 2001).

Se ha reportado que en las células Rat-1 tres isoformas diferentes de la PKC a, d y
€ coinmunoprecipitan con el receptor aqp-adrenérgico, en condiciones basales o al
ser estimuladas con noradrenalina, endotelina o con TPA (Alcantara-Hernandez, et
al., 1998). En este trabajo no se determinaron las isoformas de la PKC que se
asocian al receptor aqp-adrenérgico al ser estimulados con el IGF-1, por lo que
seria muy interesante profundizar en este tipo de asociaciéon para distinguir la
isoforma & isoformas que intervienen en la desensibilizacion heter6loga del
receptor aqp-adrenérgico.

De manera similar los inhibidores de la PI3K, la wortmanina y el LY,
inhibieron el efecto de fosforilacién inducida por el IGF-1. La participacion de la
PIBK en este mecanismo de desensibilizacién heteréloga fue confirmada en las
células Cos-1, con el uso de una dominante negativa de la subunidad adaptadora
p85 (Ap85) (Hara, et, al, 1994). Esta dominante negativa carece del sitio de union
para la subunidad catalitica (p110), por lo que carece de actividad enzimatica. Los
datos revelaron que en las células co-transfectadas con el cDNA del receptor op.-
adrenérgico y la Ap85, la fosforilacién del receptor ayp-adrenérgico inducida con el

IGF-1 fue disminuida.

La PIBK comprenden tres clases de isoformas (l-1ll), que intervienen en
funciones celulares muy diversas como la progresion del ciclo celular, en el
crecimiento celular, la adherencia celular, la supervivencia y en el tréafico de
proteinas intracelulares, entre muchas otras funciones (Cantley LC 2002; Wymann,
et al1998). La PI3K al ser activada, genera dos fosfoinositidos, el Pljz,4P2 y el
Plis,45P3. Se ha demostrado que estos fosfoinositidos son capaces de promover la
activacion de las de la PKCs atipicas y nuevas. Estos lipidos modulan a la proteina
cinasa 1 dependiente de fosfatidilinositol (PKD-1), qué activa y fosforila a algunas
isoformas de la PKC (Alessi, et, al, 1998; Stephens, et, al, 1997). Por consiguiente,
es probable que la PI3K pueda activar a la PKC a través de la PDK-1, generando

los fosfatidilinositoles-3, 6 por ambos procesos.
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La transfeccién del plasmido codificante para el extremo carboxilo (Gly***-
Leu®®) de la cinasa del receptor B-adrenérgico 6 PBARK, en las células Cos-1,
revelaron que las subunidades Gy participan en la desensibilizacion heteréloga del
receptoroip-adrenérgico inducida por el IGF-1. La fosforilacion inducida por el IGF-1
disminuyé significativamente en las células transfectadas con la BARK. La BARK es
una herramienta poderosa para conocer la participacion del dimero Gy, ya que en

los residuos de aminoacidos GIn>*-Ser®”®

presenta un dominio de unién para
By.(Koch, et al., 1994). La subclase Iz de la PI3K son activadas por el dimero By,
pero no hay que descartar que las subunidades By, actien como activadoras de las
metaloproteasas, para inducir la transactivacion del receptor de EGF (revisado en

Garcia-Sainz, et, al, 2008).

La fosforilacién de los receptores acoplados a proteinas G se han asociado a
su internalizacién mediada por el agonista (desensibilizacion homdloga). La
fosforilacién de los receptores acoplados a proteinas G incrementa la afinidad de
estos por proteinas citoplasmaticas, conocidas como arrestinas. (Lutrell y
Lefkowitz, 2002). El reclutamiento de las arrestinas desensibiliza la sefial por un
bloque estérico por la interaccién del receptor con las proteinas. G. las arrestinas
actuan como proteinas adaptadoras, facilitando la endocitosis de los receptores
acoplados a proteinas G, a través de vesiculas recubiertas de clatrina. (Penn et, al.,
2000; Pitcher et al., 1998; Pitcher et al., 1995). Los receptores internalizados
pueden ser desfosforilados y reciclados a la membrana celular 6 degradados en

vesiculas del lisosoma.

Para conocer el efecto del IGF-1 en la internalizacion del receptor -
adrenérgico, se clono al receptor aqp-adrenérgico humano en un vector que expresa
a la proteina verde fluorescente. La construccion fue transfectada en fibroblastos
Rat-1 y después la clona seleccionada fue caracterizada mediante estudios de
unién al ligando y experimentos de fotomarcaje. El ensayo de union al ligando
permitié clasificar al receptor de acuerdo a su perfil farmacologico, ademas de
conocer el numero de receptores expresados en las membranas de las células. La
cantidad de receptores aqp-adrenérgicos humanos expresados en las membranas
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fue de 900-1600 fmol/mg de proteina. Estos datos indican una alta densidad de
receptores expresados en las membranas. En las células Rat-1 que expresan al
receptor aqp.adrenérgico de hamster la cantidad de receptores expresados es
alrededor de 1200 fmol/ mg de proteina. Por lo tanto ambos subtipos de receptores
ap-adrenérgicos son expresados abundantemente en las membranas celulares, lo

que facilita la comparacion de los resultados obtenidos.

El fotomarcaje del receptor asp.adrenérgico humano-GFP con la ['®l-aryl]-
azido-prazosina, confirmé la presencia del receptor op-adrenérgico humano-GFP,
con un peso molecular de 115-120 kDa, que corresponde correctamente, ya que el
receptor nativo pesa alrededor de 80 KDa y la proteina verde fluorescente tiene
una tamano aproximado de 27 KDa. El anticuerpo generado contra la proteina
verde fluorescente, imnunoprecipité alrededor del 15-20% del receptor
fotomarcado. En comparaciéon con el anticuerpo generado contra el carboxilo
terminal del receptor ayp.adrenérgico de hamster, el cual inmunoprecipité solo el 1-
2 % del receptor oyp-adrenérgico humano-GFP. Esto pudiera deberse a que la GFP
qgue se encuentra en el carboxilo terminal del receptor provoque un impedimento
estérico que dificulte el reconocimiento del anticuerpo del receptor aqp-adrenérgico

de hamster.

El IGF-1 indujo una fosforilacién del receptor oyp-adrenérgico humano-GFP
de aproximadamente de 2 veces mas que el basal. Este efecto de fosforilacién fue
disminuido por los inhibidores de metaloproteasas (BB-94), por el inhibidor de la
actividad de tirosina cinasa del receptor de EGF (AG1478) y por la mutante de la
téxina diftérica (CRM197), que inhibe la uniéon del HB-EGF. Asi como también por
el uso de la toxina pertussis. El efecto de fosforilacion también fue bloqueado por
los inhibidores selectivos de la PI3K, LY y wortmanina. Y por los inhibidores de la
PKC, estaurosporina y BIM. Estos datos vuelven a confirmar el mecanismo
propuesto de desensibilizacion heterdloga del receptor oyp.-adrenérgico inducido
por el IGF-1. El receptores oyp.adrenérgico de hamster y el humano, presentan
algunas diferencias dentro de sus secuencias de aminoacidos (SWISS-PROT:
P35368 y P1841). Los sitios de fosforilacion por PKC y GRKs, se encuentran en el
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carboxilo terminal de ambos receptores. El receptor oyp.adrenérgico humano no
presenta un sitio potencial de fosforilacién por PKC y tiene cuatro aminoacidos mas
en su extremo carboxilo terminal, que el receptor oip-adrenérgico de hamster. A
pesar de estas diferencias, los datos obtenidos de fosforilacion y desensibilizacion
inducidos por el IGF.1, son muy similares en ambos subtipos de receptores op-

adrenérgicos.

Nuestros datos de microscopia confocal indican que la desensibilizacion
heter6loga del receptor aip.adrenérgico esta estrechamente relacionada con la
fosforilacion e internalizacion del receptor ayp-adrenérgico inducida por el IGF-1. El
tratamiento de las células con inhibidores de la internalizacién, como son la
sacarosa hipertonica y la concanavalina A; nos hacen pensar en un proceso de
internalizacion mediado a través de la fosforilacion independiente del agonista,
llevando a la formacién de vesiculas endociticas en la membrana celular. Previas
observaciones indican que la proteina cinasa C juega un papel importante en la
internalizacion del receptor. ayp.adrenérgico (Cowlen and Towes, 1998; Fonseca et
al. 1995). Estudios realizados en el laboratorio, con el receptor del &acido
lisofosfatidico (LPA), mostraron también que la activacion de la PKC puede jugar
un papel importante en la internalizacion del receptor para LPA (Avendario, et al,
2005). El grupo de Malbon, (Gavi, et, al., 2007), demostré que el receptor de
insulina, a través de la PKB/AKT, provoca la fosforilacion del receptor -
adrenérgico, en la Tyr350 y en la Tyr364. Y que la fosforilacién de la Tyr 350,
promueve la activacién de sitios SH2, que funciona como anclaje para reclutar
proteinas, como la dinamina, la cual participa en el mecanismo de internalizaciéon
del receptor B-adrenérgico (Gavi, et al, 2006). La participacion de las proteinas,
como las GRKs, las B-arrestinas y la dinamina, que regulan la internalizacion de los
receptores ocupados por el agonista (desensibilizacion homologa), no debe de ser
descartada su participacion en la internalizaciébn mediada por la desensibilizacion
heteréloga.
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XIl. CONCLUSIONES

Los datos obtenidos muestran claramente que el IGF-1 activa una via
de sefalizacién compleja que lleva a la fosforilacion, a la desensibilizacion y a
la internalizacion del receptor aip-adrenérgico en un proceso gque involucra a
las proteinas de G sensibles a la toxina pertussis, a la transactivacion de los
receptores del EGF y a la activacion de la PI3K y la PKC. Por lo que podemos

sugerir el siguiente modelo :(FIGURA 28)

IGF-1
IGF-1-R I I

v [} 1l
HB-EGF

EGF-R
alB'AR

FIGURA 28. MODELO REPRESENTATIVO DE LA REGULACION CRUZADA ENTRE EL
RECEPTOR a;,—ADRENERGICO Y EL RECEPTOR PARA EL FACTOR DE CRECIMIENTO
SIMILAR A LA INSULINA 1. Al ser estimulado el receptor para el factor de crecimiento similar a la
insulina 1 (IGF-R), proteinas Gi son activadas. El dimero By de las proteinas Gi, cataliza la
activacion de las metaloproteinasas (MP), las cuales hidrolizan de la membrana celular el ligando
HB-EGF. El HB-EGF, activa a los receptores del factor de crecimiento epidérmico (EGF-R). Esto
promueve la activacion de la fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K). La PI3K es capaz de activar a la
proteina cinasa C (PKC) y esta PKC fosforila, desensibiliza e internaliza a los receptores
o p—adrenérgicos.
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ANEXO

HB-EGF EGF-R

W R T R T
ALY

WARTEAL RN

FIGURA 29. MODELO QUE REPRESENTA LA DESENSIBILIZACION HOMOLOGA DEL
RECEPTOR a,,-ADRENERGICO A TRAVES DE LA TRANSACTIVACION DEL RECEPTOR DE
EGF. El receptor asp-adrenérgico es regulado de forma homologa a través de la transactivacion del
receptord e EGF. D GA: diacil g licerol, P KC: P roteina C inasa C , G RK: ci nasa d er eceptores
acoplados a proteinas G, MP: metaloproteasa, HB-EGF: ligando d el receptorde E GF que une a
heparina, E GF-R: receptor d el Factor d e C recimiento Epidémico, PI3K: fosfatidilinositol 3 cinasa,
PDK: cinasa dependiente de fosfoinositidos.
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