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RESUMEN  

El receptor para ácidos grasos 1 (por sus siglas en inglés: FFA 1) es un receptor acoplado a proteínas G  que 

es activado por ácidos grasos libres de cadena mediana y larga. El receptor FFA 1 se expresa en las células 

β-pancreáticas y tiene la función de potencializar la secreción de insulina. El receptor FFA 1 se encuentra 

acoplado a la proteína heterotrimérica Gαq/11 que señaliza por la vía de activación de la fosfolipasa C, que 

hidroliza  fosfatidil inositol bifosfato para generar diacilglicerol e inositol trifosfato que activa a sus 

receptores en el retículo endoplasmático y en consecuencia incrementa la concentración de calcio 

intracelular. Estudios previos sugieren que el receptor FFA 1 es un blanco terapéutico para la diabetes tipo 2, 

sin embargo, los mecanismos moleculares de regulación de este receptor no se han descrito aún.  

Con el objetivo de investigar el  mecanismo de regulación del receptor FFA 1, se determinó el efecto de 

ácido docosahexaenoico (DHA)  y ácido alfa-linolénico (α-LA) dos ligandos naturales del receptor FFA 1, y 

el efecto del éster de forbol 12-miristato-13 acetato (PMA), un activador de la proteína cinasa C (PKC) sobre 

la actividad, la fosforilación y la internalización de este receptor. En el presente estudio se utilizó la línea 

celular HEK 293 Flp-In-T-REx que expresa de manera estable e inducible el receptor FFA 1 y otra línea 

celular HEK 293 que expresa al receptor para ácidos grasos 1 fusionado a la proteína verde fluorescente. 

Los resultados obtenidos, muestran que el DHAy el α-LA incrementan la concentración de calcio intracelular 

de manera dosis dependiente y activan a ERK1/2 (extracelular signal response kinase)  a tiempos cortos. En 

ambos ensayos, el efecto de DHA fue más potente que el α-LA.  Se comprobó que el DHA  y el α-LA  no 

tienen efecto sobre la línea celular HEK 293 sin transfectar ni en las células HEK 293 T-REx fusionado con 

el receptor FFA 1 sin inducir.  

El efecto de AG1478, un inhibidor del receptor de factor de crecimiento epidérmico, bloqueó parcialmente la 

activación de ERK 1/2, por el efecto del α-LA; sin embargo,  el efecto del DHA no fue afectado por la 

presencia de este inhibidor. 

El DHA y el α-LA promueven la fosforilación del receptor FFA 1. De manera interesante, PMA  promueve 

la fosforilación del receptor FFA 1 pero no su desensibilización. Las isoformas de la PKC (α y β) participan 

en la fosforilación del receptor  FFA 1 inducido por DHA y por  PMA.  El DHA, el α-LA y el PMA  

promueve la internalización del receptor  FFA 1 por un tiempo de 30 minutos  

En conclusión,  el  receptor FFA 1 es fosforilado e internalizado,  más no desensibilizado por la  PKC 

inducido por el efecto, el DHA, α-LA y por el efecto PMA. Se sugiera que las isoformas clásicas de la PKC 

participan en la fosforilación del receptor FFA 1. 
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SUMMARY 

The free fatty acid receptor 1 (FFA1) is a G-protein coupled receptor (GPCR) that is activated by medium 

and long chain free fatty acids. FFA1 receptor is expressed  in pancreatic β cell and promotes glucose-

stimulated insulin secretion. FFA1 is coupled to Gαq/11 protein and typically signals through phospholipase 

C that hydrolyzes phosphatidylinositol 4,5 biphosphate  into diacylglicerol and inositol triphosphate. The 

latter serves as a second messenger to mobilize calcium from intracellular stores (endoplasmic reticulum). 

Previous studies suggest FFA1 as a possible therapeutic target for type 2 diabetes,  however, the molecular 

mechanism of its regulation is not totally understood.  

To further investigate this, we measured the effect of docosahexaenoic acid (DHA) and α-linolenic acid (α-

LA), natural ligands of FFA1 receptor, and the effect of phorbol  myristate acetate ester (PMA), a PKC 

activator, over receptor activation, phosphorylation and internalization. In the present study, we used the cell 

line HEK 293 T-REx FFA1, an inducible expression system, and also HEK 293 cells expressing the FFA1 

receptor fused to GFP (Green Fluorescent Protein) 

The results of the present study show that DHA and α-LA promoted intracellular calcium increase in a dose-

response manner, and ERK activation at early times in HEK293 T-REx cell line.  DHA was a more potent 

agonist than α-LA in both assays. The cell line HEK 293 wild type and HEK 293 T-Rex not induced  

(without doxycycline) did not show a significant response to DHA and α-LA stimulation.  

AG1478, an EGF receptor inhibitor, partially inhibited ERK1/2 activation in response to α-LA;  however, it 

did not prevent the activation of ERK 1/2 by DHA.  

Receptor FFA1 phosphorylation was induced by DHA and α-LA. Interestingly, the effect of PMA, an 

activator of PKC, induced receptor FFA1 phosphorylation but not its desensitization. Classic PKC isoforms 

(α y β) seem to participate in receptor FFA1 phosphorylation induced by DHA and PMA.  

Receptor FFA1 internalization was induced by DHA, α-LA and PMA at the time of 30 minutes.  

In conclusion, the results of the present study demonstrate that receptor FFA1 phosphorylation and 

internalization, but not desensitization  is induced by the effect of DHA, α-LA and PMA. We suggest that the 

principal activation of the PKC classic isoforms participates in the receptor FFA1 phosphorylation.  
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I. INTRODUCCIÓN 

I.1 Receptores Acoplados a Proteína G 

Los Receptores Acoplados a Proteínas G (por sus siglas en inglés: GPCRs) son una familia extensa de 

proteínas integrales de membrana (se conocen aproximadamente 800 genes que codifican para GPCRs en el 

genoma humano) que funcionan como nódulos de comunicación entre la célula y su medio externo.  El 

nombre GPCRs deriva del  acoplamiento de  las proteínas G, que son un  heterotrímero conformado por la 

subunidad Gα y el dímero Gβγ, en las regiones intracelulares del receptor [1-4].  

Los GPCR regulan vías de señalización que integran distintas respuestas fisiológicas, que van desde la 

diferenciación celular hasta procesos más complejos como la función cardiovascular,  inmunológica, 

metabólica, entre otras; la alteración de su actividad se relaciona con la manifestación de diversas patologías. 

El estudio del estado de activación y las vías de señalización que regulan los GPCR en condiciones 

patológicas y fisiológicas ha permitido la generación de fármacos que actúan directamente sobre los 

receptores [1,5-7]. 

La estructura de los GPCRs consiste en un extremo amino terminal (N-terminal) localizado en el espacio 

extracelular, siete dominios hidrofóbicos transmembranales (TM1-7) de estructura hélice alfa, que se 

encuentran conectados por  tres asas intra y extracelulares,  y un extremo carboxilo terminal (C-terminal) 

localizado en el citosol (figura 1) [8,9]. La interacción hélice-hélice de los dominios transmembranales de los 

GPCRs, contribuye a la estabilidad de la estructura funcional del receptor en la membrana y al 

mantenimiento del sitio de unión al ligando [10]. 

Los GPCRs pueden reconocer un amplio espectro de ligandos (por ejemplo: neurotransmisores, ácidos 

grasos, lípidos, péptidos, hormonas, iones y fotones) y su sitio de unión puede localizarse en el extremo N-

terminal, en las asas extracelulares o en los dominios transmembranales [9, 11].  

En ausencia de ligando, el receptor tiene una actividad basal (constitutiva) que mantiene el equilibrio entre el 

estado inactivo y activo. En su estado inactivo, la subunidad Gα de las proteínas G heterotrímericas, se 

encuentra asociado con las subunidades Gβγ y unido a nucleótidos de guanosina difosfato (por sus siglas en 

inglés: GDP). Las subunidades Gβγ facilitan el acoplamiento de la subunidad Gα con el receptor y evitan la 

disociación de GDP de manera independiente de la activación del receptor [12]. 
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Figura 1. Estructura de los receptores acoplados a proteína G. Modelo de la estructura de los GPCRs donde se 
muestra el extremo amino terminal (N-terminal) en el espacio extracelular, las asas extracelulares (e1, e2, e3) e 
intracelulares (i1,i2,i3) que mantienen conectados los dominios transmembranales (TM1-7) y el extremo carboxilo 
terminal (C-terminal).  Los dominios transmembranales están compuestos por aminoácidos hidrofóbicos con estructura 
α hélice. Boackaert J. 1999. 

 

La transducción de señal inicia cuando, un ligando estabiliza el estado activo del receptor y promueve 

cambios conformacionales en los dominios transmembranales y en las regiones citoplasmáticas que activan a 

las proteínas G y expone sitios intracelulares del receptor determinantes para la unión de proteínas citosólicas 

[13-15]. El receptor al ser activado, confiere actividad de factor intercambiador de GDP por nucleótido 

guanosina trifosfato (por sus siglas en inglés: GTP) que promueve la activación y disociación de la 

subunidad Gα del dímero Gβγ y de esta manera interaccionan con sus proteínas blanco. La actividad de 

GTPasa de la subunidad Gα causa la hidrólisis de GTP, volviendo a su estado inactivo y reasociándose con 

el dímero Gβγ (figura 2). 

Los GPCRs se encuentran acoplados a diferentes clases de proteínas G heterotriméricas, que modulan de 

manera negativa o positiva la actividad de proteínas efectoras (adenilato ciclasa, proteínas cinasas y 

fosfolipasas) y la generación de segundos mensajeros, como: Calcio (Ca2+), AMP cíclico (cAMP), fosfatidil 

inositol bifosfato (PIP2), inositol-1,4,5 trifosfato (IP3), diacilglicerol (DAG) que están involucrados en la 

regulación de múltiples vías de señalización intracelular (figura 2.) [10]. 
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Figura 2. Modelo de activación de los receptores acoplados a proteína G. (1) En ausencia de ligando, las proteínas 
G heterotriméricas se encuentran acopladas con el receptor. La subunidad Gα se encuentra unido con GDP (estado 
inactivo). (2) El receptor es activado cuando el ligando (triangulo rosa) interacciona con los sitios específicos dentro 
del receptor, y genera un cambio conformacional que favorece (3) el intercambio de GDP por GTP en la subunidad Gα, 
(4) La activación de la subunidad  Gα genera la disociación del complejo  en Gα/GTP y Gβγ. (5 y 6)  La subunidad Gα 
se clasifica en diferentes tipos: Gαq que acttiva a la fosfolipasas C (PLC) que actúa sobre el lípido de membrana 
fosfatidil inositol 4,5 bifosfato cuyos productos son diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5 trifosfato (IP3). IP3 activa a 
sus receptores en el retículo endoplasmático para liberar calcio hacia el espacio intracelular. Gαs que activa a la enzima 
adenilato ciclasa (AC) que produce AMP ciclico, en cambio Gαi inhibe la actividad de la adenilato ciclasa. La 
subunidad Gβγ, también actúa sobre vías de señalización que implica  la activación de la fosfolipasa C (PLC). M. J. 
Berridge, 2012. 

 

Con base en la estructura del receptor y el sitio o los sitios de unión para el  ligando, los GPCRs se clasifican 

en cinco familias: A-F. Las familias A, B y C se encuentran en especies de mamíferos. La familia A es la 

más amplia de los GPCRs y se caracteriza por tener un extremo N-terminal y C-terminal cortos. El sitio de 

unión a ligando de los receptores de la familia A se encuentra entre las asas extracelulares y los dominios 

transmembranales. Los receptores β- adrenérgicos, rodopsina, opiodes, histamina, dopamina y quimiocinas 

son miembros de la familia A de los GPCRs. La familia  B se subdivide en la subfamilia de receptores de 

Secretina y Adhesión. Los  ligandos de los receptores de secretina se consideran péptidos largos como la 

hormona paratiroidea, glucagon, polipéptido insulinotrópico dependiente de glucosa (por sus siglas en inglés: 

GIP) y péptido parecido a glucagon (por su siglas en inglés: GLP-1). Los  ligandos de los receptores de 

adhesión no se han identificado pero se piensa que son proteínas de la matriz extracelular las que activan a 

estos receptores. La familia C es la tercera mayor familia de los GPCRs. Se clasifica en la subfamilia de 
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receptores de glutamato cuyos ligandos son  pequeños como glutamato o calcio. La familia D se encuentra 

principalmente en  hongos y la familia E que corresponde a receptores de AMP cíclico no se expresa en 

células mamíferas.  La familia F se clasifica en la familia de los receptores Frizzled [9, 16-18]. 

 

I.2 Transactivación de los receptores acoplados a proteína G con los receptores de actividad tirosina 

cinasa 

Además de los GPCRs, los receptores con actividad de tirosina cinasa (por sus siglas en inglés: RTK) son 

otra familia extensa de proteínas integrales de membrana que regulan vías de señalización. Los receptores 

para factores de crecimiento como el  factor de crecimiento epidermal (por sus siglas en inglés: EGF) y el 

factor de crecimiento similar a la insulina (por sus siglas en inglés: IGF-I), son ejemplos de RTK.  La 

mayoría de los RTK atraviesan la membrana solo una vez y en su forma inactiva se encuentran  como 

monómeros. Los receptores para insulina e IGF-I tienen cuatro subunidades, unidas por puentes disulfuro, y 

dos de ellas atraviesan la membrana plamática.  La activación de los receptores RTK inicia con la unión de 

su ligando en los dominios extracelulares que induce la dimerización del receptor y en consecuencia la 

autofosforilación en los residuos de tirosina encontrados en sus dominios intracelulares. Estos dominios 

intracelulares funcionan como sitios de unión para proteínas de andamiaje que contienen dominios SH2 

(dominio homologo 2 a Src) o PTB (dominio de  unión a fosfotirosinas) y participan en diversas vías de 

señalización [19,20] 

Cuando un RTK se activa y autofosforila, Grb2 por medio de su dominio SH2, se une a los sitios de tirosina 

fosforilados y recluta a Sos (son of sevenless) en la membrana. Sos promueve el intercambio de GDP por 

GTP en Ras con la finalidad de activarla, e iniciar  la vía de señalización de las cinasas dependientes de 

mitógenos (por sus siglas en inglés: MAPK) que incluye la activación de Raf (MAPKKK), MEK (MAPKK) 

y las cinasas de respuesta a estímulos externos (por sus siglas en inglés: ERK/MAPK). Los miembros de la 

familia de las MAPK al activarse se translocan del citosol hacia la región nuclear donde regula la actividad 

de diversos factores de transcripción a través de la fosforilación. La vía de señalización de las MAPK se 

asocia con la proliferación celular, diferenciación y apoptosis [21,22].  

Las funciones fisiológicas celulares pueden ser coordinadas por la transactivación entre los receptores 

acoplados a proteína G y los RTK. Se define como transactivación al mecanismo por el cual un GPCR 

activado estimula la señalización de un RTK, con la finalidad de converger el mecanismo de señalización 

hacia una respuesta específica [19]. La transactivación de los GPCRs con los RTK se observó por primera 

vez en fibroblastos de rata-1 (Rat-1), en los que se probaron diversos ligandos para GPCRs que generaban la 
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fosforilación del receptor del factor de crecimiento epidérmico (por sus siglas en inglés: EGFR) de manera 

transitoria e inmediata [23]. Existen dos formas de transactivación: 

1. La transactivación dependiente de ligando: los GPCRs activados promueven la generación de segundos 

mensajeros como calcio, PKC, cinasas de tirosinas como Src y Pyk2,  proteínas de andamiaje, β-arrestina 

y las especies reactivas de oxígeno (por sus siglas en inglés: ROS) que promueven la activación de las de 

metaloproteasas de matriz extracelular y la activación de los RTK.  Las metaloproteasas son 

endopeptidasas que contienen zinc e hidrolizan componentes de la matriz extracelular. La familia de las 

Metaloproteasas y Desintegrinas A (por sus siglas en inglés: ADAM) hidrolizan las cadenas péptidicas 

que anclan a los factores de crecimiento a la membrana  y componentes de la adhesión celular como las 

integrinas.  Los factores de crecimiento al ser liberadas en el espacio extracelular por la acción de  las 

metaloproteinasas activan a sus correspondientes receptores y promueven la activación de ERK [19,23].  

 

2. La transactivación independiente de ligando: el receptor EGF en ausencia de ligando puede ser activado 

por mecanismos intracelulares iniciados por los GPCRs, que requieren la activación de proteínas cinasas 

de tirosina como Scr y Pyk2. La proteína heterotrimérica Gαq/11 señaliza por  la vía de fosfoinositidos 

(PLC/PIP2/IP3 y DAG/Ca2+) que promueve el incremento en la concentración de calcio intracelular 

proveniente de las pozas en el retículo endoplasmático.  La activación de la cinasa Pyk2 está regulado por 

una autofosforilación y por calcio. En su forma activa, Pyk2 fosforila, activa y se asocia con Src para 

actuar sobre las tirosinas en los dominios intracelulares de los RTK. La transactivación de los RTK por 

los GPCRs es una vía alterna para la activación de las MAPK y ERK, sin embargo esta vía de 

señalización es dependiente del tejido celular [19,23, 24]. 

 

La vía de señalización de las MAPK inducida por transactivación entre los RTK y los GPCRs es altamente 

regulado ya que la alteración en la actividad de estos receptores se asocia con la hiperproliferación celular 

característica de diversos tipos de cáncer. Por lo que los  mecanismos que atenúan la señal de los GPCRs 

como la desensibilización y la internalización determinan con la extensión en que los receptores regulan la 

activación prolongada de las MAPK [24]. 
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A          B 

 
 

Figura 3. Modelo de la transactivación de los receptores con actividad de tirosina cinasas con los GPCRs de 

manera dependiente e independiente de ligando. (A). Modelo de la transactivación de los RTK con los GPCRs. La 
activación de los GPCRs por su ligando, promueve cascadas de señalización que generan ROS, activan a proteínas 
cinasas de tirosina como c-Src, Pyk o producen segundos mensajeros como calcio. Estos factores activan a las 
metaloproteinasas que promueven la liberación de segundos mensajeros en el espacio extracelular y activan a sus 
correspondientes receptores. (B). Modelo de la transactivación de los RTK con GPCRs independiente de ligando. Los 
GPCRs activados, promueven la generación de cinasas de tirosina que fosforilan los sitios intracelulares de los RTK e 
iniciar la vía de señalización. Fabio Cattaneo et al. 2014.  

 

I.3 Regulación de la actividad de los receptores acoplados a proteína G  

Los GPCRs son desensibilizados con la finalidad de regular la señal en un determinado tiempo y espacio; de 

esta manera las células son protegidas de la exposición prolongada del agonista. La desensibilización de los 

GPCRs está conformada por diferentes eventos continuos: la fosforilación y la internalización del receptor 

[25]. 

Desensibilización 

La desensibilización es la pérdida o disminución de la respuesta del receptor ante un agonista. Este 

mecanismo se regula por la acción de las proteínas cinasas como las GRKs (por sus siglas en inglés: G-

protein coupled Receptor Kinase) y las cinasas dependientes de segundos mensajeros como  la proteína 

cinasa C (PKC) o la proteína cinasa A (PKA). La fosforilación en residuos de serina/treonina localizados en 

la tercera asa intracelular y/o  en el extremo C-terminal del receptor, impiden físicamente la unión de las 

proteínas G, terminado así la señalización [25-27]. 
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 La fosforilación por las GRK promueve la asociación de proteínas citosólicas de andamiaje, como las β-

arrestinas, hacia los sitios fosforilados y subsecuentemente la  internalización del receptor (figura 4A).  Sin 

embargo, este proceso solo describe un tipo de desensibilización conocida como la homóloga. La 

desensibilización heteróloga es un proceso iniciado por la activación de otros GPCRs o de RTK que activan 

a la PKC o a la PKA. Estas proteínas cinasas fosforilan aminoácidos de serina/treonina de un receptor 

diferente al ya activado (figura 4B). Una característica singular de las proteínas cinasas dependientes de 

segundos mensajeros es su capacidad de fosforilar a los GPCRs en ausencia de ligando. Estos mecanismos 

señalan la importancia de la fosforilación como una modificación postrasduccional indispensable en la 

señalización celular [26, 28, 29]. 

 

A       B 

 

Figura 4. Modelo de desensibilización homóloga y heteróloga del α1B.Adrenoreceptor. (A) Modelo de 
desensibilización homóloga del α1B.Adrenoreceptor. El receptor al ser activado por adrenalina (Adr), es fosforilado (P) 
por GRK e internalizado por β-arrestina (β-Arr). Una vez localizado en endosomas las enzimas fosfatasas (PPasa) 
retiran los grupos fosfatos del receptor. (B) Modelo de desensibilización heteróloga del α1B.Adrenoreceptor. La 
activación del receptor de endotelina (ET-AR) que lleven a la activación de PKC que fosforila en sitios blancos al 
receptor α1B.Adrenoreceptor promoviendo su desensibilización. Imagen tomada de J. Adolfo García Sáinz et al, 2000.  

 

Tráfico vesicular de los receptores acoplados a proteína G  

La internalización o secuestro de los GPCRs es un evento que forma parte de la desensibilización.  La unión 

de las β-arrestinas a los sitios fosforilados de los GPCRs, promueve el  desacoplamiento de las proteínas G y  

la endocitosis del receptor por vesículas  recubiertas de clatrina o caveolas (figura 5)  [26]. Las β-arrestinas 

se pueden unir a receptores no activados, sin embargo se unen con  mayor afinidad a los receptores activados 

por ligando y  fosforilados por GRK2 [29]. El estado de fosforilación del receptor estabiliza una 
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conformación  que promueve la interacción de los GPCRs con otros elementos intracelulares de la 

maquinaria endocítica [5]. 

 El tráfico vesicular de los GPCRs por las β-arrestinas diverge en dos vías: la vía de degradación o la vía de 

reciclamiento. Los GPCRs que  entran a la vía de reciclamiento, se internalizan en vesículas de clatrina, para 

ser desfosforilados por fosfatasas y resensibilizados  para volver a la membrana celular. En cambio, en la vía 

de degradación, los receptores son internalizados  y ubiquitinizados [30]. La importancia biológica y 

funcional de la internalización es disminuir el número de receptores expresados en la membrana para evitar 

una sobreestimulación de la vía de señalización y mantener la homeostasis celular.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Modelo del mecanismo general de desensibilización de los GPCRs. La interacción ligando-receptor 
promueve el cambio conformacional que activa las proteínas G heterotriméricas y a proteínas cinasas como GRK. La 
fosforilación del receptor y la unión de las proteínas de andamiaje, β-arrestinas impiden físicamente la unión de las 
proteínas G heterotriméricas, de esta forma terminando la señalización. La unión de las β-arrestinas, promueve la 
unión de otras proteínas que forman parte de la maquinaria de la internalización del receptor. Al mismo tiempo se 
inicia la activación de vías de señalización independiente a la activación de las proteínas G heterotriméricas. De 
acuerdo al tipo de receptor, ligando y sitios de fosforilación, el receptor es dirigido a la vía de reciclamiento para ser 
desfosforilado y resensibilizado para regresar a la membrana, o por la vía de los lisosomas para ser degradado. Imagen 
modificada de Stefanie Ritter y Randy Hall 2009.  
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La dinámica de la internalización diverge entre la clase o familias de GPCRs. La β-arrestina 2 interacciona 

con mayor afinidad con los GPCRs de la familia A y promueve su endocitosis en vesículas de clatrina, pero 

no se internaliza junto con estos receptores. En cambio, las β arrestina 1 y 2 tienen la misma afinidad por los 

receptores de la familia B y son internalizadas junto con ellos en endosomas. La activación, 

desensibilización y el tráfico vesicular son específicos para cada familia de GPCRs, siendo la estructura del 

receptor el punto clave que hace distinto los mecanismos moleculares de regulación [16]. 

Las proteínas cinasas intracelulares median diversas vías de señalización. Estas proteínas modifican las 

propiedades de sus substratos por la adición reversible de un grupo fosfato en residuos de serina, treonina y 

tyrosina. En 1995, Steven Hanks y Tony Hunter definieron el término “proteínas cinasas AGC” a una 

subfamilia de proteínas cinasas que  comparten las siguientes características: 

 Fosforilan  residuos de serina y treonina localizados en la estructura de sus substratos. 

 Conservan el dominio catalítico  en el extremo C-terminal de las proteínas cinasas 

dependientes de segundos mensajeros como AMP ciclico (PKA), GMP cíclico (PKG) y 

diacilglicerol y calcio (PKC).  

 Contienen un motivo de unión para ATP y un dominio de regulación. 

 

Algunas proteínas cinasas  AGC requieren de la fosforilación en el motivo hidrofóbico, en el asa de 

activación y en el motivo de giro (estos dos últimos están en el dominio catalítico) para su completa 

activación.  Las cinasas PKA, PKB y PKC contienen en el asa de activación secuencias conservadas de 

unión para la cinasa dependiente de fosfoinositidos (por sus siglas en inglés: PDK-1) que es necesaria para la 

actividad enzimática y la estabilización de la estructura de cinasa [31]. 

 

Características de  las  cinasas de los receptores acoplados a proteína G (GRK) 

La  sub-familia de la GRKs pertenece a la familia de cinasas AGC y su activación se lleva a cabo por un 

cambio conformacional generado por su unión con los GPRCs activados. La  sub-familia de la GRK está 

formada por diversos miembros: GRK 1 y 7 son cinasas de rodopsina o visuales, GRK2 y GRK3 son ubícuas 

y fosforilan diversos tipos de GPCRs, mientras que GRK4-6 tienen distribución celular, localización 

subcelular y substratos particulares por lo que  se les denomina el grupo GRK 4 [30].  La estructura de las 

GRKs posee en su extremo N-terminal una región RGS (por su definición en inglés: Regulator of G-protein 

Signaling) llamado  dominio homólogo RH. El extremo C-terminal de las GRKs es específico para cada 

subfamilia: GRK 1 y 7 tienen sitios de prenilación, GRK 2 y 3 se encuentran en el citosol y contienen un 

dominio homólogo de pleckstrina (por sus siglas en inglés: PH) que permite la interacción directa con la 
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subunidad Gβγ; la GRK5 contiene un elemento de unión a lípidos con carga positiva y se encuentra 

constitutivamente en la membrana, y la subfamilia de las GRK 4 y 6 que contienen sitios de palmitoilación 

que permite la localización en la membrana celular [28,32].  

Las GRK 2 y 3 fosforilan receptores que son activados por su agonista, en cambio las GRK5 y 6 participan 

en la fosforilación de los receptores de manera basal. La actividad de las subfamilias de las GRK es 

dependiente del tipo de ligando, receptor, vía de señalización y tejido donde se exprese [28].  

Las proteínas cinasas AGC se activan por medio de la fosforilación en dos motivos: en el segmento de 

activación y en el motivo hidrofóbico en el extremo C-terminal.  La activación de las GRK no depende de la 

fosforilación en sus motivos, si no de un cambio conformacional generado por su interacción con GPCRs 

activados [31]. 

 

Características de la PKC 

La PKC pertenece también a la familia de cinasas AGC que fosforilan diversas proteínas [29].  PKC puede 

ser activada por una variedad de hormonas (angiotensina y adrenalina), factores de crecimiento (insulina y 

EGF) y neurotransmisores (dopamina y endorfina) que al unirse con sus receptores correspondientes (por 

ejemplo GPCR o RTK)  activan a la fosfolipasa C que genera diacilglicerol y calcio. La activación de PKC 

se relaciona con la regulación de diversas funciones celulares como la migración, proliferación, 

diferenciación celular y apoptosis [33-35]. 

 

Las isoformas de PKC conservan una estructura común, conformada por una región reguladora (20-40 kDa) 

en el extremo N-terminal y una región catalítica (aproximadamente 45 kDa) en el extremo C-terminal. La 

región catalítica contiene los dominios de unión a ATP y al substrato y la región reguladora contiene el 

pseudosubstrato y los dominios de unión a cofactores. Las isoformas de PKC varían en su región reguladora 

mas no en su región catalítica, señalando que cumplen con funciones variables dependiendo del tipo de 

célula y tejido donde se expresen [33,36].  

 

Actualmente existen 11  isoformas  de PKC y se clasifican en 3 subfamilias de acuerdo a los cofactores que 

los activan y a las características de su región reguladora (figura 6):  

 

 PKC clásicas (α, β1, β2 y γ), 

  PKC nuevas (δ,σ, ε, θ, y η)  

  PKC atípicas (λ/ι y ζ ).  
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Estructura y Regulación de la PKC  

Región Reguladora 

Contiene dos estructuras modulares constantes que proveen sensibilidad y especificidad para ciertos 

cofactores de unión reversible,  y la región del pseudosubstrato. Esta región mantiene a la enzima en un 

estado catalíticamente inactiva.  

 

Dominio C1: Las isoformas de PKC contienen uno  (C1) o dos dominios (C1A y C1B) C1.  Esta parte de la 

estructura tiene dos variantes: el dominio C1 que contiene 12 cisteínas (6 para C1A y C1B) que representan 

los sitios de unión para esteres de forbol/diacilglicerol y un dominio C1 atípico que contiene  6 cisteínas y 

residuos básicos en  la secuencia consenso  por lo que no son sensibles a diacilglicerol ni a esteres de forbol. 

Esta región se encuentra en las isoformas atípica de PKC. El  DAG es  producto final de la Fosfolipasa C 

(PLC)  y ésteres de forbol como PMA (forbol 12-miristato-13-acetato)  que se une al dominio C1B.  Los 

ésteres de forbol provienen de la familia de la planta Euphorbiaceae y tienen un rol importante en la 

promoción de crecimiento de tumores [36]. 

El dominio C1 contiene una región hidrofóbica, una región con residuos de carga positiva, una región 

hidrofílica  y una región que contiene dos Zincs que mantienen el plegamiento correcto de la cinasa. La 

interacción electrostática de los aminoácidos positivos del dominio C1 con los fosfolípidos aniónicos de 

membrana como fosfatidilserina,  promueve que este dominio penetre la membrana celular e interactúe con 

DAG [33, 34,36]. La unión de cofactores  lípidicos como DAG o ésteres de forbol a la región hidrofílica del 

dominio C1, promueve una superficie hidrofóbica más dominante  que incrementa la afinidad de C1 por los 

lípidos de membrana. De esta manera, PMA y el DAG funcionan como anclajes hidrofóbicos que reclutan a 

la PKC en la membrana [38]. La unión de ligandos al dominio C1 también estabiliza la conformación activa 

al promover la liberación del pseudosubstrato.  

Las isoformas de PKC pueden interactúar con otros lípidos como ceramidas, ácido fosfatídico e PIP3 y ácido 

araquidónico. La ceramida promueve la translocación de la PKCα del citosol hacia la membrana y ácido 

araquidónico dirige la translocación de la PKCε del citosol hacia el aparato de Golgi.   

 

Dominio C2: Este dominio conformado por 130 residuos se presenta en las isoformas de PKC clásicas y en 

su forma modificada, en las isoformas de PKC novels.  En las isoformas de PKC clásicas, el dominio C2 

contiene 5 aspartatos en el sitio de unión a Ca2+ .  La unión de Ca2+  neutraliza la región de cargas negativas, y 

promueve un cambio conformacional que hace posible la localización de PKC en la membrana, la 

interacción y aumento de la afinidad de PKC por las cargas negativas de las cabezas de los fosfolípidos de 

membrana [33]. 
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En las isoformas de PKC novel, los residuos que mantienen el plegamiento del dominio C2 que le permite 

unirse a lípidos ácidos se encuentran presentes, sin embargo no se encuentran los aspartatos que coordinan la 

unión de Ca2+. Por lo que las isoformas de esta familia de PKC, no utilizan calcio como un intermediario 

para unirse a calcio, en contraste, las isoformas de PKC clásicas el dominio C2 requiere de la unión con 

calcio para reconocer los lípidos de membrana. El paso limitante de la activación de PKC es la unión de 

DAG en el dominio C1 y la unión de Ca2+ en el dominio C2 es determinante para localizar a PKC en la 

membrana [34,36, 38] 

Pseudosubstrato: Todas las isoformas de PKC, contienen un dominio de pseudosubstrato autoinhibitorio que 

precede al dominio C1A. El pseudosubstrato tiene una secuencia similar a los substratos, sin embargo no 

presenta los residuos fosforilables (intercambio de serinas por alaninas), por lo que mantiene a las PKC en un 

estado inactivo ocupando el sitio activo en la región catalítica. La unión de los ligandos a los dominios C1 y 

C2 generan un cambio conformacional que causa la liberación del pseudosubstrato del sitio activo [33,36]. 

 Región Catalítica 

La región catalítica se encuentra conservada en todas las isoformas de PKC. Dentro de la región catalítica se 

encuentran dos dominios, C3 y C4 que le confieren la actividad de cinasa a la PKC (figura 6).  

 Dominio C3: Contiene la secuencia GXGXXG que son sitios de unión para ATP 

 Dominio C4. Sitio de unión a substratos de PKC.  

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Estructura de las isoformas de PKC. La región catalítica se conserva en todas las isoformas de PKC, 
mientras que la región reguladora varía entre cada isoforma. La región reguladora de todas las isoformas de PKC tiene 
un motivo de pseudosubstrato (verde), un extremo N-terminal que es continuo del dominio C1 (rosa).  Dentro de la 
región reguladora  se encuentran los dominios C1A y C1B que son sitios de unión para DAG/PMA y el dominio  C2 
que es el sitio de unión para Ca2+. El dominio C2 se presenta solo en las isoformas clásicas (PKCc) y PKC nuevas 
(PKCn), pero este dominio es solo funcional en las isoformas de PKCc. Las PKC atípicas (PKCa) presentan sitios de 
unión a fosfatidilserina. Imagen tomada de Susan F Stenenberg, 2008.  

 

En el extremo C-terminal de PKC se encuentra La mutación en el sitio S660 por alanina en la isoforma PKC 

βII  disminuyó la afinidad de esta enzima por los lípidos de membrana [36]. 

Región Reguladora  Región Catalítica  
Bisagra  
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Dominio Cinasa: La estructura cinasa de las PKC contienen secuencias conservadas y encontradas en otras 

cinasas miembro de la familia AGC como PKA. El dominio cinasa de la PKC contiene un amino terminal 

conformado por la secuencia rica en glicina y característica del asa de unión para ATP: GXGGXXG (motivo 

conservado en las proteínas cinasas y proteína de unión a nucleótidos. El extremo C-terminal del lóbulo 

contienen el asa de activacion que posiciona el magnesio y a los substratos al momento de fosforilar. Dentro 

del dominio cinasa se encuentra un conjunto de residuos ácidos cerca del sitio activo que funciona como una 

puerta  electrostática para mantener el pseudosubstrato en el sitio activo [34] 

 

Activación de las PKC 

La fosforilación de PKC es una modificación que se requiere para la maduración y activación de las PKC. 

Estas cinasas son fosforiladas en tres posiciones: una transfosforilación cercano al sitio activo que alinea los 

residuos correctamente para la catálisis y dos autofosforilaciones en el extremo C-terminal que hace a la 

PKC catalíticamente competente por un cambio conformacional [36].  

La PKC clásicas contiene una “asa de activación” que es una región conservada compuesta por 20-30 

residuos localizada en el dominio cinasa y forma parte del sitio de unión al susbstrato.  La adición de grupos 

fosfatos en esta región (contiene serinas y treoninas) por la acción de la PDK-1, introduce cargas negativas 

que alinean los residuos en el sitio catalítico y estabiliza la conformación activa de la enzima. Una vez que la 

“asa de activación” es fosforilada, PDK-1 debe de ser liberada del extremo C-terminal de PKC para permitir 

la autofosforilación y la maduración de esta cinasa (figura 7). 

Las isoformas de PKC clásicas y nuevas requieren de dos fosforilaciones adicionales en los motivos 

conservados en el extremo C-terminal: en la región de “motivo de giro” flanqueado por prolinas y en el 

motivo hidrofóbico conservado (FXXF(S/T)(F/Y) que se encuentra implicado en la maduración de la PKC, 

en la unión con PDK-1  y en el aumento de la afinidad de PKC por los ligandos de su dominio C2.   

A diferencia de las isoformas de PKC clásicas y nuevas, los sitios de serina/treonina en el motivo 

hidrofóbico de las isoformas de PKC atípicas son reemplazados por glutamina que mimetiza los grupos 

fosforilados [36]. 

La fosforilación en los motivos anteriormente mencionados, promueven la activación de las isoformas de 

PKC de manera distinta. La isoformas PKC βII requiere de la fosforilación en la T500 en el asa de 

activación, de una autofosforilación  en la T641 en el extremo C-terminal que estabiliza la conformación 

catalítica y una segunda autofosforilación en la S660 en el C-terminal. Las PKC clásicas no requiere de 

cargas negativas en el asa de activación para la catálisis. La isoforma βII mantiene su actividad catalítica aún 
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si es desfosforilado en su asa de activación, sin embargo la fosforilación en el motivo giro (T641) es 

necesaria para que sea catalíticamente competente [33,36, 38]. 

Las isoformas de PKC nuevas también requieren de la fosforilación en motivo de giro y en el motivo 

hidorfobico, el cual también puede deberse a una transfosforilación o autofosforilación; sin embargo, estos 

mecanismos son dependientes de la clase de isoforma de esta familia y del contexto celular. Basandose en 

los modelos de estructura de otras cinasas como PKA y PDK-1, por un consenso general se señalo que la 

fosforilación del motivo hidrofóbico es necesaria para el mantenimiento de la actividad catalítica [36]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Modelo de regulación de PKC por fosforilación, unión de ligandos y liberación del pseudosubstrato.  

(1) El estado inmaduro e inactivo  de la PKC se caracteriza por contener unido el pseudosubstrato (barra verde) en el 
sitio activo (rectángulo), los dominios C1 (rojo)  y C2 (amarillo)  sin sus cofactores  y la región C3 (dominio de cinasa, 
esfera azul) inactivo.  (2) La cinasa PDK-1 fosforila a la PKC en el residuo T500 (PKC βII) en el asa de activación que 
promueve el estado catalítico de la enzima, seguido por dos autofosforilaciónes en la S660 y T641 en el extremo C-
terminal que estabilizan la conformación catalítica de la PKC. La fosforilación de estos residuos en la PKC, promueven 
la maduración de la cinasa, más no la activación y la liberación hacia el espacio intracelular. (3) La unión de calcio 
intracelular con el dominio C2 de las isoformas de PKC clásicas, promueven un cambio conformacional que lo vuelve 
más afín a los lípidos aniónicos de membrana. Las isoformas de PKC atípicas son activadas por su unión con los 
lípidos de membrana, mientras que las PKC nuevas son activadas por DAG (DG) o lípidos de membrana. (4) Las 
isoformas de PKC clásicas al tener unido calcio, aumenta su afinidad por los lípidos de membrana como el DAG (DG) 
que promueve un cambio conformacional que (5) induce la liberación del pseudosubstrato del sitio activo y así el 
estado activo y maduro de la cinasa. Newton A. 1995.  
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I.4 La familia de los Receptores Acoplados a Proteína G para ácidos grasos 

La familia de GPCRs que son activados por ácidos grasos está conformada por los receptores GPR40/FFA1, 

GPR41/FFA3 y GPR43/FFA2 que fueron identificados en el gen humano CD22 locus cromosomal 19q13.1 

[39]. El GPR120/FFA4 es otro GPCR activado por ácidos grasos de cadena mediana y larga y fue localizado 

en el cromosoma 10q23.3. Por análisis de hidrofobicidad de la secuencia de aminoácidos de los receptores 

GPR40-43, se identificaron siete regiones hidrofóbicas correspondientes a los dominios transmembranales de 

los GPCRs, y por análisis filogenético se  relacionaron con los receptores de lípidos y de eicosanoides que 

pertenecen a la subfamilia clase A de los GPCRs [40]. Posteriormente se confirmó que los receptores FFA 

contenían en su estructura residuos característicos de  GPCRs de la subfamilia A: residuos de cisteína en el 

asa extracelular 2 y 3 que forma un puente de disulfuro que estabiliza el estado inactivo del receptor, 

residuos de prolina en el dominio transmembranal 5, 6, y 7; el motivo altamente conservado D/ERY  en el 

dominio transmembranal 3. Este motivo  forma el “candado iónico”, que mantiene la interacción de los 

dominios transmembranales responsables de la activación de las proteínas G [9, 11, 41]. 

Los miembros de la familia de los GPCRs para ácidos grasos  conservan baja similitud entre ellos  (GPR40 y 

GPR41 tienen una similitud de 34% y GPR40 con el GP43 es de 41%) [41,42].  El GPR120 conserva solo el 

10% de homología en la secuencia con el receptor FFA1 [43]. Como se muestra en cuadro 1, los miembros 

de la familia de los receptores FFA son activados por ácidos grasos de diferente longitud y su activación está 

implicada en la regulación de procesos metabólicos. Por lo que estos receptores son considerados como 

sensores nutricionales que pueden ser un blanco terapéutico para la obesidad y diabetes mellitus tipo 2 [44-

46]. 

*Se indica la longitud de la cadena de los ácidos grasos C:carbonos 

Cuadro 1. Características de la familia de los receptores para ácidos grasos. 

Nombre 

del 

receptor 

Ligandos 

del 

receptor * 

Proteína G 

a la que se 

encuentra 

acoplada 

Cromosoma 

en donde 

fue 

localizado 

Tejido donde se 

expresa 

Implicación fisiológica 

FFA1/ 

GPR40 

C12-C16 
C12-C22 

 

Gαq/11 19q13.1 Células β pancreaticas, 
cerebro, entero-

endocrinas 

Células β del páncreas: Potencializa la 
secreción de insulina 
Células enteroendocrinas: Estimular la 
secreción de incretinas GLP-1 
Cerebro: 

FFA2/ 

GPR43 

C3-C5 Gαq/11 Gi/o 19q13.1 Células del sistema 
inmune, entero-
endocrinas, adipocitos 

Acumulación de lípidos, inhibición de la 
lipolisis 

FFA3/ 

GPR41 

C2-C3 Gαi 19q13.1 Adipocitos Regulación de la leptina y de la respuesta 
antinflamatoria 

FFA4/ 

GPR120 

C12-C16 
C12-C22 

Gαq/11 10q23.3 Adipocitos Secreción de insulina y glucagon, 
producción de citocinas, diferenciación 
de adipocitos, regulación de la respuesta 
inflamatoria 
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1.5 Generalidades del receptor FFA1  

El receptor FFA1 presenta dos residuos de cisteína (C79 y C170) en el tercer TM y en la tercera asa 

extracelular que posiblemente forma un puente de disulfuro, característica general de los GPCRs. Este 

mismo, presenta un sitio potencial de palmitoilación (C289) en el dominio C-terminal, dos sitios potenciales 

de N-glicosilación (N155 y N165) en la segunda asa extracelular y cinco sitios posibles de fosforilación para 

la PKC que son S212, T215, T287, T293 y S298 localizados en la tercera asa intracelular y en el extremo C-

terminal [47,48]. 

Los ligandos endógenos del receptor FFA1 son ácidos grasos de cadena saturada (ácido palmítico, C16:0) o 

poliinsaturados como el ácido docosahexaenoico (C22:6), ácido oléico (C18:1), ácido linoleico (C18:2), 

ácido linolénico (C18:3), y otros ácidos grasos de cadena mediana (6-12 carbonos) o larga (>12 carbonos) 

son capaces de activar al receptor [49]. 

El receptor FFA1 interacciona específicamente con los grupos carboxilo de los ácidos grasos no 

esterificados para ser activado. La selectividad y reconocimiento de los grupos carboxilo es conferida por 

tres residuos (R183, N244 y R258) que se localizan en los dominios TM5, TM6, y TM7 respectivamente. En 

el sitio de unión a ligando, se encuentran los residuos  Y91 y Y240 que estabilizan el grupo carboxílico de 

los ligandos, junto con los residuos de arginina [50] 

Se observó que la mutación de los tres residuos (R183, N244 y R258)   alteran de manera diferente  la 

activación del receptor por diversos ligandos, sugiriendo que el receptor presenta más de un sitio de unión 

para el ligando (sitios alostéricos) [51, 52]. El TAK-875 es un agonista selectivo sintético del receptor FFA1 

que ha pasado por la fase I y II de ensayos clínicos. Se ha reportado su unión en un sitio alostérico 

localizado entre los segmentos transmembranales 3-5 y las regiones del asa extracelular 2. El TAK-875 es 

reconocido por el residuo R183, R258, Y91 y N244 [50]. 

La propiedad del receptor FFA1 de distinguir la longitud de la cadena de los ácidos grasos es conferida por 

el residuo de H86 y N244, ya que estos residuos no se encuentran conservados en los receptores FFA2 Y 

FFA3. Estos dos residuos confieren la correcta orientación y coordinación  de los ácidos grasos. Dentro del 

sitio de unión del ligando se encuentran los residuos de Histidina (H86 y H137) que dependen de su 

protonación para interaccionar con el ligando. El E145 y  el E172 que se encuentran en la segunda asa 

extracelular forman parte del “candado iónico”, que junto con las R183 y R258 mantienen inactivo al 

receptor (figura 7) [52]. Cuando el carboxilo del ligando interactúa con estos residuos, permiten un cambio 

conformacional del receptor que fomenta su activación. Mutaciones puntuales en los residuos R183, R285, 

Y91y N244 causan una diversificación en las potencias de TAK-875 y γ-ácido linolenico. Estas 

observaciones indican que el receptor FFA1 presenta más de un sitio de unión para diferentes ligandos [48]. 
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Se ha encontrado  un polimorfismo en el sitio  G180 en el TM5 en humanos, que causa una disminución  en 

la secreción de insulina; otro polimorfismo en el sitio D175 en la segunda asa extracelular  genera una 

reducción del 40% de la respuesta máxima del receptor cuando es activado [41,52]. 

 

 

Figura 8. Modelo de la estructura del receptor FFA1 y residuos esenciales para la función del receptor. Los sitios 
de color rojo representa los sitios de reconocimiento y unión a ligando, el sitio naranja reconoce la unión de ligandos 
sintéticos, los sitios marcados en azul son los sitios participantes en el “candado iónico” y el sitio en verde se ha 
identificado como un sitio importante en la función de estimulador de secreción de insulina del GPR40. Imagen tomada 
de Mancini et al. 2013 

 

1.6  Funciones fisiológicas del receptor FFA1 

El receptor FFA1 se encuentra acoplado a la proteína Gαq/Gα11 que activa a la fosfolipasa C que hidroliza a 

PIP2 para generar DAG e IP3. El calcio intracelular se libera del retículo endoplasmático a partir de la 

activación de los receptores de IP3 que se localizan en este organelo [51] Diversos estudios demostraron que 

el receptor FFA1 se expresa en la superficie de células β pancreáticas de tejido humano, simio y ratón 

[49,53].  
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Estudios in vivo en donde sobreexpresaron  o deletaron el gen del receptor FFA1en todo el cuerpo de los 

ratones C57BL/6J (una cepa  característica de presentar diabetes mellitus tipo 2, enfermedades 

cardiovasculares y obesidad a causa de una dieta con un alto contenido de grasa) concluyeron que éste, 

contribuye a la homeostasis de la glucosa en periodos de ayuno y mejora la tolerancia a la glucosa en 

condiciones que promueven la resistencia a la insulina [54] y mantiene la secreción de insulina cercana al 

nivel basal [55-58].  En contraste, Steneneberg y colaboradores, concluyeron que la deleción del receptor 

FFA1 evita el desarrollo de la resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa y retrasa el desarrollo de  

hígado graso en ratones diabéticos que consumían una dieta alta en grasa  [59].  

La pérdida de función vía RNA de interferencia, oligonucleótidos anti-sentido, inhibición farmacológica  y 

deleción del gen en estudios in vitro, han  mostrado que el receptor FFA1 participa en la secreción de 

insulina [53-55,60] y disminuye el nivel de expresión de genes de apoptosis (por ejemplo:caspasa-3) . La 

activación crónica  de la vía Gαq/Gα11 en las células β-pancreáticas promueve la expresión de genes 

relacionados con la diferenciación y mantenimiento de las células β-pancreáticas (por ejemplo: pancreática y 

duodenal homebox 1: PDX) y la expresión de IRS que conduce a la activación de la proteína cinasa B (por 

sus siglas en inglés: PKB) y ERK. Por lo tanto, el receptor FFA1 promueve la sobrevivencia, la 

proliferación, la diferenciación, el mantenimiento y crecimiento de las células β- pancreáticas [61,62]. La 

activación del receptor FFA1 promueve la activación de genes y factores de transcripción que participan en 

la síntesis de insulina por ejemplo: Ins2 (que codifica para pre-proinsulina) y en el metabolismo de glucosa y 

lípidos (GLUT2 y PPARγ) [61,63]. 

 El receptor FFA1 también se expresa en células enteroendocrinas, osteocitos, macrófagos y neuronas. La 

expresión del receptor FFA1 en hipotálamo y neuronas se asocia con la atenuación del dolor y en el 

mantenimiento de la memoria [64]. En células enteroendocrinas del tracto intestinal, el receptor FFA1 

promueve de forma indirecta la secreción de insulina a través de la regulación de las incretinas GLP-1 y 

GIP, hormonas que circulan en el torrente sanguíneo y participan en la estimulación de secreción de insulina 

[65].  

 

1.7 Ácidos grasos 

 

El cuerpo humano requiere alrededor de 50 nutrimentos que son indispensables para su funcionamiento y 

desarrollo dentro de los cuales se encuentran los lípidos.  Los lípidos forman parte de los tejidos de las 

plantas y los animales y se clasifican como a) esteroles, b) fosfolípidos, c) esfingomielinas, d) ceras y e) 

grasas. Los principales componentes de las grasas son los ácidos grasos que pueden clasificarse de acuerdo a 

la longitud de su cadena alifática y por el grado de insaturación [66,67]. 
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Los ácidos grasos son ácidos monocarboxílicos de cadena larga,  que contienen un número par de átomos de 

carbono, normalmente entre 8 y 22 (figura 9) Sin embargo, también existen frecuentemente ácidos grasos 

con un número impar de átomos de  carbono, que probablemente derivan de la metilación de un ácido graso 

de cadena par [66]. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Estructura de los ácidos grasos saturados e insaturados. La estructura de los ácidos grasos se representa 
con saturación o insaturación (=), el número de carbonos de cada ácido graso,  la numeración correspondiente a la 
insaturación y la familia de ácidos grasos omega a la que pertenece (C:n-3 o 6)  Imagen tomada y modificada de Eva 
Tvrzicka 2011.  

 

Los ácidos grasos se pueden obtener a partir de diferentes fuentes biológicas. Los ácidos grasos de cadena 

mediana y larga provienen de la hidrólisis de triglicéridos de las lipoproteínas, de los quilomicrones o bien 

de los que están unidos a la albúmina proveniente del tejido adiposo, por la acción de la enzima lipoproteína 

lipasa y lipasa sensible a hormona.  El acetato (C2:0), propionato (C3:0) y butirato (C4:0)  son ácidos grasos 

de cadena corta que se producen principalmente en el colon por el metabolismo bacteriano [67]. 

 Los ácidos grasos en el organismo se presentan  tanto en su forma saturada  como insaturada con la 

presencia de  una (monoinsaturados) o más (poliinsaturados) dobles ligaduras. Los ácidos grasos 

poliinsaturados de cadena mediana (C6-C12) y  de cadena larga ( > C12) se consideran componentes 

esenciales de la dieta,  debido a que las células de los mamíferos no presentan desaturasas Δ12 y Δ15 [68] 

que inserten un doble enlace después del carbono 9 a partir del extremo carboxilo terminal.  De acuerdo a la 

posición del primer doble enlace con respecto al extremo del grupo metilo (ω) de la cadena alifática, los 

ácidos grasos poliinsaturados se pueden clasificar en la familia de los ácidos grasos omega 3 (ω-3) y omega 6 

(ω-6) [69]. 



28 
 

La síntesis de cada una de las familias de ácidos grasos poliinsaturadas es diferente y sus componentes no 

son redundantes de una familia con otra (cuadro 2). El ácido α-linolénico (α-LA, C18:3 ω-3) y el ácido 

linoleico (LA, C18:2 ω-6) son los ácidos grasos más abundantes en la dieta y son precursores de una serie de 

ácidos grasos poliinsaturados que se obtienen por  desaturación (enzima desaturasa Δ5 y Δ6), elongación y 

una reacción en la β-oxidación [70,71] El ácido docosahexaenoico (DHA C22:6) y el ácido eicosapentanoico 

(EPA C20:5) pertenecen a la familia de los omega-3, y el ácido araquidónico (ARA C20:4) a la familia de 

los omega-6 [71-73].    

A      B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 2. Síntesis de ácidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados. El panel A representa la ruta de la síntesis 
de ácidos grasos monoinsaturados. En el panel B, se muestra la vía de la síntesis de los ácidos grasos poliinsaturados 
omega 3 y 6. Cuadro tomado de Angel Catalá 2013.  

 

En el torrente sanguíneo, los ácidos grasos se transportan unidos a albúmina, lipoproteínas de muy baja 

densidad  (por sus siglas en inglés: VLDL) o en moléculas más grandes como los quilomicrones; sin 

embargo una fracción de ácidos grasos libres no se encuentra unido a algún tipo de proteína de transporte 

[74]. Anteriormente, los ácidos grasos se consideraban nutrimentos energéticos que eran intercambiables con 

los hidratos de carbono. Fue hasta en 1929 y 1930 que las investigaciones de George  y Mildred Burr 

condujeron a una nueva perspectiva sobre los ácidos grasos. Sus experimentos consistieron en eliminar por 

completo los ácidos grasos de la dieta, y solo alimentar a las ratas con caseína, sacarosa y vitaminas. 

Ácidos grasos 
Monoinsaturados

ω-9

Acetil-CoA

Ácido palmítico 
C16:0

Ácido esteárico
C18:0

Ác ido oléico
C18:1

Acetil-CoA carboxilasa
Ácido graso sintasa

Elongasa

Esteroil-CoA desaturasa
(Δ9-desaturasa)

Ácidos grasos poliinsaturados
(PUFAS)

ω-3 ω-6

Ácido α-linolénico
C 18:3

C 18:4

C 20:4

Ácido eicosapentanoico
(EPA) C 20:5 

C 24:5

C 24:6

Ácido docosahexanoico
(DHA) C 22:6

Δ6 desaturasa

Elongasa

Δ5 desaturasa

Elongasa

Δ6 desaturasa

β-oxidación peroxisomal

Ácido linoléico C 18:2

Ácido γ-linolénico C 18:3

C 20:3

Ácido araquidónico
(ARA) C 20:4 
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Describieron que  las ratas padecían descamación de la piel, pérdida de peso, retraso en el crecimiento y 

posteriormente morían [74]. Ralph Holman y colaboradores realizaron un estudio utilizando las mismas 

condiciones experimentales y observaron que  al adicionar pequeñas cantidades de ácido linolénico en la 

dieta,  los efectos se revertían. Estos hallazgos establecieron que los ácidos grasos insaturados son esenciales 

en la dieta para el mantenimiento de la salud [75].  

Actualmente los ácidos grasos no solo se consideran nutrimentos energético, sino también como 

componentes de la membrana, precursores de hormonas, moléculas señal, mediadores de procesos 

inflamatorios,  y ligandos para factores de transcripción implicados en la regulación del metabolismo de 

lípidos [68,76]. Los ácidos grasos también actúan sobre el páncreas para potenciar la secreción de insulina en 

estado de ayuno y en presencia de glucosa [77].  

 

1.8 Los ácidos grasos como ligandos del receptor FFA1 

En 1968, diversos grupos  describieron por primera vez el efecto de los ácidos grasos no esterificados sobre 

la secreción de insulina de las células β-pancreáticas. En 1967, Crespin y colaboradores [78] determinaron el 

efecto de los ácidos grasos sobre la liberación de insulina por perfusiones de ácidos grasos en la arteria 

pancreática de perros anestesiados. Las conclusiones del estudio señalaron que los ácidos grasos insaturados 

o saturados actuaban  directamente sobre las células β-pancreáticas para estimular la secreción de insulina. 

Sin embargo, se desconocía  el mecanismo por el cual sucedía este fenómeno . A partir de estos hallazgos, 

aumentó la importancia de estudiar el mecanismo de acción de los ácidos grasos en las células β 

pancreáticas, sobre todo en estados patológicos [79].  

 La obesidad es una enfermedad que presenta un desbalance energético reflejado en la alteración del 

metabolismo de lípidos e hidratos de carbono. La elevada concentración de ácidos grasos en sangre en los 

sujetos obesos se asocia con la resistencia a la insulina, hiperinsulinemia y posteriormente la disminución de 

la secreción de insulina por la muerte de células pancreáticas. La obesidad es un factor de riesgo para el 

desarrollo de diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares, ciertos tipos de cáncer, dislipidemia e 

hipertensión [80-82].  

En condiciones fisiológicas, la concentración de ácidos grasos libres (0.1-10 µM) en el plasma [53],  

promueve la secreción de insulina, pero su exposición crónica con elevadas concentraciones (50-100µM), 

altera la función de las células β-pancreáticas [83].   

 

En la literatura se menciona que los ácidos grasos insaturados promueven efectos benéficos sobre el 

funcionamiento de las células pancreáticas. El grupo de N.G. Morgan y colaboradores observaron un 

incremento en la actividad de las caspasas 3 y 7 cuando las células derivadas de insulinoma de rata (línea 

celular INS-1β cells y BRIN-BD11) eran incubadas con ácido palmítico (C16:0) (250 µM) por 24 horas; sin 
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embargo, este efecto era revertido por  la adición de palmitoleato (C16:1), favoreciendo así el mantenimiento 

del número de células del páncreas [84]. Por otra parte, se observó que la exposición de ácido araquídonico 

por 24 horas en la línea celular BRIN-BD11, promovía  la proliferación de las células β del páncreas. Por lo 

contrario, la exposición de la misma línea celular con ácido palmítico, presentaba una disminución en la 

secreción de la insulina, debido al aumento en la apoptosis y al aumento en la concentración de triglicéridos 

intracelulares [85].  

El funcionamiento adecuado de las células β del páncreas se ve influenciado por la exposición prolongada 

tanto de ácidos grasos saturados como insaturados, sin embargo la explicación de un posible mecanismo por 

el cual los ácidos grasos actuaban de manera directa sobre el páncreas para promover la secreción de insulina 

se mantenía  incierto. Fue hasta en el  2002 que el grupo de Briscoe y colaboradores mostraron por ensayos 

de PCR-RT, que el receptor FFA1 se expresaba de manera significativa en  el cerebro y en  las células β del 

páncreas. Por ensayos de movilización de calcio intracelular y de fosforilación de ERK, identificaron a los 

ácidos grasos de cadena larga y mediana como los ligandos de este receptor [49].  Un año más tarde,  Itoh y 

colaboradores mostraron que los ácidos grasos promovían la secreción de insulina mediante la activación del 

receptor FFA1 [53].  

 

 

II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El receptor FFA1 representa un posible blanco terapéutico para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo, 

por lo que la generación de agonistas sintéticos que estimularan a este receptor sin causar una alteración en la 

secreción basal de insulina y disminuir la concentración de glucosa sanguínea, fue el objetivo de muchos 

grupos de investigación.  

Se ha demostrado ampliamente que los ácidos grasos libres y los agonistas sintéticos activan al receptor con 

diferente eficacia y afinidad, sin embargo los efectos generados por una activación prolongada de este 

receptor, no fue considerado dentro estos estudios.  

El grupo de Jing Qiang y colaboradores, exploraron  el efecto del ácido α-linolénico sobre la internalización 

del receptor. Demostraron que el receptor FFA1 ante la exposición de ácido α-linolénico (100µM) se 

internaliza por las β-arrestinas 2 en vesículas de clatrina y que de manera constitutiva se internaliza  por 

balsas lipídicas [86]. Por otra parte, Mancini y colaboradores utilizando ensayos de transferencia de energía 

bioiluminoscente (por sus siglas en inglés: BRET), mostraron que la unión de las β-arrestinas con el receptor 

FFA1 puede ser de manera dependiente e independiente de la activación de la proteína Gαq [87]. Ambos 

grupos de investigación sugieren que la cinasa GRK2 participa en la internalización del receptor FFA1.  
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Previamente se ha descrito que la fosforilación es un mecanismo que regulan el estado de actividad  del 

receptor y por lo tanto el tiempo de señalización. Se conoce que la desensibilización  de los GPCRs es un 

mecanismo clave para el mantenimiento de la homeostasis celular. Actualmente los estudios del receptor 

FFA1 no toman en cuenta el efecto de los ácidos grasos libres sobre la fosforilación del receptor y no 

consideran si la internalización del receptor es dependiente o independiente de este evento. Por otra parte, los 

patrones de fosforilación del receptor FFA1 por cinasas dependientes de segundos mensajeros como PKC, no 

se ha descrito y tampoco su posible participación en la regulación del receptor FFA1 de manera heteróloga y 

homóloga. La activación de PKC se ha asociado con el mecanismo observado en diversas patologías, entre 

ellas diabetes mellitus tipo 2 [37].  

 

III. JUSTIFICACIÓN  

El receptor FFA1 se ha relacionado con funciones celulares esenciales como el crecimiento y proliferación 

en tejidos donde se expresa endógenamente. Al igual que receptor FFA1, el receptor FFA4 (GPR120) es 

activado por ácidos grasos de cadena mediana y larga y por sus funciones relacionadas con la secreción de 

insulina y la inflamación causada por macrófagos durante  la obesidad, se ha considerado este receptor como 

otro posible blanco terapéutico para la obesidad y diabetes mellitus tipo 2.  

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio,  mostraron que la actividad del receptor FFA4 no es 

atenuado por la activación de PKC por PMA. Sin embargo, en el mismo estudio, evidenciaron que  los 

agonistas que tanto los agonistas del receptor FFA4, DHA y α-Linolénico  como el  PMA promueven la 

fosforilación del receptor sugiriendo que los sitios específicos fosforilados pudieran determinar funciones del 

receptor. El papel de las isoformas de PKC en la fosforilación del receptor FFA4 fue estudiado, utilizando 

inhibidores selectivos para las isoformas α, β y δ. Los resultados de este experimento sugieren que parte de la 

fosforilación del receptor FFA4 es llevado a cabo por las isoformas clásicas de PKC, sin embargo no 

excluyen la posible participación de otras isoformas de PKC o de otras cinasas como GRK [88]. 

Los resultados previamente mencionados ejemplifica la importancia del estudio del  mecanismo o los 

mecanismos de regulación de los GPCRs activados por ácidos grasos. Actualmente no se ha determinado el 

estado de fosforilación del receptor FFA1 inducido por los ácidos grasos. Esta problemática justifica un 

abordaje integral sobre el mecanismo de regulación del receptor FFA1, como el que ofrece estudiar la 

posible participación de cinasas dependientes de segundos mensajeros en la fosforilación e internalización 

del receptor.  
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IV. HIPÓTESIS  

El receptor FFA1 es fosforilado  por su activación con DHA y ácido α-linolénico, y por la activación de la  
PKC. Se propuso que la fosforilación por los agonistas está asociada a desensibilización pero la acción de la 
PKC pudiera no desensibilizar al receptor. Todo ello con base principalmente en los datos del receptor FFA4 
(de la misma rama de receptores) y de lo observado con otros GPCRs. 
 

V. OBJETIVO GENERAL  
Determinar el efecto de DHA, α-linolénico y PKC sobre la fosforilación y desensibilización del receptor 
FFA1.  
 
VI. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Para determinar la activación  de receptores de ácidos grasos que se expresen de manera endógena en la 
línea celular HEK293 silvestre.  
1. Determinar el efecto de DHA y ácido α-Linolénico en la línea celular HEK293 silvestre sobre: 

1.1 La movilización del calcio intracelular ([Ca2+]i).  
 

2. Determinar el efecto de DHA y ácido α-Linolénico en la línea celular HEK293 T-REx no inducida sobre: 
2.1 La movilización del calcio intracelular ([Ca2+]i).  

 
Para conocer la activación, fosforilación homóloga y desensibilización  del receptor. 
3.  Determinar el efecto de DHA y ácido α-linolénico sobre la actividad del receptor FFA1 expresado de 
manera inducible en las células HEK293 T-REx sobre:  

3.1 La movilización de [Ca2+]i 
3.2. El grado de activación de ERK 
3.3 El grado de  fosforilación del receptor ([32P]Pi) 
 

Para conocer la fosforilación y desensibilización heteróloga del receptor. 
4. Determinar el efecto de  PMA sobre el receptor FFA1 expresado de manera inducible en las células 

HEK293 T-REx determinando: 
4.1  La movilización de la [Ca2+]i  en células HEK293 T-REx preincubadas con PMA y posteriormente 
tratadas con DHA o ácido α-linolénico. 
4.2 El grado de fosforilación del receptor ([32P]Pi) 
4.3 El grado de  internalización del receptor  
 

Para identificar la isoforma de PKC que participa en la fosforilación y desensibilización del receptor.  
5. Determinar el efecto de los inhibidores específicos de isoformas de PKC en el receptor FFA1 
sobreexpresado en el sistema inducible en las células HEK293 T-REx  tratados con DHA  y PMA sobre: 

5.1 El grado de fosforilación del receptor ([32P]Pi).  

Para explorar  la posible transactivación del receptor FFA1 con el receptor de EGF.  
6. Determinar el efecto del receptor EGF sobre la actividad del receptor FFA1 expresado en el sistema 
inducible en las células HEK293 T-REx midiendo: 
 
 6.1 El grado de activación de ERK y el efecto de inhibidores de la cinasa del receptor de EGF 

Para estudiar la internalización del receptor FFA1.  



33 
 

7. Determinar el efecto de DHA, α-LA y PMA sobre la internalización del receptor en la línea celular 
HEK293 FFA1-GFP (proteína verde fluorescente). 
 7.1. El grado de disminución de la fluoresencia en la membrana celular.  
 

Para comprobar el efecto en la fosforilación del receptor FFA1-GFP  
8. Determinar el efecto de  α-LA y PMA sobre la fosforilación del receptor en la línea celular HEK293 
FFA1-GFP.  
 8.1 El grado de fosforilación del receptor ([32P]Pi). 

 

VII. MATERIALES Y MÉTODOS  

 

V1I.1 Reactivos 

Medio de cultivo Dulbecco´s Modified Eagle Medium (por sus siglas en inglés: DMEM),  los antibióticos 

estreptomicina y penicilina, la tripsina, el suero de bovino fetal y otros reactivos para  el cultivo celular se 

obtuvieron de Gibco, Life Technologies. Forbol 12-miristato 13-acetato (PMA), ácido docosahexaenoico 

(DHA),  ácido α- linolénico (por sus siglas en inglés: α-LA), el anticuerpo M2 monoclonal anti-FLAG, la 

albúmina libre de ácidos grasos >96% y la resina monoclonal M2 anti-FLAG  se obtuvieron de Sigma-

Aldrich Chemical Co. Gö6976, Bisindolilmaleimida I, AG1478 se obtuvieron de Calbiochem. El [32P]Pi 

(8,500-9,120 Ci/mmol) se obtuvo de Perkin y Elmer.  El medio DMEM libre de fosfatos, Lipofectamina 

2000 y el Fura-2AM se obtuvieron de Molecular Probes y la proteína A agarosa se obtuvo de Upstate 

Biotechnology. La construcción de la línea celular FFA1 fusionado con la proteína verde fluorescente (GFP)  

en el extremo C-terminal se obtuvo de OriGene y los anticuerpos que reconocen a la GFP se obtuvieron en 

el laboratorio [89]. El anticuerpo policlonal de conejo MAPK p-p44/42 (T202/Y204) y el anticuerpo 

p44/p42 MAPK (ERK1/2)(137F5) policlonal de conejo se obtuvieron de Cell Signaling. Rodamina 

(TRITC)-conjugated affinipure donkey anti-mouse IgG(H+L) se obtuvo de Jackson ImmunoResearch 

Laboratories Inc. Las membranas de polivinildifluoride (PVDF) se obtuvieron de Immobilon P 

transfermembrane y el Immobilon Western Chemiluminescent HRP substrate 100 ml se obtuvo de 

Millipore. 

 

VII.2 Línea celular  

El receptor FFA1 fusionado con el epítope FLAG en el extremo N-terminal se subclonó en la línea celular 

derivada de riñón de embrión humano (por sus siglas en inglés: HEK293) con el sistema de expresión de 

células de  mamífero regulado por el represor de tetraciclina/doxiciclina (por sus siglas en inglés: T-REx). 

La línea celular HEK293 T-Rex FFA1fue generada por el equipo del Dr. Gozoh Tsujimoto (Universidad de 

Kyoto, Japón). Las células HEK293-TREx FFA1 se sembraron en cajas de Petri de 10 cm de diámetro. Se 

mantuvieron en medio DMEM (7 ml) suplementado con 10%  de suero fetal de bovino, adicionado con 100 
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µg/ml de estreptomicina y 100 u/ml de Penicilina. El cultivo celular se mantuvo incubado a  37°C, en 95% 

de aire y 5% de CO2.  Un día previo a cada experimento, la expresión del receptor se indujo con 1µg/ml de 

doxiciclina. La línea celular estable que expresa FFA1 fusionada con GFP se obtuvo en el laboratorio 

transfectando las células HEK 293 con el plásmido de la construcción utilizando Lipofectamina 2000 de 

acuerdo al instructivo del fabricante. Las clonas que expresaban la construcción fueron seleccionadas por 

incubación con G418, por su respuesta a DHA en los ensayos de calcio y por la fluorescencia. Las células 

seleccionadas crecieron en medio DMEM suplementado con G418 (300ng/mL). 

 

VII.3 Expresión del receptor FFA1 en el sistema inducible T-REx 

El sistema T-REx es un sistema de regulación de la expresión de genes de células mamíferas que utiliza los  

elementos reguladores del operón de resistencia a tetraciclina (Tet operón).  El sistema de regulación de 

tetraciclina T-REx se basa en la inducción de la expresión del gen de interés en presencia de tetracilina y en 

su represion en ausencia del antibióticos [90,91]. Los principales componentes del sistema T-REx son: 

 Vector de expresión inducible. Contiene el gen de interés cuya expresión es regulada por el promotor  

humano de citomegalovirus (CMV) que contiene dos copias de las secuencias del operador de tet  (TetO2). 

La secuencia de TetO2 sirve como sitio de unión para 4 moléculas del represor (o dos homodímeros) de 

tetraciclina (TetR) (figura 10 panel A) 

 Vector pcDNA 6/TR de regulación. La expresión del gen de TetR se encuentra bajo el control del 

promotor CMV (figura 10 panel B)        

 

A      B 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Mapa de los vectores del sistema de expresión de genes sistema inducible de expresión  T-REx. (A) 

Mapa del vector con el sistema de expresión inducible. El promotor humano inmediato de CMV (P CMV) seguido por 
las secuencias de los dos operadores de tet (2xTetO2) regula la transcripción del gen de interés. (B) Mapa del vector 
pcDNA6/TR que contiene el gen del represor de tetraciclina (TetR) regulado por el promotor  humano  inmediato de 
CMV (P CMV).Imágen tomada de Invitrogen, Lifetechnologies 2011. 
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Definición Función 

Promotor humano inmediato 
de citomegalovirus (P CMV) 

Aumenta la expresión del gen TetR (pcDNA 6/TR) o el gen de interés 
(vector del sistema de expresión inducible).  

Intron de globina de conejo 
II (IVS) 

Aumenta la expresión del ten TetR 

 
Gen TetR  

Codifica para el represor de tetraciclina que se une a las secuencias de los 
operadores de tet para reprimir la transcripción del gen de interés en 
ausencia de tetraciclina.  

SV40 señal de 
poliadenilación (SV40 pA) 

Permite la terminación de la transcripción y poliadenilación del RNA 
mensajero. 

Origen f1 (f1 ori) Permite el rescate del DNA de hebra sencilla 
SV40 origen y promotor  
(SV40 ori) 

Permite y aumenta la expresión del gen de resistencia a blasticidina en 
células mamíferas 

Promotor EM-7 (EM-7) Promotor sintético procariote que permite la expresión del gen de 
resistencia a blasticidina en E.coli 

Gen de resistencia a 
blasticidina o zeocina 

Permite la selección de células mamíferas establemente transfectadas 
(blasticidina vector pcDNA6/TR y zeocina vector de expresión inducible) 

Gen de resistencia a 
Amplicilina 

Permite la selección de E.coli trasnformante 

Origen pUC (pUC)  Aumenta el número de copias  y crecimiento en células E.coli 

 
Cuadro 3. Definición y función de los componentes de los vectores del sistema inducible de expresión T-REx. 

Invitrogen, Life Technologies,  2011. 
 

 

 

En ausencia de tetraciclina, el TetR en forma de homodímero  se une con alta afinidad a la secuencia de 

TetO2, manteniendo así la represión de la expresión del gen de interés. La tetraciclina presente en el medio,  

se une con alta afinidad con TetR (estequiometria 1:1) y causa un cambio conformacional en la estructura de 

Tet que lo impide unirse en los sitios de TetO2. El complejo TetR:tetraciclina se disocia de los operadores de 

tetraciclina y permite la transcripción del gen de interés (figura 11) 

La doxiciclina es un inductor del sistema T-REx alterno a la tetraciclina. La doxiciclina presenta una 

estructura y  mecanismo de acción similar a la tetraciclina; sin embargo la doxicilina tiene un mayor tiempo 

de acción (48 horas vs 24 horas de la tetraciclina) [90].  
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Figura 11. Modelo del mecanismo de acción de la tetracicilna sobre el sistema inducible T-REx. Invitrogen, 
Lifetechnologies, 2011.  

3

. 

3. La tetraciclina que se encuentra en 
el medio se une con tetR, y promueve 
un cambio conformacional que impide 
su unión a los sitios localizados en 
TetO2. La liberación de los sitios 
TetO2, permite la transcripción de los 
genes de interés. 

1

. 

2

. 

1. En ausencia de tetraciclina, el represor 
de tetraciclina (TetR) que se encuentra en 
el vector pcDNA TM6/TR,  se expresa en 
altas concentraciones y forma 
homodímeros que se unen con alta afinidad 
a la secuencia los dos operadores de 
tetraciclina (TetO2)  en el promotor del 
plásmido de expresión inducible.   

2. La unión de TetR a la secuencias de 
TetO2 reprime la expresión del gen de 
interés.  
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VII.4 Medición de  la concentración de  Calcio intracelular  

El día del experimento, los cultivos celulares que presentaban un 80% de confluencia se ayunaron con 

medio DMEM (7mL) sin suero de bovino fetal por 2 horas. El cultivo celular se cargó con  Fura-2 AM (2.5 

µM) en Krebs-Ringer-HEPES-Glucosa (NaCl 120 mM, HEPES 20 mM, KCl 4.75 mM, MgSO4  1.2 mM, 

KH2PO4 1.2 nM, CaCl2  127 mM, glucosa 10mM, 0.05% de albúmina de suero de bovino, pH 7.4) por 1 hora 

a 37°C.  

Transcurrido el tiempo de incubación,  se utilizó verseno (20mg/100ml) por 5 minutos a 37°C, con la 

finalidad de desprender las células de la caja y concentrarlas en un tubo Falcon de 15 ml que contenía el 

buffer Krebs-Ringer-HEPES-Glucosa. Con la finalidad de eliminar los residuos de Fura-2 AM 

extracelulares, se realizaron tres lavados con la solución Krebs-Ringer-HEPES-Glucosa. Se resuspendió la 

pastilla de células formado con la solución Krebs-Ringer-HEPES-Glucosa con albúmina desgrasada para no  

interferir con la respuesta de los estímulos. Se registraron los cambios de fluorescencia a una longitud de 

onda de excitación a 340 a 380 nm y emisión de 510 nm.  

La concentración de calcio libre intracelular ([Ca2+]i) se calculó como se describió por Grynkiewicz et al. 

(1985) usando la ecuación: 

[Ca
2+

]i = Kd (F- Fmin/Fmax-F) 

En donde: 

 Fmin = fluorescencia mínima 

 Fmax =  fluorescencia máxima  

 Kd =  constante de afinidad del Fura-2 AM por Ca2+ (224 nM) 

 

La fluorescencia máxima se obtuvo al lisar las células con  TritonX-100 al 10% y la fluorescencia mínima se 

obtuvo al adicionar el quelante EGTA 5 mM. Los trazos se calcularon con el software de Amino-Bowman y 

las gráficas se realizaron en Prism 5.0/Graph Pad.  

 

VII.5 Ensayos de fosforilación del receptor FFA1 con [ 
32

P]Pi 

Se sembraron las células HEK 293 transfectadas con el receptor FFA1 en una placa de 6 pozos. Una vez que 

alcanzaron una confluencia del 90%, se indujeron con doxiciclina (10 µg/ml) por 12 horas. Posteriormente 

se incubaron por 3 horas a 37°C con el medio de cultivo DMEM sin suero y sin fosfatos que contenía  [32P] 

Pi (100 µCi/ml) (Perkin y Elmer).Como siguiente paso, las células se estimularon con los tratamientos 
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correspondientes. Se paró la reacción aspirando el medio y colocando las células  sobre hielo y lavándolas 

dos veces con solución amortiguadora de Fosfatos PBS (NaCl 0.15 M y Na2HPO4 10 mM a pH 7.4).  

Se agregó 500 µL de solución amortiguadora de lisis frío a pH 7.4 (Tris-HCl 50 mM, pH7.4; NaCl 150 mM; 

EDTA 5 mM pH8.0; pirofosfato de sodio 10mM, NaF 50 mM, Na3VO4 100µM, β glicerofosfato 10 mM, 

PMSF 100 µg/Ml, fosfoserina, fosfo-tirosin y  fosfo-treonina 1 mM, inhibidores de proteasas  SDS 10%)  a 

cada pozo y Se incubaron por 1 hora sobre hielo.  Posteriormente se levantaron los lisados y se centrifugaron 

a 12,000 rpm por 15 min a 4°C. Los sobrenadantes se colocaron en tubos Eppendorf de tapa plana de 1.5 ml, 

que contenían la resina anti-FLAG (25 µl). Los tubos se colocaron en una gradilla de acrílico y se dejaron en 

agitación toda la noche en refrigeración.  

Al día siguiente, las muestras se lavaron con el amortiguador de lavado frío (HEPES 50 mM, NaCl 100 mM, 

NaH2PO4 50 mM, NaF 10 mM, SDS 0.05% a pH 7.2); entre cada lavado las muestras se agitaron 

vigorosamente y  se centrifugaron. El sobrenadante se eliminó por asipiración. A los receptores fosforilados 

e inmunoprecipitados se les agregó la solución de carga (Laemmli 2x con 5% de β-mercaptoetanol, Tris 1 M 

pH 6.8, glicerol 20%, SDS 0.04% y azul de bromofenol 0.01%. Se adicionó también SDS 10% y  urea 8 M). 

Las muestras se hirvieron por 5 min y se centrifugaron a 10,000 rpm durante 5 min. Las muestras se 

corrieron en un gel de acrilamida (SDS-PAGE) al 10.5%. Los geles se secaron y se  transfirieron en 

membrana de PVDF, fueron colocados en una placa de autoradiografía por toda la noche. La visualización y 

detección se realizó empleando el programa Image Quant del equipo Thyphoon del sistema Phosphor 

Imager de Molecular Dynamics. La densitometría se cuantificó  utilizando el programa ImageJ. 

 

VII.6  Detección de la forma activa de ERK por inmunoensayo 

Las células se sembraron en una placa de 6 pozos e incubaron y hasta presentar una confluencia entre el 80-

85%. Las células se trataron con  DHA (30µM), α-LA (30µM) o EGF (100 ng/ml) durante 5 minutos y con 

el inhibidor AG1478 (10 µM) durante 15 minutos. Posteriormente al tratamiento, las células se  lavaron dos 

veces con PBS no estéril y lisaron con 400 µL de buffer Laemmli (Tris HCL 0.5 M, SDS 10%, glicerol, β-

mercaptoetanol 5%) en cada pozo y se dejaron en hielo durante una hora.  

Los lisados totales se hirvieron por 5 minutos y centrifugaron  por 5 minutos a 10,000 rpm. Se corrieron los 

lisados (40 µL) en geles SDS-PAGE al 10% a 110V y posteriormente se transfirieron a membranas de 

PVDF por 1 hora a 120 mA. Las membranas se bloquearon con .5% de leche sin grasa disuelta en TBS-

Tween ( NaCl 136 mM  y Tris 19.8 mM, Tween 0.1% a pH 7.6) por una hora a temperatura ambiente. Las 

membranas se incubaron toda la noche a 4°C con una dilución 1:2000 de anticuerpo p-ERK (P-p44/42)  y 

con el anticuerpo ERK total 1:10,000,  con leche al 2% disuelta en TBS-Tween.   Al día siguiente, se 

lavaron tres veces con 10 ml de TBS-Tween  por 5 minutos.  Las membranas se incubaron con el anticuerpo 
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secundario que tiene acoplada la  peroxidasa de rábano (HRP-Goat-anti Rabbit IgG (H+L)) a una dilución 

1:10,000 en TBS-Tween por 1 hora. Después de tres lavados con 10 ml de TBS-Tween  por 5 minutos, las 

membranas se revelaron por quimioluminoscencia. En análisis densitométrico de cada imunoblot se realizó 

con el programa Image J.  

 

VII.7 Microscopia Confocal 

Las células HEK293 FFA1-GFP se sembraron en caja de Petri con fondo de vidrio y se incubaron a 37°C  

con 5% de CO2. Al alcanzar un 20% de confluencia, las células se ayunaron por 3 horas con DMEM sin 

suero y posteriormente se estimularon. Las células se lavaron con PBS 0.1M una vez ya fijadas con 

paraformaldheido al 4% en PBS 0.1M durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se realizaron tres  

lavados para quitar el exceso de paraformaldehido con PBS 0.1M  Las imágenes se tomaron con el 

microscopio confocal Olympus Fluoview FV10 con objetivo de inmersión de agua (60x) y se visualizaron 

con el programa ImageJ.  

 

VII.8 Análisis Estadístico 

Los resultados se calcularon utilizando el programa Graph Prism 5. Se presentan  las medias con el error 

estándar en cada gráfica. Los datos se evaluaron por análisis de varianza (ANOVA) de una vía. La 

comparación de los datos se realizó por la prueba de comparación múltiple de Bonferroni considerando 

p<0.05 y  p <0.001 como significativa.  Los tiempos medios (t ½) se calcularon por análisis de regresión no 

lineal.  
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VIII. RESULTADOS  

VIII.1 Modelo del receptor FFA1 y los sitios de fosforilación predecibles por análisis in silico 

Por un análisis in silico utilizando el software GPS 2.1 [83] se determinaron los sitios probables de 

fosforilación por diferentes proteínas cinasas. El  programa permite realizar una comparación en la secuencia 

de aminoácidos de la proteína de interés con los sitios consenso de diversas  proteínas cinasas [92]. Los 

resultados del análisis arrojaron dos sitios probables de fosforilación para cada una de las siguiente cinasas: 

PKC (T215, S298), PKB (T293, T287) y GRK (S298 y S293) y un sitio de fosforilación localizado en la 

primera asa intracelular para PKA (T39) (figura 12). Con base a estos resultados se decidió explorar si el 

receptor FFA1 es una fosfoproteína.   Como primer paso es contar con un sistema que exprese el receptor y 

sea funcional 

 

 

 

 

Figura 12. Modelo de los sitios de fosforilación del receptor FFA1 predecibles por análisis in silico. Modelo de la 
estructura del receptor FFA1 donde se señala con diferentes colores, los residuos posibles de fosforilación por cuatro 
cinasas: la proteína cinasa C (PKC),  la proteína cinasa B (PKB), la proteína cinasa A (PKA) y  la cinasa de los GPCRs 
(GRK).  

PKC: T215,S298 
PKB: T293,T287
PKA: T39
GRK: S298,S293
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VIII. 2. Activación del receptor FFA1 por DHA y α-LA 

 

Para comprobar que los efectos  observados en los experimentos se debía a la activación del receptor FFA1 

por DHA y α-LA, utilizamos  dos líneas celulares que no contenía la expresión del receptor FFA1: 1) la línea 

celular HEK 293 silvestre que no tiene la construcción del receptor FFA1-TREx transfectado 2) la línea 

celular HEK 293 FFA1-TREx  que no fue inducida con doxiciclina (ver en métodos y materiales).   

Las células HEK 293 expresan de manera endógena los receptores para ácido lisofosfatídico, (LPA) por lo 

que se considero a este lípido como nuestro agonista control en todos los experimentos [89]. LPA (1 µM)  

genera un incremento en la concentración de calcio  intracelular de 300 nM en la línea celular HEK293 T-

REx FFA1 sin inducir (Gráfica 1 panel A); en cambio DHA o α-LA no generan un efecto significativo 

(Gráfica 1 panel B y C). Con base en los resultados obtenidos, se sugiere que: 1) el sistema T-REx regula la 

sobreexpresión del receptor FFA1 en la membrana y 2) la actividad de GPCRs endógenos en la línea celular 

HEK 293  no se alteró  por la presencia de la construcción del sistema T-REx. 

Las células HEK293 silvestres se comportaron de manera similar que las células HEK293 T-REx sin inducir, 

observando que en ambas líneas celulares, hay una baja respuesta ante DHA y α-LA en comparación con la 

respuesta de LPA (Gráfica 1 paneles D-G). Se ha reportado que el receptor FFA1 no se expresa de manera 

endógena en esta línea celular  [93]. 
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Gráfica 1.  Efecto de LPA, DHA y α-LA, en la línea HEK293 T-REx FFA1 no inducida y HEK 293 silvestres. Se 
determinó el efecto de LPA (1 µM), DHA (30 µM) y α-LA (30 µM) por ensayos de medición de cambios en la [Ca2+]i 
en la línea celular HEK 293 T-REx FFA 1no inducidas (A, B y C) y en células HEK 293 silvestres (D, E, F, y G). LPA 
incrementa la concentración de calcio intracelular de manera rápida y transitoria, sin embargo DHA y α-LA  generaron 
un efecto no significativo en ambas líneas celulares. La gráfica de barras  representa los datos de 6 experimentos 
individuales con su promedio ±, S.E.M (* p < 0.05 vs LPA control).  
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Para caracterizar la respuesta del receptor FFA1 en los ensayos de medición de [Ca2+]i, las  células HEK 293 

T-REx  FFA1 se indujeron con doxiciclina (ver en materiales y métodos: expresión del receptor FFA1 en el 

sistema inducible T-REx) previo a cada experimento. Los resultados del presente estudio demuestran que 

DHA y α-LA incrementan rápidamente y transitoriamente la concentración de calcio intracelular de manera 

dosis-dependiente. No se observó un efecto saturante de α-LA, ya que a  concentraciones mayores a 30 µM 

las células se dañaban o no respondían. Sin embargo, se muestra en la curva dosis respuesta, que el receptor 

FFA1 es activado con bajas concentraciones de  DHA (EC50 1µM),  y el efecto de α-LA se observa 

utilizando concentraciones mayores (Gráfica 2 paneles A y B).  

Otra forma de estudiar la actividad funcional del receptor fue mediante la fosforilación de la cinasa de 

estímulos externos ERK/MAPK por ensayos de imunoblot.  Como se muestra en la Gráfica 2 en los paneles 

D y E, DHA y α-LA promueven la fosforilación de ERK generando el efecto máximo en los primeros 

minutos; posterior a este tiempo, el efecto disminuye. Considerando el periodo de tiempo de 15 y 30 

minutos, el efecto de DHA es  mayor que el efecto de α-LA.  

Los resultados de los ensayos de medición de la [Ca2+]i y de fosforilación de ERK sugieren que el receptor 

FFA1 es activado por ácidos grasos insaturados y que DHA se comporta como un agonista de mayor 

potencia con respecto a α-LA.  
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Gráfica 2.  Efecto de DHA y α-LA sobre la movilización de la [Ca
2+

]i en células inducidas HEK293 T-REx FFA1. 

La línea celular HEK293  T-REx FFA1 fue inducida 12-24 horas previo al experimento y posteriormente se estimularon 
con DHA  y α-LA a diferentes concentraciones y tiempos. (A y B) Trazos representativos de liberación de calcio 
intracelular por concentraciones crecientes de DHA o α-LA. (C) Curva dosis respuesta de DHA y α-LA sobre la 
movilización de [Ca2+]i. La gráfica de la curva dosis respuesta, representa los resultados de 6 experimentos 
independientes. Para evaluar el grado de activación de ERK, se realizaron imunoblots con lisados totales que 
posteriormente se corrieron en geles SDS-PAGE al 10%.(D) Imunoblot representativos de la fosforilación de ERK (p-
ERK) inducido por DHA (30 µM) o α-LA (30µM) a diferentes tiempos de exposición.  (E) Curva de curso temporal de 
la activación de ERK por DHA (30 µM) y α-LA (30µM). La densitometría de los imunoblots se detectó con el 
programa ImageJ. La gráfica del curso temporal representa el análisis de la densitometría de los imunoblots de 3 
experimentos independientes con su promedio ± S.E.M.  
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VIII. 3 Efecto de la activación del receptor de EGF sobre la actividad del receptor FFA1 

 

Con la finalidad de confirmar si la activación de ERK por el receptor FFAR1  requiere de la transactivación 

del receptor de EGF, la línea celular HEK293 T-REx FFA1 se incubó por 15 minutos con el inhibidor del 

receptor EGF, AG1478 (10 µM) y posteriormente  se estimuló  con EGF (100 ng/ml), DHA (30 µM) y α-LA 

(30 µM) durante 5 minutos. El efecto se determinó por ensayos de imunoblot 

En células estimuladas con EGF, la fosforilación de ERK fue cinco veces mayor que el valor basal, sin 

embargo este efecto es atenuado por la presencia del inhibidor AG1478 (gráfica 3 paneles A y B). El 

receptor FFA1 al ser estimulado por DHA induce la fosforilación de ERK sin ser afectado por la acción del 

inhibidor AG1478 (gráfica 3 panel A).  A pesar de que posiblemente el inhibidor del receptor EGF genera 

una disminución en la fosforilación de ERK inducido por α-LA (gráfica 3 panel B), la transactivación directa 

al realizar un mayor número de experimentos se observó que no generaba una diferencia significativa.  
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Gráfica 3.  Efecto del inhibidor AG1478 sobre la activación de ERK inducido por DHA, α-LA y EGF. La línea 
celular HEK293 T-REx FFA1 fue preincubada por 15 minutos con el inhibidor AG1478 (10µM) y posteriormente 
estimulada con EGF (100 ng/mL), DHA (30 µm) y α-LA (30µM) durante 5 minutos. Los extractos totales se corrieron 
en geles de SDS-PAGE al 10% y se  transfirieron en membrana de PVDF. (A) Imunoblot representativo (parte superior) 
y el análisis de cada imunoblot (parte inferior) del efecto de AG1478 sobre la activación de ERK inducida por DHA y 
EGF.  (B) Imunoblot representativo (parte superior) y el análisis de cada experimento (parte inferior) del efecto de 
AG1478 sobre la activación de ERK inducida por α-LA y EGF. El análisis de los imunoblots por densitometría se 
realizó con el programa ImageJ. Las gráficas representan los resultados de 4 experimentos independientes con su 
promedio ± S.E.M. (* p <0.001 vs  el valor Basal) (**p < 0.001 vs EGF sin AG1478) (*** p <0.05 vs α-LA sin 
AG1478).  
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VIII. 4. Efecto de la PKC sobre la actividad del receptor FFA1 

 

Estudios  realizados en nuestro laboratorio  mostraron  que la fosforilación de los GPCRs inducida por GRK 

o por proteínas cinasas dependientes de segundos mensajeros, es un evento inicial para la desensibilización 

de los receptores. Para determinar si el receptor FFA1 se desensibiliza de manera heteróloga por PKC, las 

células HEK293 T-REx FFA1 se indujeron y preincubaron con el activador de PKC, PMA (1 µM) durante 5 

minutos. Posteriormente, se  estimularon con  LPA (1 µM), DHA (30 µM) y α-LA (30 µM).  LPA promovió  

un cambio en la concentración de calcio intracelular, sin embargo esta respuesta fue abatida por el efecto de 

PMA. De manera interesante, la activación de la PKC por PMA no bloqueó la respuesta del receptor FFA1 al 

ser estimulado por DHA o α-LA. Los presentes resultados muestran que el efecto disminuido de LPA se 

atribuye directamente a la desensibilización de los  receptores de LPA por la PKC y no por  la depleción de 

las pozas intracelulares de calcio, ya que la respuesta del receptor FFA1 se mantiene aún en presencia de 

PMA (Gráfica 4).   

                           
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 4. Efecto de PMA, un activador de PKC, sobre la actividad del receptor FFA1. La línea celular 
HEK293 T-REx FFA1 fue utilizada para estudiar la desensibilización heteróloga del receptor por PKC. Se 
midió el efecto de LPA (1 µM), DHA (30 µM) y α-LA (30 µM) en células no preincubadas y preincubadas 
con PMA (1 µM)  durante 5 minutos por ensayos de medición de la concentración de calcio intracelular. El 
efecto de LPA se atenuó de manera significativa por la activación de PKC por PMA con respecto a su 
control. El receptor FFA1 no es afectado por PKC, al mantener su  actividad cuando es estimulado con DHA 
o α-LA posteriormente a la incubaciones con PMA. La gráfica representa los resultados de 5 experimentos 
independientes se muestra la media ± S.E.M. (*p <0.001 vs LPA en ausencia de PMA) 
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VIII. 5. Fosforilación del receptor FFA1 inducido por agonista y por la PKC 

 

El estado de fosforilación del receptor inducido por DHA y α-LA se determinó en las células HEK293 T-

REx FFA1. Los resultados mostraron que el receptor es fosforilado por el efecto de DHA y α-LA de manera 

dependiente de la concentración y tiempo de exposición. DHA promueve la fosforilación del receptor con 

una EC50 de 10 µM, y alcanza su efecto máximo con una concentración de 100 µM (Gráfica 5 panel A). El 

tiempo de fosforilación es inmediato ( t ½ 2 min) y este efecto se mantiene por 1 hora (figura 16 panel B). α-

LA induce la fosforilación del receptor de manera dosis dependiente, sin observar un efecto saturante 

(Gráfica 5 panel C). El efecto máximo de fosforilación se observa a los 15 minutos y se mantiene durante 

una hora (Gráfica 5 panel D). 
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Gráfica 5. Efecto de DHA y α-LA sobre la fosforilación del receptor FFA1. Para evaluar el grado de fosforilación 
del receptor FFA1, inducido por DHA (30 µM) y α-LA (30 µM) se realizaron ensayos de marcaje con fósforo 
radioactivo ([32P]Pi) en la línea celular HEK293 T-REx FFA1. El receptor FFA1 fue imunoprecipitado con la resina 
ANTI-FLAG monoclonal (ver metodología, ensayos de fosforilación). (A) Fosforilación del receptor FFA1 por 
concentraciones incrementadas de DHA (incubación con el agonista durante 15 minutos) y (B) a diferentes tiempos 
(incubación con el agonista 30 µM). (C) Curva dosis respuesta de la fosforilación del receptor inducido por α-LA 
(incubación con el agonista durante 15 minutos). (D) Gráfica del curso temporal de la fosforilación del receptor por α-
LA (30 µM). Autoradiografía representativa de cada estímulo se muestra en la parte superior de la gráfica.  Los análisis 
de densitometría de las autoradiografías se llevaron a cabo con el programa ImageJ. Las gráficas representan los 
resultados de 5-6 experimentos independientes con promedio ± S.E.M. 
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Se logró identificar la banda que corresponde al peso del receptor (~35 kDa) por ensayos de imunoblot, 

utilizando anticuerpos ANTI-FLAG. En los ensayos de medición de la [Ca2+]i, el receptor FFA1 no es 

desensibilizado por la activación de PKC. Para corroborar el efecto de PMA sobre el receptor, se evaluó el 

grado de fosforilación del receptor FFA1 por PKC, en la línea celular HEK293 T-REx FFA1 que fueron 

marcadas metabólicamente con [32P]Pi y estimuladas con PMA. El receptor FFA1 es fosforilado por PKC de 

manera dosis-dependiente con una EC50  de 100 nM  (Gráfica 6 panel  A). El efecto máximo se observa a 

partir de los 5 minutos y se mantiene por una hora (Gráfica 6 panel B). Los presentes resultados señalan que 

la fosforilación del receptor FFA1 puede ser de manera homóloga por efecto de DHA y α-LA, y de manera 

heteróloga por PKC, aunque no  desensibilice al receptor.  

 

 

 

 

 

Gráfica 6. Efecto de PMA sobre la fosforilación del receptor FFA1. La línea celular HEK293 T-REx FFA1 fue 
marcada metabólicamente con [32P]Pi durante 4 horas y posteriormente se estimuló con PMA a concentraciones y 
tiempos diferentes. El receptor se  imunoprecipitó con la resina ANTI-FLAG monoclonal. El grado de la fosforilación 
del receptor FFA1 por PMA se presenta en (A)  la curva dosis y  (B)  en el curso temporal. En la parte superior de cada 
gráfica se muestra la autoradiografía representativa. Las gráficas representan el análisis de las densitometrías de cada 
autoradiografía de 4-6 experimentos independientes con su promedio ± y S.E.M.   
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VIII. 6. Efecto de los inhibidores de PKC, BIM y Gö6976, sobre la fosforilación del receptor FFA1 

 

De forma general se acepta que, la desensibilización homóloga es conducida por la acción de las cinasas 

GRK aunque, se ha reportado que las isoformas de PKC también participan en la desensibilización homóloga 

de algunos GPCRs. Para estudiar si las isoformas de PKC participan en la fosforilación del receptor FFA1, la 

línea celular HEK293 T-REx FFA1 fue preincubada con dos inhibidores farmacológicos de PKC, 1 µM de 

Bisindolilmaleimida I (BIM) y  1 µM de GÖ6976  durante 15 minutos previo a la estimulación con DHA (30 

µM) o PMA (1 µM). BIM es un inhibidor de las isoformas clásicas y nuevas de PKC, mientras que 

GÖ69ó76  selectivo de las isoformas de PKC α y β.   

DHA y PMA inducen la fosforilación del receptor, sin embargo este efecto es disminuido por la presencia de 

BIM y Gö6976 (Gráfica 7 paneles A y B). Estos resultados sugieren que las isoformas clásicas de PKC 

participan en la fosforilación del receptor. Las isoformas PKC α y β son las principales cinasas que  

posiblemente llevan a cabo la fosforilación homóloga del receptor FFA1.  

 

Gráfica 7. Efecto de los inhibidores BIM y GÖ6976 sobre la fosforilación del receptor inducido por DHA o PMA. 
Se evaluó el grado de fosforilación del receptor FFA1 en las células HEK293 T-REx FFA1 que fueron metabólicamente 
marcadas con [32P]Pi, preincubadas con BIM (1 µM) y GÖ6976 (1µM) durante 15 minutos y posteriormente fueron 
estimuladas con DHA (30 µM) o PMA (1 µM). El receptor se imunoprecipitó con la resina ANTI-FLAG monoclonal. 
(A y B) En la parte superior, se muestra la autoradiografía representativa. La gráfica en la parte inferior, representa el 
análisis de densitometría de las autoradiografías de 5 experimentos independientes. Los resultados se muestran con 
promedio ± S.E.M. ( *p <  0.001 vs el valor del Basal) (**p < 0.005 vs el valor en ausencia del inhibidor) 
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VIII. 7 Efecto de DHA, α-LA y PMA sobre la fosforilación e internalización del receptor FFA1-GFP 

Se determinó el efecto de DHA, α-LA y PMA sobre la internalización del receptor. La  línea celular 

HEK293 FFA1 fusionado con la GFP en el  extremo C-terminal se utilizó durante los ensayos de 

microscopia confocal, debido a que la imunoflorescencia emitida por la Rodamina TRITC unido con el 

receptor FFA1, no nos permitió  contrastar al receptor internalizado del receptor expresado en membrana de 

las células HEK293 T-REx. Nuestros resultados confirmaron, que la fosforilación del receptor FFA1 de la 

línea celular HEK293 FFA1-GFP es similar al efecto observado en la línea celular HEK293 T-REx (Gráfica 

8). DHA promueve una mayor fosforilación del receptor FFA1, en comparación con el efecto de α-LA, sin 

embargo PMA promueve un estado de fosforilación mayor. Estos resultados coinciden con el efecto 

observado en las figuras 14 y 15. Las células HEK293 FFA1-GFP fueron estimuladas con DHA (30 µM), α-

LA (30 µM) y PMA (1 µM) durante 30 minutos y fijadas en cajas de fondo de vidrio. La expresión del 

receptor FFA1-GFP se delimita en la membrana celular en condiciones basales. DHA, α-LA  y PMA alteran 

la distribución del receptor FFA1-GFP en la membrana celular y relocalizan al receptor en la zona citosólica 

de las células en compartimentos o vesículas (Figura 12). Estos resultados sugieren que la internalización del 

receptor es dependiente del estado de fosforilación del receptor (Gráfica 5 y 6). 
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Gráfica 8. Efecto de α-LA, DHA y PMA sobre la fosforilación del receptor FFA fusionado con la GFP. La línea  
celular HEK293 FFA1-GFP fue metabólicamente marcada con fósforo radioactivo y posteriormente se estimularon con 
α-LA (30 µM), DHA (30µM) y PMA (1 µM) durante 15 minutos. El receptor fue imunoprecipitado con  suero anti-
GFP acoplada a proteína A agarosa y las muestras se corrieron en geles SDS-PAGE. La autoradiografía se visualizó con 
el equipo Typhoon y el análisis de la densitometría se realizó con el programa ImageJ. En parte superior, se muestra la 
autoradiografía representativa de la fosforilación del receptor FFA1-GFP y en la gráfica el análisis de los datos 
obtenidos de 6 experimentos independientes. Se representa el promedio ± S.E.M. de cada experimento y la diferencia 
significativa (* p< 0.001 vs el valor basal) y (** p< 0.05 vs el valor basal) 
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Figura 13. Efecto de DHA, α-LA y PMA sobre la internalización del receptor FFA1.  Imágenes representativas de 

la internalización del receptor FFA1 expresado en la línea celular HEK293 FFA1-GFP. Las células se estimularon con 
DHA (30 µM), α-LA (30 µM) y PMA (1µM) durante 30 minutos y se fijaron con paraformaldheido al 4%. Las células 
se visualizaron con el microscopio confocal FV10 Olympus. La barra indica una distancia de 10 µm.  
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IX. DISCUSIÓN  

 

El receptor GPR40/FFA1 es un GPCR que pertenece a la familia de los receptores activados por ácidos 

grasos no esterificados. Este receptor se encuentra acoplado a la proteína Gαq/11 por lo que señaliza por la vía 

de fosfoinositidos-calcio (Gαq/ PLCβ/ PIP2 y DAG/ IP3/ Ca2) [52]. El conocimiento sobre la activación del 

receptor FFA1 por agonistas endógenos y sintéticos ha sido ampliamente demostrado; sin embargo, poco se 

sabe sobre su mecanismo de regulación. El objetivo de nuestro estudio  fue determinar el efecto de los 

agonistas y de los activadores de la PKC,  sobre  la fosforilación e internalización del receptor.  Estos dos 

últimos, son eventos de la desensibilización, por  lo que su estudio es necesario para comprender el 

mecanismo de regulación del receptor FFA1 y su implicación en la señalización.  

En el presente estudio, utilizamos la línea celular HEK 293 con el objetivo de entender el mecanismo de 

regulación del receptor FFA1 y medimos los cambios en la concentración de calcio intracelular como un 

fenómeno que indica el estado de activación del receptor en presencia de agonistas o del activador de PKC, 

PMA. Como lo demostraron los grupos de investigación de Yasuaki Itoh, Morgan N y Susanne Schnell 

[53,94], el aumento de la concentración de calcio intracelular inducido por los ácidos grasos, puede provenir 

del retículo endoplasmático y de la estimulación los canales de calcio tipo L dependientes de voltaje.  Feng y 

colaboradores [96] demostraron que el receptor FFA1 es incapaz de incrementar la concentración de calcio 

intracelular cuando se depletan las pozas de calcio del retículo endoplasmático en células-β primarias. 

 

Nuestros resultados coinciden con estudios previos, al observar que en las células estimuladas con DHA o α-

LA se generó un incremento en la concentración de calcio intracelular. Durante los ensayos,  DHA y α-LA 

activaron al receptor de manera transitoria y rápidamente, sin embargo el efecto de DHA fue más potente 

que α-LA. Diversos estudios que tratan sobre la activación del receptor FFA1, señalan que DHA y α-LA son 

dos potentes ligandos naturales en comparación con otros ácidos grasos libres como el ácido caproico [94].  

En  nuestros ensayos de medición de calcio intracelular,  la concentración saturante de α-LA no se pudo 

determinar, debido a que las células se encontraban maltratadas. El α-LA es un ácido graso abundante en 

sangre (1µM), sin embargo en eventos experimentales, el exceso de ácidos grasos altera el ambiente de las 

células, afectando su función y su estructura [97].  

 

ERK/MAPK es una cinasa que participa en la proliferación, diferenciación y sobrevivencia celular, que 

puede ser activada por la señalización de GPCRs [98].  Los efectos observados de los ácidos grasos 

poliinsaturados sobre la proliferación y sobrevivencia en la línea celular INS-1 (células pancreáticas) y 

MDA-MB-231 (células de cáncer de mama) promueve la activación de ERK  por la vía de señalización del 
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receptor FFA1 [99]. En nuestro estudio,  DHA y α-LA inducen la fosforilación de ERK, de manera 

inmediata y disminuye hasta los 60 minutos. 

Una de las ventajas que proporciona el sistema T-REx es que las propiedades de los agonistas se observan de 

manera más pronunciada, debido a una elevada densidad de receptores en la membrana. El receptor FFA1 se 

subclonó de manera estable en el sistema de expresión inducible T-REx, con el objetivo de controlar  la 

expresión del receptor previo a cada experimento y evitar la variabilidad entre los resultados.  [90].  En este 

estudio observamos que las células HEK 293 FFA1 T-REx en ausencia de doxicilina, no generaban una 

respuesta ante el  estimulo de DHA y α-LA. Con respecto a lo anterior, se comprobó que la expresión del 

receptor se encuentra regulada por el sistema inducible  T-REx. Por otra parte, las células HEK 293 silvestre 

presentaron un efecto disminuido o bajo cuando eran estimuladas con DHA o α-LA. Durante los ensayos, las 

condiciones celulares  se encontraban óptimas referido por el efecto observado de LPA en ambas líneas 

celulares. En las células HEK 293 silvestres presentaron una baja respuesta ante los ácidos grasos 

poliinsaturados, demostrando que las respuestas observadas se debe a la activación del receptor FFA1 

sobreexpresado. 

 

El principal mecanismo de transactivación de los GPCRs con el receptor EGF en diversas líneas celulares, 

ocurre por la activación de metaloproteinasas por GPCRs que liberan ligandos del receptor EGF, como el 

ligando de unión a heparina-EGF (por sus siglas en inglés: HB-EGF) [99]. Se ha determinado que en 

diferentes líneas celulares, la transactivación entre estos dos receptores promueve la sobrevivencia celular 

por activación de ERK. Como se observó en los resultados anteriores [100], el receptor FFA1 induce la 

fosforilación de ERK, por lo que se quiso determinar el papel del receptor EGF en la señalización.  

El inhibidor del receptor EGF, AG1478, bloquea totalmente la fosforilación de ERK  inducido por EGF. De 

forma interesante, AG1478 bloquea parcialmente el efecto de α-LA sobre la fosforilación de ERK, pero el 

efecto de DHA no se ve afectado por la presencia del inhibidor. La evidencia sobre la activación de ERK por 

la transactivación del receptor FFAR1 con el receptor de EGF es controversial. Mientras que el estudio de 

Hardy y colaboradores [101], mencionan que el oleato (C18:1 ω-9) no induce la transactivación del receptor 

de EGF. Guzman-Soto y colaboradores [99] señalan que la activación de ERK  por el receptor FFA1 

requiere de la transactivación con el receptor de EGF. Yonozawa y colaboradores [102] observaron que la 

proliferación celular inducida por oleato es por la vía de señalización de ERK. La literatura, sugiere que, el 

receptor FFA1 activa a ERK de dos maneras: de manera independiente y dependiente del receptor EGF. La 

distinción de la fosforilación de ERK por la vía de señalización del receptor FFA1 o por la transactivación 

con el receptor EGF pareciera ser que es dependiente de agonista. En nuestros resultados, el efecto potente 

de DHA es suficiente para promover la activación del receptor y la fosforilación de ERK. Nuestros 

resultados sugieren que la estimulación del receptor con α-LA requiere de la transactivación parcial del 
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receptor de EGF para activar a ERK. Una diferencia notable entre los ensayos realizados por Hardy, 

Guzman-Soto y Yonozawa, y nuestros ensayos, fue el tipo de agonista que se utilizó para estudiar la 

actividad del receptor.  

En la última década, se observó que los ligandos de los GPCRs pueden ser “funcionalmente selectivos” al 

activar preferentemente la señalización de una o más proteínas G o la señalización de las proteínas β-

arrestinas.  Estos ligandos sesgados se unen a sitios en el receptor distinto (sitio alostérico) al sitio de unión 

del ligando (ligando ortostérico). Los ligandos sesgados se caracterizan por su habilidad de modular la 

afinidad del agonista hacia una conformación del receptor que no altera su actividad. Mancini y 

colaboradores señalaron que los ligandos del receptor FFA1 son ligandos sesgados al demostrar que el ácido 

oléico y el ácido palmítico promueven mayormente la señalización de la proteína Gαq/11 sobre la vía de la 

activación de las β-arrestinas [87]. Con respecto a los resultados obtenidos, se puede considerar que DHA y 

α-LA se comportan como ligandos sesgados al comparar la actividad de ambos agonistas en cada ensayo. La 

activación del receptor FFA1 por distintos ácidos grasos poliinsaturados, estabilizan diferencialmente 

estados de activación del receptor que permiten la  interacción con otras proteínas intracelulares con la 

finalidad de generar una respuesta biológica específica.  Se hace énfasis en considerar el tipo de agonista 

utilizado en los ensayos de la caracterización de vías de señalización del receptor FFA1 [103]. 

Los receptores de  LPA, angiotensina tipo II, acetilcolina muscarinicos M3, µ-opiodes y el receptor de 

esfingosina 1 fosfato 1 (por sus siglas en inglés: S1P1),  son algunos ejemplos de GPCRs  que son 

desensibilizados por PKC. Andrew B Tobin [104] propone que las proteínas cinasas fosforilan con una 

cinética diferente, sitios específicos localizados en el extremo C-terminal y en las asas intracelulares de los 

GPCRs. Este mecanismo funciona como un  “código de barras” y  en consecuencia, se activa una vía de 

señalización con mayor preferencia sobre otra.  Diversos grupos que estudiaron el mecanismo de la 

fosforilación de los GPCRs, demostraron que la fosforilación no es exclusivamente requerida para la 

desensibilización [105]. Uno de los objetivos del presente estudio, consistió en determinar la función de la 

fosforilación del receptor FFA1. Los resultados mostraron que el receptor LPA es desensibilizado por el 

efecto de PMA, sin embargo, la PKC no bloqueó la activación del receptor FFA1 por DHA y α-LA. De 

manera interesante, observamos que el receptor es fosforilado de forma dependiente de agonista y por la 

PKC, sugiriendo que la fosforilación del receptor  no es necesaria para la desensibilización. 

La expresión de las isoforomas clásicas y atípicas de PKC se han asociado con los mecanismos moleculares 

de diversas patologías [106,107], una de ellas es diabetes tipo 2. Demostramos que el receptor FFA1 es 

fosforilado por PKC de manera dependiente de agonista y por el efecto de PMA. Existe evidencia de la 

participación de PKC en la desensibilización homóloga en diversos receptores  [108, 109] El receptor µ-

opioide adapta un cambio conformacional específico de acuerdo a la eficacia de sus agonistas, exponiendo 
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los sitios de fosforilación para PKC o para GRK con una marcada preferencia. Con base en los resultados de 

nuestros experimentos, el receptor FFA1 es fosforilado por GRK y PKC, sin embargo la clase de agonista 

puede promover un cambio conformacional que favorezca la fosforilación de los sitios blancos para las  

isoformas PKCc.  

El análisis in silico del receptor FFA1, muestra sitios blancos de fosforilación para diversas cinasas, por lo 

que posiblemente, el patrón de fosforilación imparte distintas vías de señalización y respuestas biológicas 

que sean exclusivas del receptor FFA1 (por ejemplo la secreción de insulina).  

Los agonistas del receptor FFA1 promueven la internalización del receptor por la vía de las β-arrestina 1 y 

preferentemente por la vía de las β-arrestina 2 [87,86]. Mancini y colaboradores detectaron que el 

reclutamiento de las β-arrestinas es dependiente de la activación de la proteína Gαq/11 por el ácido palmítico y 

el ácido oléico. Por otra parte, el TAK-875, un agonista sintético y selectivo del receptor FFA1 promueve la 

internalización del receptor de manera independiente de la activación de la proteína Gαq/11.  Este mismo 

grupo señaló que la secreción de insulina por el receptor FFA1, es mediada por la funcionalidad selectiva de 

ambos agonistas.   

En el presente estudio, el receptor FFA1-GFP se manifestó de manera similar al comportamiento del  

receptor FFA1 subclonado en la línea HEK293-TREx  por lo que consideramos que la GFP no interfiere en 

la activación del receptor FFA1. Los efectos de DHA y α-LA sobre la internalización del receptor coinciden 

con los resultados hallados en los estudios de Qian Jan y Arturo Mancini [87,86]. El receptor FFA1 no es 

desensibilizado por PKC en los ensayos de medición de calcio intracelular, sin embargo si promueve la 

internalización del receptor. El mayor número de vesículas formadas se observa en las células estimuladas 

con DHA, refiriendo el efecto potente observado en los ensayos de actividad funcional del receptor FFA1  

realizados en el presente estudio.  

La mayoría de los GPCRs que son estimulados por su ligando, posteriormente internalizados en vesículas 

cubiertas de clatrina que requieren de la actividad de la GTPasa dinamina para separarse de la membrana 

plasmática y transportarse hacia el citosol [110]. Actualmente se ha reportado que los receptores de LPA, 

S1P1, β-adrenérgicos, hormona estimulante de tiroides y hormona paratiroidea son algunos ejemplos de 

GPCRs que en su estado endocitado son capaces de seguir señalizando, sugiriendo una vía “no clásica” de 

señalización” [111]. Se ha demostrado que los GPCRs son internalizados junto con sus ligandos y las 

proteínas G heterotriméricas y de esta manera, la señalización continúa (aún cuando el ligando ha sido 

retirado del medio); sin embargo este mecanismo puede variar de acuerdo al tipo de ligando. Ciertos ligandos 

del receptor de S1P1 y de la hormona paratiroidea promueven un estado conformacional que favorece el 

mantenimiento y la duración de la señalización por vía endosomas  sobre la señalización desde la membrana 

plasmática [110,112]. 
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La internalización de los GPCRs contribuye no solamente a la terminación de la señal, si no a la señalización 

alterna de las proteínas G, sin embargo es importante considerar factores que pudieran influir como la 

afinidad del receptor por el ligando, el grado de fosforilación del receptor, la afinidad de las proteínas β 

arrestinas, el destino intracelular del receptor y su ligando, y ambiente celular donde se encuentre [111]. 

Arturo Mancini y colaboradores mencionan que el receptor FFA1 promueve la liberación de insulina por la 

vía de las β-arrestinas. A partir de la internalización del receptor FFA1observada en el presente estudio, se 

puede sugerir que DHA induce un estado conformacional del receptor que favorece el estado activo por más 

tiempo en comparación con el α-LA. Posiblemente,  la diferencia de los efectos de ambos agonistas no solo 

se limita en la activación, fosforilación e internalización del receptor, sino que también en la señalización del 

receptor FFA1 desde los endosomas.  
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X. CONCLUSIONES  

 

El receptor FFA1 es fosforilado e internalizado de manera dependiente de agonista y por el efecto de PMA, 

siendo las isoformas de PKC clásicas las que realizan de manera pronunciada este efecto. La PKC no 

desensibiliza al receptor FFA1. El receptor promueve la activación de ERK, sugiriendo que es de manera 

independiente de la transactivación con el receptor EGF. La elaboración del presente trabajo ayuda a 

comprender mejor los mecanismos de  regulación del receptor FFA1 por el efecto de sus agonistas naturales 

y por cinasas dependientes de segundos mensajeros.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Modelo de la fosforilación e internalización del receptor FFA1 por ácidos grasos y PMA. El receptor 
FFA1 (lado izquierdo) al ser activado por DHA y α-LA, promueve la generación de DAG y calcio que funcionan como 
coactivadores de la PKC, principalmente de las isoformas clásicas. PKC también puede ser activada por PMA.  
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XI. ABREVIATURAS  

 

PKC  Proteina Cinasa C 

FFA1  Receptor de ácidos grasos 1  

GPCR Receptores acoplados a proteína G 

PMA Éster de forbol, forbol miristato acetato  

RTK  Receptor con actividad de tirosina cinasa 

Ca2+ Calcio  

DHA Ácido docosahexaenoico 

α-LA  Ácido alfa linolenico 

T-REx Sistema inducible de expresión de tetraciclina  

ERK  Cinasa  regulada por señales extracelulares  

PLC Fosfolipasa C  

IP3 Inosito 1,4,5 trifosfato  

PIP2  Fosfatidil inositol Bifosfato 4,5  

GRK Proteína cinasa para GPCRs 

EGF  Factor de crecimiento epidérmico  

GFP Proteína verde fluorescente  

32P Fósforo 32 
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