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I.-OBJETIVOS,

.L.-GENERAL

Elaborar una monografia actualizada del tema “Receptores Hormonales” a través
de la bisqueda de informacion documental con la finalidad de determinar la
importancia de las hormonas como mensajeros quimicos, asi como de sus
receptores y mecanismos de transduccion de seflales.

1.2.-PARTICULARES

1.2.1.-Resaltar las generalidades acerca de receptores celulares
estableciendo conceptos bioquimicos Utiles para este tema, con la finalidad que el

lector se familiarice con los términos utilizados a lo largo del presente trabajo.

|.2.2.-Establecer la importancia de la relacién existente entre localizacion y
especificidad de un receptor con su hormona, esquematizando su clasificacién y
haciendo notar su estructura molecular para resaltar la importancia de estos
conceptos.

1.2.3.-Conocer la importancia de la sefalizaciéon celular (principalmente
hormonas) y los macanismos desencadenados mostrando las diferentes vias de
transduccion de sefiales, para hacer notar la diversidad biolégica generada a
través de la evolucion.

1.2.4.-Realizar la compilacién de informacion documental a través de la
adquisicion, revision y analisis de textos editados en revistas cientificas y libros;
utilizando tecnologia de blisqueda como: Internet y bibliotecas digitales.



1. LIDADES.

1.1 Receptor celular y sefiales quimicas. +%911.12.13.18.49,50.

La célula como entidad viviente se caracteriza entre otras cosas, por poseer una
estructura molecular compleja, selectiva, permeable; que sirve como barrera entre
el mundo vivo y lo no vivo. Esta estructura se denomina membrana celular o
plasmatica. Ella se caracteriza fundamentalmente por ser una estructura
supramolecular que posee una bicapa de fosfolipidos a la que se asocian
proteinas (ver figura 1.1.1)"".

La presencia de proteinas intrinsecas (constitutivas o intimas) en una bicapa
lipidica Implica que estas moléculas poseen regiones constituidas
predominantemente por residuos de aminoécidos de cadena lateral no polar,
caracteristica que permite a la proteina interactuar con la regién hidrofébica de las

cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos membranales®.



Fignra 1. 1.1 Medelo del mesaico fluido para la esirmctura de la membrana. Las cadesas de acil grasas en ef interior de [a membrana forman una region
hidrofdbica fluida. 1 as proteinas integrakes flotan ea este mar de lipidos, sostenidas por mteracciones hidrofdbicas con sus cadesmas laterales de aminoacidos
apolares. Tanto [as proteinas como tos lipidos se poeden desplazar libremesde en ef plano de 1a bicapa, pero e movimiento de una cara de ta bicapa a la otra esth
restringido. Las porciones de glicido mnidas a algunas protefnas y lipidos de la membrana plasmndtica estin expuestas en |a cars extracehular de 1a membrana !,



A las proteinas constitutivas de la membrana plasmatica se pueden asociar
azucares (carbohidratos), situacion que es importante en el reconocimiento
intercelular. Ellos desempefian funcién antigénica.

Una clase Importante de proteinas de transmembrana (del latin trans preposicion.
inseparable.'®) esta formada por los receptoras*. Un receptor posee un sitio activo
que reconoce algun ligando en la cara exterior de la membrana. Cualquiera que
sea su naturaleza, el agente que se enlaza al receplor en la superficie externa de
la célula se conoce como ligando®.

La unién al ligando provoca un cambio en la proteina, que retransmite al lado
citoplasmico por un cambio conformacional en la proteina o incluso determina que
la proteina entera se desplace al interior. Este cambio dasencadeana otros cambios
dentro de la célula, propercionando asl una forma de responder al entorno. Este
tipo de relacion se llama transduccién de la sefal’?,

El término “emision de sefiales celulares” lleva implicito el concepto de que la
célula responde a un estimulo de su ambiente transmitiendo informacién al
compartimiento interno de esta. En la mayor parte de los casos, el estimulo es una
molécula secretada en el espacio extracelular por otra célula, pero el estimulo
también se origina como resuitado del contacto con otra o con un sustrato no

celular®.

* En 1008 Langley estaba estudiando los efactos de dos sustancias, la nicolina y el curare, en una

preparacion experimental con células de musculo y nervio. Este investigador observd que dichas sustancias
competian entre sl, lo que lo llevo a concluir que “el mutuo antagoniemo del curare y la nicotina sobre el
musculo sdlo se pusde explicar satisfactoriamente st se supone que ambos se combinan con una misma
sustancia recaptora, la cual racibe el estimulo, y al transmitido causa la contraccién del misculp” 2.
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En las seflales endocrinas, las moléculas sefal, denominadas hormonas,
actian sobre una célula objetivo distante del sitio de sintesis por las células de los
organos endocrinos. En los animales, por lo general la hormona es transportada
por el torrente sangulneo desde el sitio de liberacion hasta el objetivo(ver fig.1.1.2)

considerado como tejido blanco, mismo que posee las célulag blanco o diana.

Receptor

Figura 1.1.2 Represcntacion del sistema endocrino, donde la hormona viaja a través del torrente sanguineo
para ser reconocida por un receptor de superficie celular localizado en Ja célula blanco o diana *°.

Las celulas blanco, diana o target, se caracterizan fundamentalmente por poseer
proteinas que sirven como receptores. Los receptores protéicos celulares se
pueden senalar como de tres tipos:

1. De membrana

2. Citoplasmaticos

3. Nucleares.

De los que se generan conceptos y clasificaciones mas precisos posteriormente.
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Algunos compuestos actuan en dos o tres tipos de sefiales intercelulares, por
ejemplo adrenalina y factor de crecimiento epidérmico’. Por ejemplo el primero se
puede considerar como neurotransmisor o como hormona dependiendo de su
mecanismo de accién, consideramos hormona a aquella molécula que es
producida en glandula endocrina y enviada a torrente sanguineo para ser llevada a
su célula blanco y actuar; neurotransmisor equivale a moléculas que se sintetizan
en neuronas y son enviadas por sinapsis a su célula blanco. La unica diferencia
entre una u otra es la via de liberacién para actuar en célula blanco.

Desde el punto de vista farmacolégico el término receptor fue acufiado para
denotar el componente del organismo con el cual se supone interactiia el agente
quimico*.

Desde el punto de vista farmacologico un receptor se define como el componente
de una celula u organismo que interactiia con un farmaco e inicia la cadena de
fenémenos bioguimicos que originan los efectos observados del farmaco?.

E! término receptor se ha aplicado en forma practica para denotar cualquier
macromolécula celular con la cual se liga un farmaco para iniciar sus efectos.*

Es conveniente sefalar que de acuerdo a esta ultima definicion, el receptor liga
Unicamente farmacos, también lo hace con biomoléculas de diverso Indole,
sefialando de manera importante el papel que desempefan las hormonas, ya que
las proteicas se ligan a receptores de membrana.

La afirmacion de que el receptor de un farmaco puede ser cualquier componente
macromolecular funcional del organismo ha tenido varias consecuencias
importantes. Una de ellas consiste en que el medicamento es capaz de modificar
la velocidad con que ocurre cualguier funcién corporal, y otra, que no genera
efectos, sino modula funciones®.

Es importante sefalar que la comunicacién celular implica gran variedad de
mecanismos regulados y dirigidos por diversas moléculas, ellos son los
responsables de la coordinacién de funciones corporales, existen
neurotransmisores, hormonas, factores de crecimiento, farmacos, entre otros. De
todos estos compuestos a nosotros nos interesan las hormonas, que como se cito
anteriormente han rebasado el concepto clasico.

12



1.2 Clasificacidn general de receptores de superficle celular.

Un buen nimero de moléculas extracelulares, incluyendo las hormonas, los
factores de crecimiento y los neurotransmisores, no entran a la célula para iniciar
sus acciones biolégicas, sino que mas bien interaccionan con diferentes
receptores en la superficie de éstas. Estos receptores unen a las diferentes
moléculas extracelulares, llamadas genéricamente ligandos, con alta especificidad
y elevada afinidad® (Cabe mencionar que la especificidad y la afinidad son factores
necesarios, mas no son suficientes en la activacion de los receptores, como se
vera mas adelante).

La unién de estos ligandos induce un cambio conformacional en el receptor que lo
convierte de una forma inactiva a una forma activa, o estado activado. Una vez
activado el receptor, directa o indirectamente como lo podria ser mediante factores
de acoplamiento, la oligomerizacion de las diferentes subunidades del receptor o
tambien mediante la asociacién con otra proteina podra activar o inhibir una
cascada de sucesos moleculares que llevan a la respuesta biologica. Estos
receptores, y las moléculas efectoras asociadas a éstos, constituyen la llamada
via de transduccion de sefiales®. Este es un punto clave de la comunicacion
celular, que a través de una serie de cascadas o eventos moleculares previamente
coordinados van transformando la sefial siempre dirigida hacia una respuesta
biologica especifica.

A continuacién se muestra una clasificacién general de los receptores que se
encuentran en la superficie de las células.
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Tabla 1.2.1 Clasificacién de los receptores de superficie®.

A El efactor es un canal ibnico

1. Canal de sodio — acetilcolina
2. Canal de cloro — Acldo y-aminobutirico (GABA)
B. El efector es una enzima

1. Tirosina cinasa — factor de crecimiento epidermal (EGF)
2. Cinasa serina/treonina — factor de crecimiento tumoral B (TGF- B)

Vrn\h‘r“ﬂ“t' ;.‘ﬂv@‘ﬁ“ g
bk

A El efector as un canal ibnico

1. Canal de potasio

2. Canal de calcio

B. El efector s una enzima

0 Adenilciclasa
¢ Estimuladora - tirotropina
» Inhibidora - dopamina

0 Fosfolipasa C especifica de fosfoinositidos
¢ Estimuladora - tirotropina

e Inhibidora — ¢

A El efector es una enzima

1. Tirosina — cinasa




1.3 Funciones generales de receptores.

Los receptores tienen dos componentes clave:

a) Dominio especifico de unidén a ligando donde se une esterecespecificamente la
hormona correcta para ese receptor.

b) Dominio efector que reconoce la presencia de la hormona unida al domino del
ligando y que inicia la generaclon de la respuesta biologica.

La union de la hormona al ligando produce cambios finos pero criticos en el
ambiente del sitio efector (que responde o distribuye estimulos activadores'®), de
manera que se inicia la transduccion, puede haber interaccidn con otros
componentes celulares para completar la sefial del proceso.

Los receptores estdn compuestos principalmente por proteinas, pero tienen
modificaciones secundarias de carbohidratos y pueden estar selectivamente
inmersos en la membrana lipidica, también pueden estar fosforilados, o formar
oligbmeros por puentes de disulfuro o interacciones covalentes™.

Los receptores no son componentes estaticos de la membrana, es decir, el
numero de receptores esta en constante flujo y cambio, de acuerdo con el ciclo
celular y con el estado de diferenciacion celular®.

La especificidad, actividad, y diversidad son caracteristicas esenciales que dan
reconocimiento, transformacion y control respectivamente, encontrados en los
receptores tanto de superficie, como intracelulares, que definen tan s6lo una parte
de este intrincado sistema de sefializacion,

La cantidad de receptores para un determinado ligando varla en distintos estados
fisiologicos. Generalmente la concentracibn de hormona presente regula Ia
cantidad de receptores especificos en las células diana, blanco o target. Un
aumento sostenido del nivel de hormona provoca disminucion del nimero de
receptores disponibles o su inactivacion. Este fenomeno es denominado
regulacion "hacia abajo” ("down regulation”) o "desensibilizacion”. El fenémeno
contrario, aumento del niumero de receptores en la membrana externa, regulacion
"hacia arriba" o "up regulation”, se produce cuando hay deficiencia del ligando
especifico. L.as variaciones en numero de los receptores se producen ya sea por



exocitosis o bien endocitosis mediada por receptor; en tanto que la activacion o
inactivacion puede mediarse por modificaciones covalentes (como fosforilaciones
o desfosforilaciones) que alteran su conformacion®.

El proceso de endocitosis, que se esquematiza en la figura. 1.3.1 conlleva la unién
del complejo polipéptido-receptor (A) en cavidades recubiertas, que son
invaginaciones de la membrana plasmatica en el citoplasma que acaban
separandose de la membrana para formar vesiculas recubiertas (B y C). Las
vesiculas se liberan de sus cubiertas y se fusionan entre si, formando vesiculas
denominadas receptosomas (D). Los receptores y ligandos del interior de estos
receptosomas pueden tener diferentes destinos. Los receptores pueden ser
devueltos a la superficie celular tras la fusién con el aparato de Golgi (E).
Alternativamente, las vesiculas pueden fusionarse con lisosomas para la
degradacion tanto de la hormona como del receptor. Ademas, algunos complejos
hormona-receptor se separan en el lisosoma y solo se degrada la hormona,
mientras que el receptor es devuelto intacto a la membrana (F). En algunos sis-
temas, el receptor también puede concentrarse en cavidades recubiertas en
ausencia de ligando exégeno y experimentar asl un ciclo hacia dentro y fuera de la
célula en un modo constitutivo independiente de ligando. El componente proteico
principal de las vesiculas recubiertas es la clatrina una proteina no glucosilada La
clatrina puede formar estructuras en rejilla flexibles que pueden actuar como
armazones para la gemacion vesicular. La finalizacion del proceso de gemacion
da como resultado que la vesicula madura pueda entrar en el ciclo®.

16



Figura 1.3.1 Esquema que resume la ruta morfolégica de Ia endocitosis de receptores ea las célalas *.

L= union de los farmacos con los receptoras comprende todos los tipos conocldos
de interacciones: idnica, por uniones de hidrégeno, hidrafobas, por fuerzas de Van
der Waals, y covalentes®,

17



2. HORMONAS Y SUS RECEPTORES.

2.1 Hormonas * 1,4,3,5,7,8,10,13,14,16,17,19,20,22,27,29,30,32,35,44,47 49,51

Las hormonas son sustancias organicas producidas por las glandulas y tejidos
endocrinos que, por lo general, pasan al torrente sangufneo y éjercen su accion en
otros tejidos distantes del lugar de secreciébn. Las hormonas son auténticos
"mensajeros quimicos™*®.

En las tltimas décadas, la consideracion de hormona como "mensajero quimico”
de accién distante ha rebasado su concepto clésico, de forma que también se
consideran hormonas otras de accién sobre células o tejidos vecinas (paracrina),
incluso sobre la propia célula o tejido productor (autocrina), sobre glandulas
exderinas (exocrina) o sobre organismos ajenos a través del medio ambiente
(ferocrina)*®.

Segun sus propiedades de solubilidad y la localizacion de sus receptores, las

moléculas mensajeras se clasifican en'>.

e Moléculas lipofilicas; son aquellas capaces de difundirse a través de la
membrana plasmatica e interaccionar con receptores del citosol o del
nucleo; por ejemplo las hormonas esteroideas, la tiroxina y los derivados
del acido retinocico. Después de atravesar la membrana plasmatica, estas
hormonas interactian con receptores intracelulares, formando complejos
capaces de incrementar o disminuir la trascripcion de genes especificos;
estos complejos también contribuyen a la estabilidad de ciertos RNA
mensajeros. Generalizando, estos compuestos ejercen su efecto por horas
o dias y contribuyen al crecimiento y diferenciacion de tejidos especificos'™.

» Molsculas hidrofflicas; son aquellas que no pueden difundirse a través de la
membrana plasmética e interaccionan con receptores localizados en Ia
superficie celular; por ejemplo, péptidos como la insulina, o proteinas como

* Hacia 1913 Paul Ehrlich formula su postulado clasico corpora non agunt nisi fixata: las sustancias
no actuan a menos que se fijen. Estos conceptos sientan las bases de mucho de 1o que se sabe
hoy dia sobre la accién hormonal ®.
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la hormona de crecimiento y pequefias moléculas cargadas como la

acetilcolina y otras derivadas de algunos aminoacidos como la epinefrina, la
histamina, la serotonina y la dopamina, algunas de las cuales funcionan
como hormonas o como neurotransmigsores. Muchas de estas moléculas
modifican la actividad de una o0 mas enzimas ya presentes en la célula. En
estos casos, el efecto de la molécula ligada a la superficle celular es casi
inmediato, pero persiste solo por un periodo pequefio; sin embargo, el
efecto de algunos factores tréficos se puede extender por varios dias, pues
también pueden regular los patrones de expresién genética de la célula
blanco'.

» Moléculas lipofilicas con receptores de superficie, los ejemplos princlpales
de este grupo son las prostaglandinas, moléculas derivadas del &cido
araquidonico, de las cuales hay por lo menos 16 tipos distintos. Varias
prostaglandinas actian como mediadores locales. Ciertos miembros de
este grupo provocan la agregacién plaquetarla y desempefan un papel
importante en el fenomeno de coagulacién'.

La afinidad puede definirse como una medida de la facilidad de interaccién entre
dos sustanclas, en este caso entre el receptor y el mensajero”.

Una hormona es una sefial guimica producida por ciertas células de un
organismo multicelular y recibida por células del mismo organismo**.

Las hormonas se pueden dividir en dos grupos de acuerdo con una de sus
propiedades fisicoquimicas (solubilidad en agua) y también en la manera como
actian o mecanismo de accidén, el primero de ellos es el de las hormonas
hidrosolubles que generalmente ejercen su accion en la superficle de la membrana
plasmatica; al segundo pertenecen las hormonas liposolubles que de manera
genaral podemos decir que ejercen su accidn directamente en la parte interior de
la célula.

Las hormonas hidrosolubles se unen a la membrana plasmatica de la célula
blanco, se fijan a la superficle celular se comunican con los procesos metabélicos
intracelulares a través de moléculas Iintermediarias, llamadas segundos
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mensajeros (la hormona misma es el primer mensajero), que se generan como
consecuencia de la interaccion entre ligando y receptor.

Las hormonas esteroides (liposolubles) regulan multiples procesos biol6gicos en
los mamiferos, entre los que destacan la homeostasis hidroeléctrica, las
respuestas al estrés y la funcidn reproductiva, ademas de regular distintas
conductas. Las hormonas esteroldes se sintetizan a partir del colesterol en células
especificas del ovarlo, del testiculo, la corteza suprarrenal, la placenta y el sistema
nervioso central'®.

La naturaleza de la respuesta depende de la célula que la genera. La misma
hormona puede causar distintas respuestas en diferentes tipos de células. Que
una célula responda o no a una hormona depende de si tiene recaeptores para ella
y cémo lo haga depende de qué tipo de célula se trate'.

Las propiedades fisicoquimicas de las principales hormonas se describen en la
siguiente tabla:
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Tabla 2 .1.1 Propiedades fisicoquimicas y fisioligicas de las principabes hormonas (1.5, 14, 10, 44, 47).

Tejido Hormonas™ Naturaleza | Blanco Peso Principales acciones

secretanfe o quimica molecular

gléndula {Daltones)

Hipotdlamo Hormona liberadora de Pépiido Hipofisis antertor | 362 Estimula |a liberacion de tirotrofina y
tirotrofina (TRH) prolactina
Hormona liberadora de Péptido Hipéfisis anterior | 1182 Estimula ia liberacidn de hommonas
gonadotropinas {(GnRH) foliculoestimulante y luteinizante
Hormona liberadera de Péptido Hipofisis anterior | 4758 Estimula |a liberacién de
corticotropina (CRH) adrenocorticotrofina
Hormona fiberadora de Péptido Hipofisis anterior | 44 Estimula la liberacitn de hormona del
hormona de crecimiento aminoacidos | crecimiento
(GHRH])
Hom'rona fiberadora de Péptido Hipoéfisis anterior Estimula la liberacién de prolactina

profactina
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Somatestatina (hormona | Péplido Hipéfisis anterior Inhibe la liberaciksn de hormona del
inhibidora de la liberacksn crecimiento, interfiere en la liberacion de
de hormona del tirotrofina
crecimiento} (SRIF)
Hormona inhibidora de la | Amina Hipofisis anterior Inhibe la iberacion de prolactina
fberaciéon de prokactina
{PIF)
Hormmona inhibidora de la | Péptido Hipofisis anterior Inhibe ka iiberacién de la hormona
liberacitn de la hormona estimulante de los melanocitos
estimuiante de los )
melanocitos
Oxitocina, hormona Péphido (Wéase hipofisis | 1007 Almacenadas y liberadas por la hipofisis
antidiurética posterior) postericr
Hipofisis Homona estimuladora de | Glucoproteina | Glandula tircides | 300000 Estmula I sintesis y liberacién de
anterior tiroides hormonas tiroideas
Adrenccorticotrofina Polipéptido Corteza 4100 Estimula la sintesis y liberacibn de
{ACTH) suprarrenal hormonas corticosuprarmenales  (cortisol,
andrdgenos y akdosteronal
Homona luteinizante | Glucoproteina | Gonadas 30000 Estimula la secrecion de homonas
{LH) sexuales por parte de los ovaros ¥
testiculos
Hormona Glucoproteina | Gonadas 103 Maduracién de espermatozoos en las
folicuboestimulante (FSH) células de Serck en los testiculos.

Desarrollo folicular y sintesis de estrégenos
en ovanos

22




Homona del crecimiento | Proteina Huesos, higado, | 22000 Estmula 3 sintesis de proteinas vy
(GH) musculos crecimiento total
Profactina Proteina Ghandulas 23000 Estimula la produccién de leche
mamarias
Homeona estimulante de | Péptido Melanocitos 232 Controla ka pigmentacion de la piel
melanocitos (MSH)
Endorfinas y encefalinas Péptidos Neurcnas de la | 3465 Disminuyen las sensacicnes dolorosas
medula espinal
Hipofisis Cuxtocina Péptido Utero, mamas 1007 Estimula la secreci6n de leche, induce &l
posterior parto con confracciones uterinas
Hormona antidiurética | Péptido Rifiones Esttmula la abscicién de agua ¥
{ADH) {vascpresina) constricciin de arteriolas
Tirokdes Tryodotirenina {T;} y L- | Amino&cido Muchos tejidos T 777 Crecimiento del esqueleto, consumo de
tiroxina (Ty) yodadc T1651 oxigeno, produccién de calor,
{amina) aprovechamiento de proteina, grasa ¥y
carbchidratos; maduracidn  perinatal  del
SNC.
Calkitonina Péptido Huesos 3418 Estmula |a formacion de  huesos,
disminuye la [Ca™] del suero
Paratircides Hormona paratiroidea Protelna Huescs Absorbe hueso, incrementa la [Ca”] en
suero
Corteza Cortisol {glucocorticoides) | Estercide Musculos, 353 Median la respuesta al esirés,
suprarrenal sistema gluconeogénesis; antinflamatoria,
inmunitaric, otros inmuncsupresién, capacidad de reaccion
tejidos vascular a catecolaminas
Aldosterona Esteroide Rifones 360 Incrementa la reabscrcion renal de Na’,
(mineralocorticoides) secrecion de K' y secrecion de H.
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Dehidroepiandrosterona Estercide Vaase acciones de testosterona de los
{DHEA} ¥y testicukos {mas adelante).

androstenediona

{andrégencs

suprarrenales)

Testiculos Testosterona Estercide Varics tejidos 288 Estimulan el desarmoile y el mantenimiento
del comportamiento sexual masculino y de
sus caracteres sexuales secundarios,
espermatogénesis.

Foliculo Estradicl Esternide Mamas, Udtero, | 262 Crecimiento y desarrolio del sistema

ovarico otros tejidos reproductivo femeninc; fase folicular det
ciclo menstual, desamollc de mamas;
mantenimiento del embarazo; secrecion de
prolactina, comportamiento sexual
femenino.

Ovario cuerpo | Progesterona Esteroide Utero 314 Fase Idtea del ciclo menstrual

amarillo mantenimiento del embarazo; ayuda a
mantener  los caracteres  sexuales
femeninos.

Placenta Gonadotropina  corGnica | Péptido Estmula la sintesis de esitogeno ¥y

humana {HCG) progesterona en el cuerpo amarik durante
el inicio del embarazo.

Lactdgeno placentario | Pépbdo Acciones similares a la hormona de

humano {HPL) o creciiiento  y piolactina durante €

somatomamotropina embarazo.

coridnica humana

Estricl Esteroide Véase acciones del estradiol de los ovanos
(antes)

Progesterona Esteroide 314 Véase acciones de progesterona de los
ovanos {antes)

Pancreas Insulina {células B) Proteina Muscules higade, | 5600 Estimula la captacion y metaboksmo de

grasa, otros ghucosa, glucogénesis
tejidos.
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Glucagon {céiutas a) Proteina Higado 3483 Estmula la degradacién de glucogeno ¥y

eleva la glucemia.

Somatostatina Péptido Tracto digestivo, Inhibe la liberacidn de insulina y glucagon;
ofras células del disminuye la secrecion, la motiidad y la
pancreas. absorcion en &l tracto digestivo

Riiion Renina Péptido Cataliza la conversién de angiotensindgeno
en angiotesina |

1,25- Estercide Incrementa la absorcidn intestinal de Ca™;

dihidroxicotecalciferol mineralizacién de hueso.

Médula Epinefrina, norepinefrina | Aminoacidos Corazén, vasos | 183 Estimulan reaccicnes de lucha ¢ huida;
suprarrenal modificados sanguinecs, aumenia la frecuencia cardiaca,
{aminas) higado, células redistribuye la sangre en los mascules,

grasas. elevan la glucemia.
Corteza 1. Glucccorticoides Esteroide Mdisculos, 363 Median la respuesta a! esirés; reducen el
suprarrenal {cortisol) sistema metabolismo de fa gluccsa; aumentan el
inmunitario, otros metabolismo de las proteinas y las grasas;
tejidos reducen la infiamacion y la respuesta

inmunitana.
2. Mineralocorticoides Esteroide Rifiones 360 Estimulan la excresibn de K y la
{aldosterona) reabsorcién de Na®,

Revestimiento | Gastrina Péptido Estémago 2098 Liberacién de jugos digestivos; estimula ios
del estémago movimientos que mezclan aimento con
Revestimiento | Secretina Péptido Pancreas 30585 Estimulan la secrecidn de una solucion de
del Intestino (porcinag) bicarbonato por los conductos pancreaticos
delgado Colecistocinina Péptido Pancreas, higade | 3946 Estimula $a secrecion de enzimas
¥ vejiga urinaria digestivas por el pancreas y de otros jugos
digestivos por e higado; estimula las
contracciones de la vesicula y los

conductos.

Moatilina Péptido 27000 Inicia la motflidad intestinal interdigestiva,

eleva la iberacién de insulina.
Pineal Enterogastrona Polipéptidos Estdmage Inhibe las actvidades digestivas del

estbmago.
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Melatonina Aminoacidos Hipotalamo 232 Involucrada en los ritmos bioldgicos.
modificados
Muchos tipos | Prostaglandinas Acidos grasos | Varios tejidos 355 Poseen numerosas acciones diversas.
de celulas modificados
Corazon Hormona natriurética | Péptido Riflones Aumenta la excrecién del ion Na™.
auricutar
Células del | Leptina Peptido Hipotatamo 167 Rol principal en la regulacin de la
tejido adiposo amincacidos | homeostasis dei peso corporal.efecto sobre
el apetito, reservas de grasas, implicancia

en diversas vias metabdlicas.
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2.2 Clasificacion de receptores hormonales por su locallzacién celular.

Los receptores hormonales de acuerdo con la localizaclén que tienen en la célula
se clasifican en dos principales grupos: Los de membrana y los intracelulares (ver
figura 2.2.1)"%. A su vez cada uno de éstos tiene una subclasificacion.

() Rassptores Intrecaluisres
Proteine transporiadors en e sangre

Alteracion da la
transoripoldn de
genes sepecifions

Ligandoa sobre los

Rsveptores de superfiiols

Figura 2.2. 1 (a) Las hormonas esteroides, tiroxina y los retinoides son lipéfilos, por lo que son llevadas por
proteinas transportadoras de la sangre. Después de disociarse de los transportadores, estas hormonas se
difunden a través de la membrana celular y se unen a receptores especificos en el citosol o en el niicleo. (b)
Las hormonas polipeptidicas y las catecolaminas (p. ¢j., adrenalina) son hidrosolubles, mientras que las
prostaglandinas son liposolubles; todas se fijan a receptores de superficie oclular.”
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2.2.1 Recaptores localizados en la membrana plasmética:

1. Acoplados a proteinas G
+ Tiene como efector a adenilil ciclasa

¢ Tiene como efactor a Fosfolipasa C

2. Receptores con actividad enzimatica
« Tiene como efector a proteinas SH2

* Tiene como efector a guanilil ciclasa

3. Receptores con actividad enzimatica intrinseca (cltocinas)
(En el aflo 2003, se reportan modificaciones a la clasificaciéon anterior,
indicandose que los receptores con actividad enzimética Intrinseca

corresponden citocinas clase 1)2.

2.2.1.1 Los receptores de membrana localizados en la superficie

celular en general pertenecen a cuatro clases principales.

La unién de un ligando a alguno de estos receptores induce la formacién de un

segundo mensajero, a diferencia de la fijacion de ligando a otros receptores. Por

conveniencia se clasifican estos receptores en cuatro clages, de los cuales tres

son hormonales'.

Receptores acoplados a proteina G (figura 2.2.2 a): |a fijacién del ligando
activa una proteina G, que a su vez activa o Inhibe una enzima que genera
un segundo mensajero especifico o modula un canal idnico, lo cual genera
un cambio de potenclal de membrana. Son ejemplos los receptores de
adrenalina, serotonina y glucagon'.

Receptores ligados a tirosina clnasa (figura 2.2.2c): estos receptores
carecen de actividad catalitica intrinseca, pero la fijacién del ligando
estimula la formacion de un receptor dimérico que luego interactGa con una

tirosinacinasa proteica del citosol o mds y las activa. Los receptores de
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muchas citocinas, los interferones y el factor de crecimiento humano

pertenecen a este tipo. Esos receptores ligados a tirosinacinasa a veces se
denominan superfamilia de receptores de citosina™.

Receptores con actividad enzimética intrinseca (figura 2.2.2-d): varios
tipos de receptores tienen actividad catalitica intrinseca, que se activa con
la fijacién del ligando. Por ejemplo, algunos receptores activados catalizan
la conversion de GTP a ¢cGMP; otros actiian como proteinfosfatasas, que
eliminan grupos fosfato de los restos de fosfotirosina de las protelnas
sustrato, por lo que modifican su actividad. Los receptores de ingulina y
muchos factores de crecimiento son proteina cinasas inducidas por el
ligando; en la mayoria de los casos, el ligando se une a un dimero, por lo
que se produce la dimerizacion del receptor y la activacién de su actividad
de cinasa. Estos receptores —a menudo denominados receptores de
serina/treonina cinasas o receptores de tirosina cinasas- autofosforilan
restos de su propio dominio citosélico y también pueden fosforilar distintos
sustratos proteicos'.

Receptores de canales idnicos (figura 2.2.2-b): la fijacién del ligando cambia

la conformacion del receptor, por lo que iones especificos fluyen a través de
&',
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2.2.1.2 Los efaectos de muchas hormonas son mediados por segundos

mensajeros.
La unién de los ligandos a diversos receptores de superficie celular causa un
incremento (o disminucion) de corta duracion en las concentraciones de las
moléculas sefial Intracelulares denominadas segundos mensajeros. Estas
moléculas sefial de bajo peso molecular incluyen 3',5'-AMP ciclico (AMPc); 3',5"-
GMP ciclico (GMPc); 1,2-diaciiglicerol (DAG); 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3),
distintos fosfolipidos de inositol (fosfoinositidos) y Ca ?* (Figura 2.2.3)".
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Figura 2.2 3 Formulas estructurales de cuatro segundos mensajeros intracelulares comunes. Se indican
las abreviaturas. También actian como segundos mensajeros el ion calcio (Ca’*) y varios fosfolipidos de
inositol {fosfoinosftidos) unidos a membrana, pero no se presentan aqui®.

2.2.1.3 Las vias de sefalizacion mas comunes son Inicladas por

distintos receptores de una clase,

Por lo general, distintos miembros de una clase particular de receptores
transducen sefales a través de vias muy conservadas. Mas adn, se hallaron
analogfas en las vias de sefiales asociadas con distintas clases de receptores. La
(figura 2.2.2) ilustra los principales componentes de las vias de sefiales clave
corriente abajo de los receptores acoplados a proteina G (GPR) y los receptores
de tirosina cinasas (RTK). Si bien una proteina GTPasa interruptora aparece en
ambos tipos de via, su posicién difiere respecto del receptor. Los segundos

mensajeros son componentes esenciales de la mayoria de las vias GPR y algunas
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RTK. Las proteinas adaptadoras intervienen en todas las vias RTK, pero no en las

principales vias GPR. Sin embargo, las proteinas cinasas desempefian un papel
clave en todas las vias de sefiales; por uUltimo, una proteina cinasa activada
fosforila uno o mas sustratos proteicos. La naturaleza de los sustratos proteicos,
que incluyen enzimas, microtibulos, histonas y factores de transcripcion,
desempefia un papel importante en la determinacion de la respuesta celular a una
sefal particular, en una célula determinada’™.

2.2.2 Receptores locallzados Intracelularmente
1. Receptores en citosol (homodiméricos).

2. Receptores nucleares (heterodiméricos).

Todos los receptores nucleares poseen una region N-terminal singular de longitud
variable (100 a 500 aminoacidos), con regiones que funcionan como dominios de
activacioén de la transcripcién. El dominio de fijacion al ADN que esta ubicado
cerca del centro la secuencia primaria y presenta el motivo en dedos de zinc. El
dominio de fijacibn a la hormona esta cerca del extremo C-terminal de estos
receptores y contiene un dominio de activacién hormonodependiente.

La unién de la hormona a un receptor nuclear regula su actividad como factor de
transcripcion. Esta regulacion difiere en algunos aspectos para los receptores
nucleares heterodiméricos y los homodiméricos. En contraste con los receptores
nucleares heterodimeéricos, presentes exclusivamente en el nicleo, los
homodimeéricos se hallan tanto en el nucleo como en el citoplasma y su actividad
es regulada mediante el control de su transporte desde el citoplasma hacia el
nucleo™.

Previos trabajos han demostrado que el receptor de glucocorticoides (GR), en
ausencia de la hormona esta localizado en el citoplasma en un complejo con
proteinas chaperonas las cuales forman conjuntamente un complejo
aporeceptor?®.

En ausencia de hormona, el GR se encuentra en el citoplasma, so6lo después de la
activacion por el ligando, el receptor es conducido al nicleo. En el citoplasma el
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receptor sa encuentra formando un complejo multiproteico con otros factores de
aproximadaments 300-330 KDa. El camplejo contiene tres factores: el receptor de
100 KDa y dos proteinas, de 80 KDa y 59 KDa, que pertenacen a la familia de
proteinas activadas por el calor, heat shock proteins (hsp), o chaperonas. El
complejo consiste en una molécula de GR, dos de hsp 80 y una de hsp 56/59. E|
GR interactua con hsp 80 a través de su region de unién a hormona (HBD, del
Inglés hormone binding domain)*. Como ejempio ver la figura 2.2.4

ety L
- L T e

Ty 'ﬂr‘:’\';’hﬂﬁ‘;ﬁﬂ*ﬂ :

Figura 2.2, 4 Pasos en la activacién de un gen por uns hormona esteroide, como el glucocorticoide
cortisoL La hormona penetra a la célula procedente del liquido extrucelular (paso 1), difundiendo & través de
la bicapa de lipidos (paso 2) y en el citoplasma, donde se enlaza & un receptor de glucocorticoides (paso 3). E
enlace de la hotrnona cambia la conformacion del Teceptor (paso 4) y provoca la translocacién en el nicleo,
donde actia como factor de transcripcion que se cnlaza al elemento de respuesta a glucocorticoides del ADN
(paso 3). El enlace de la hormona activa 1a transcripcion del ADN (paso 6), lo que conduce a la sintesis do
proteinas especificas en el citoplasma (paso 7) ",

Las llamadas proteinas de estrés (hsp) se descubrieron por azar a finales de los
afios sesentas. Se les considera conservadoras, en el sentido de que su
estructura se ha mantenido poco alterada a o largo del tiempo. Aumentan la
supervivencia celular por una doble via: evitan el desdoblamiento de las
estructuras tridimensionales de las enzimas y reducen la acumulacién de
polipéptidos dafiados o anormales.
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2.3 Receptor y ligandos aspecificos

Hay dos clases de estructura para los receptores hormonales de membrana. El
primer grupo consiste en receptores con dominio multitransmembranal. El
segundo grupo consiste en receptores con un solo dominio transmembranal.

La mayoria de receptores para péptidos hormonales y neurotransmisores estan
unidos a proteinas G°.

La via de transduccién de sefiales de ordinario contiene proteincinasas y
fosfatasas, que parecen ser los agentes favoritos para provocar cambios
reversibles rapidos en la actividad celular. Algunas de estas cinasas y fosfatasas
son protelnas citoplasmaticas solubles; otras son proteinas integrales de
membrana. Algunas de estas enzimas poseen gran numero de proteinas como
sustratos, en tanto que otras sélo fosforllan o desfosforilan a un sustrato de
protefna Unico®.

A continuacion se muestra una clasificacién de los receptores hormonales basada

en su localizacibn celular, mostrando un ejemplo de su receptor mas
representativo o mas estudiado.
1. Receptores unidos a proteinas G (multitransmembranal)
2. Receptores con actividad enzimatica (transmembranal)
a. Fosforiladores, con actividad proteina cinasa (tirosina vy
serina/treonina), in¢luidos receptores con enzimas itinerantes.
h. Con actividad proteina fosfatasa
c. Con actividad guanilil ciclasa

3. Receptores intracelulares (citoplasmaticos y nucleares)

2.3.1. Receptores unidos a proteinas G.
Estos receptores estan hechos de una sola cadena que contiene de 400 a 600
residuos de aminodcidos. La parte amino terminal posee sitios de N-enlazado
glicosilados, mientras que la parte carboxilo terminal contiene los sitios de
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fosforilacion para una o mas proteinas cinasas. Siete estrechos de 22 a 28
residuos hidrofébicos conservados (siete helices a fig.2-3-1) separados por los
segmentos hidrofilicos, estos son rasgos estructuralmente caracteristicos para
estos receptores. Estos segmentos transmembranales presumiblemente formados
estrechamente en un paquete helicoidal “envuelto’( a hélice), que cruza la
membrana una y otra vez®.

Figura 2.3 1 Estructura de @ hélice encontrada en s proteinas®’.
Los segmentos transmembrana estén conectados entre s/ por asas extracelulares

cortas sobre Ia superficie externa de la membrana, y asas intracelulares cortas
sobre |a superficie interna de la misma® (ver figura 2.3.2).
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Hélice o
transmambrana

Figura 2.3 2 Esquema de la estructura general de los receptores ligados a proteina G. Todos los
receptores de este tipo contienen si¢te regiones transmembrana a helicoidales. El asa entre las hélices a 5 y 6,
y en algunos casos cl asa entre las hélices 3 y 4, orientadas hacia el citosol, son importantes para las
interacciones con la proteina G acoplada. E1 — E4 = asas extracelulares; Hl — H7 = dominlos transmembrana;
C1 - C4 = asas citosdlicas.".

2.3.2 Recoeptores con actividad enzimética.
2.3.2.1Receptores fosforiladores tirosina cinasa.

Se han identificado mas de 50 diferentes receptores de tirosina cinasa (RTC) y su
numero aumenta con rapidez. A diferencia de los receptores acoplados a
proteinas G, que tienen siete segmentos transmembrana, cada monémero de RTC
atraviesa la membrana una sola vez®. Ver figura 2.3.3 El gen del receptor de la
insulina esta localizado en el brazo corto del cromosoma 19 humano y esta
constituido por dos exones distribuidos a lo largo de 150 Kb. Su transcripcion da
lugar a una proteina precursora que al ser procesada origina dos cadenas a y dos
cadenas B. Ver figura 2.3.3

El receptor de insulina se expresa como un tetrdmero, donde las dos cadenas a
(135 KDa) ricas en cisteinas y glicinas interactuan con la insulina. Estas cadenas
se unen por puentes disulfuro a dos cadenas B (95 KDa) que atraviesan la
membrana plasmatica y cerca de la region carboxilo terminal se encuentran los
residuos de tirosinas®. (Figuras 2.3.3y 2.3.4)
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Figura 2.3 3 Receptor de insulina™.

La unién con la insulina en la porcion extracelular de las cadenas d, da como

resultado la autofosforilacién, especificamente de los residuos de tirosina en la

porcion citoplasmatica de las cadenas §: dos en la regién yuxtamembranal, tres en

el dominio cinasa (catalitico), y dos mas encontradas hacia la region C-terminal >°.

Ver figuras 2.3.4y 2.3.5
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Figura 2.3. 4 Estructura cuaternaria para el receptor de insulina. (A)Representacion de Ia estructura del
receptor de insulina, determinada por microscopia electronica.(B y C) Esquema simplificado del cambio de
orientacién durante la activacion del receptor de insulina %°.
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Figura 1.3 5 La imagens muestra el cambio conformacional y Ias zonas en las cuales se lieva a cabo
dichos cambios donde IRK es ¢l receptor de Insulina antes de la uniéa con in hormona™.
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2.3.2.2 Receptores fosforiladores serina/treonina cinasa

A diferencia del receptor de insulina descrito antes, la mayor parte de los RTC se
presentan como monomeros en una célula no estimulada. Solo después que un
llgando se une al RTC los monémeros interactian entre si para formar dimeros.
La dimerizacion de los polipéptidos RTC activa su funcién de tirosinacinasa y
entonces una subunidad del dimero fosforila algunos residuos de tirosina situados
en el dominio citoplasmico de la otra subunidad del dimero®.

Los receptores para los factores de crecimiento y transformacion beta (TGF B) son
quiza de los mejor conocidos entre los receptores con actividad serina/treonina
cinasa (ver figura 2.3.6). Existen tres tipos, cada uno de ellos con acciones
diferentes. El receptor tipo Il o beta glicano no tiene actividad, se ha propuesto
que sirve como “antena” que captura y pasa los factores a otros receptores. Ver
figura 3.2.2

Tanto los receptores tipo | como los tipo Il son proteinas que atraviesan la
membrana en una ocasion; tienen por lo tanto un dominio extracelular, uno
transmembranal y un dominio citoplasmico. El receptor Il que tiene actividad de
serinaftreonina cinasa, fija al mensajero (TGF B)°. El peso molecular aproximado
de estos receptores de la activina es 65 y 85 KDa para el tipo | y |l
respectivamente. Para el receptor tipo Il el péptido maduro contiene 494
aminoacidos y en el dominio extracelular dos sitios de N-glicosilacion y 10
residuos de cisteina®?,

En comparaclén con los receptores para activing, los de TGF B son tres
polipeptidos distintos con pesos moleculares aparentes de 55, 85 y 280 kDa tipo |,
II, y lll respectivamente. Ver figura 2.3.6 '
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Figura 23 6 Representaciéa de la superficke molecular del dominio de ualéa extracelular del receptor
de activioa. Se muestran los sitios mas conscrvados entre dos tipos de este receptor, estin coloreados en café
los enlaces hidrofobicos y aromaticos, y en rojo las cargas polares, a, muestra ¢l Iado céncavo de In molécula.
b, Esta vista muestra ¢l lado convexo de la molécula. ¢, El acercamiento muestra una pequefia parte
conservada, cercana de la parte a dejando ver moléculas acuosas (como esforns azules)”.

2.3.2.3. Receptores con enzimas itinerantes (ahora receptores de la
familia de las citocinas)

Algunos receptores que son proteincinasas no tienen los dominios enziméticos
intracelulares, sino que, en respuesta a los agonistas, se ligan o activan a
proteincinasas citoséiicas independiantes o embebidas en la membrana. Entre los
receptores de esta familia que desencadena la fosforilacion de tirosina destacan
varios obtenidos de péptidos neurotrépicos en los receptores antigénicos de
multiples subunidades en los linfocitos Ty B*,

41



Hay datos que sefalan que los receptores antigénicos también incluyen

tirosinfosfatasas proteinicas, en su actividad reguladora celular y es posible que
otros receptores que al parecer no tlenen dominios de efector citoplasmatico
puedan reclutar adn otras proteinas efectoras®,

Estos receptores pertenecen a la familia de las citocinas clase 1, que incluye
receptores de interferén, interleucina 2 y hormona del crecimiento (GH). Existen
diferentes isoformas de estos receptores*®. Tanto el receptor de prolactina (PRLR)
como el de la hormona de crecimiento (GHR) atraviesan en una ocasion la
membrana con la porcién N-terminal comprendiendo el dominio extracelular (sitio
de unién de la hormona), y la porcién C-terminal en el dominio intracelular (sitio de
sefializacion). La isoforma cldsica es la forma “larga” que aproximadamente
contiene 600 aminoacidos (591 para PRLR y 620 para GHR) y es considerada
como la forma activada por el ligando®.

Estos receptores utilizan un mecanismo recientemente descubierto muy similar al
del receptor de tirosinas cinasas, pero con una diferencia. En este caso, la
actividad de la proteina tirosina cinasa no es intrinseca a la molécula del receptor;
en su lugar, una proteina tirosina cinasa particular de la familia de lag Janus-

Cinasa (JAC) o (JAK por sus siglas en inglés) se une al receptor de manera no
covalente?.
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Figura 2.3, 7 El complejo del receptor de In hormona de crecimleuto. La representacion en cinta obtenids
por rayos X, muestra In estructura de la hormona de crecimiento (en verde) asi como el complejo del receptor

pars la hormona de crecimiento (en rojo y azul)™®.
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2.3.2.4 Receptores con actividad fosfatasa.

Todas las protelnas fosfatasas estudiadas hasta ahora son enzimas citopldsmicas
solubles. Recientemente, se descubrié una nueva clase de fosfatasas que
atraviesan la membrana plasmatica y al parecer actGan como receptores de
superficie celular que participan en la transmision de sefiales celulares y en la
adherencia entre células. Estas moléculas se denominan fosfatasas parecidas a
receptores de proteintirosina (FRPT)®.

2.3.2.5 Receptores con actividad guanilil ciclasa.

Los receptores de este tipo poseen una larga porcién extracelular con la que
interactuan con los mensajeros, una breve zona transmembranal y el segmento
intracelular donde se encuentra la guanilil ciclasa®.

El receptor del factor auricular natriurético (ANF) pertenece a la familia de los
receptores guanilil ciclasa unidos a la membrana. EI ANF receptor comprende un
domino de union a la hormona extracelular, una cora regién disulfuro en forma de
bisagra, un dominio transmembranal, un dominio affn a cinasas, un dominio super
enrollado y el dominio catalltico guanilll ciclasa. Este mondmero comprende dos
subdominios interconectados, cada uno abarcando una regién central helicoidal —
por laminas en los costados- , que muestran el tipo { del plegamiento de proteina
de unién. Una zona de unién a clorure localizada en la parte distal del dominio
membranal, que se ha encontrado ser cloruro dependiente (fig. 2.3.8)°,
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Figura 2.3 8 Estructura cristalogrifica del receptor dimérico ANF del dominlo de unién o la hormona,
8 . El diagrama de cintas muestra los enlaces; disulfuro (rojo), glicosilacion (bolas y palos piirpuras), sitios de
glicosilacion desordenados (las esferss pirpuras), y uniones clorhidricas (amarillo). El carbono terminal
extrapolado del segundo mondmero (azul) y dos hélices transmembranales modeladas. b, El sitio de union
ANF e¢n el receptor, se muestra en el modelo espacial por rellenar. M173 y H195 (azul), E169 y H185 (rojo),
Hi183 y A202 (verde), Y88 y Y120, so resaltan los residuos 98, 113, 115, 158,166 y los E169 comunes
(castadio ligero, 115 esta oculto a la vista)es estructuralmente equivalente a residuos de AmiC que actian
reciprocamente con AmiR®. La gris oscurm 262-269 alcanzan a uniric encima del segundo mondmero
formando una superficic concava de un borde, que es ¢l sitio do unién involucrado en las interacciones con la
hormona. o. Como b pero girado 85° sobre ¢l cjo do las abscisns, d. Representacion de la superficio
electrostitica genorada por GRASP®, con las cargas positivas y negativas en azul y rojo respectivamente, y la
cavidad putativa efectora marcada como “E"'%.

2.4 Receptores intracelulares (e). receptor de glucocorticoldes)

El receptor de glucocorticoides es miembro de la superfamilla de receptores
nucleares, que Incluyen a los receptores de hormonas esteroideas, retinoldes,
activadores peroxisimales, vitamina D, hormonas tiroldeas, ciertos reguladores en
el desarrolio temprano de Drosophyila y otras proteinas de funcién desconocida’.

El dominio ADN-emparejado de los receptores nucleares es caracterizado por el
modelo ds ocho cisteinas, donde en el receptor de glucocorticoldes esta
coordinado por dos lones de Zn 2* cada cual con geometria tetraédrica. En
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coordinacién con el metal, los péptidos enlazados forman una superficie similar a

“dedos de Zn" descritos originalmente en el factor de transcripcién IHA (TF HIA) de
Xenopus®.

El grupo tiol de la cadena lateral de las cisteinas es excelente para unir metales, -
particularmente el zinc-, por lo que estos residuos forman parte tanto de motivos
estructurales conocidos como los dedos de zinc?.

Los dedos de zinc, cuya funcién es unir ADN y ARN, se encuentran en factores de
transcripcion de eucariotos, en receptores hormonales nucleares, en enzimas de!
metabolismo de &cidos nucléicos, como topoisomerasas, en otras enzimas como
la proteina cinasa C, en la subunidad reguladora de la aspartato
transcarbamoilasa y en proteinas antivirales®2.

El receptor contiene cuatro regiones funcionales: el dominio de unién al DNA
(DBD, del inglés DNA binding domain), el dominio de unién a hormona (HBD) y
dos dominios de transactivacién (figura 2.4.1)"8.
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Figura 2.4.1 Estructura del GR. El rcceptor consta de cuatro dominios: dominio de unién al DNA (DBD)
importante en la dimerizacion (caja D) y la especificidad de unién (caja P), dominio de unién a la hormona
(HBD), importante en la dimerizacién y gue contiene en la region AF2 que, junto con la region AF]
constituyen los dominios de transactivacién®.

e Dominio de union al DNA: la estructura del DBD consiste en dos dedos de
zinc formados por cuatro residuos de cisteinas con un atomo de zinc. La
regiéon aminoterminal del dedo de zinc contacta con el surco mayor de la
doble hélice de DNA, estando implicada en la especificidad de unién del
receptor al elemento de respuesta a glucocorticoides (GRE), constituyendo
la caja P. La especificidad de la unidn del receptor a la secuencia del GRE
del DNA viene también determinada, en parte por los tres aminoacidos
adyacentes al primer dedo de zinc. El segundo dedo de zinc en la regién
carboxiterminal también es necesarioc para la unién del DNA, ya que

mutaciones en esta regiébn generan un receptor inactivo*®,
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+ Dominio de unién a la hormona: esta localizado en la regioén carboxiterminal

del receptor; tiene dos isoformas a y b; la forma a se diferencia de la b en

los ultimos 50 aminodcidos y es incapaz de unir a la hormona*®.

+» Dominios de transactivaciéon: el GR contiene dos dominios de
transactivacibn denominados t1 y t2 que son esenciales para la

transactivacion y actian independientemente de la posicién que ocupen‘®.

El GR se encuentra en el citoplasma asociado a hsp 90 en estado fosforilado; sin
embargo en presencia de hormona el receptor se encuentra hiperfosforilado.

El GR contiene dos regiones de localizacién nuclear (NLS, del inglés nuclear
localizing sites) que median la translocacién del receptor al nicleo. La NLS1 se
encuentra adyacente al segundo dedo de zinc y la NLS 2 se asocia al HBD y su
funcién esta también controlada por ligando. Se plensa que la translocacion
nuclear del GR es madiada por proteinas mediadoras que reconocen y se unen a
la NLS *.

Los receptores de esteroides pertenecen a una gran familia evolutivamente
relacionada con factores de transcripcion, conocida como superfamilia de
receptores nucleares. Esta familia cuenta con 48 miembros también incluidos los
receptores de hormonas tiroideas, acido retinoico y vitamina D junto con otros
receptores de variados ligandos'’.

Ha sido demostrada la existencia de un receptor especifico para T3 y T4 en la
membrana mitocondrial interna, que es el lugar donde ocurre la fosforilacién
oxidativa’.

Estos receptores sélo existen en los tejidos que responden a las hormonas de la
tiroides, estando ausentes en los otros tejidos reconocidamente insensibles a esas
hormonas, como el encéfalo y el testiculo’.
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3. TRANSDUCCION DE SENALES RELACIONADAS CON
RECEPTORES.

3.1 Receptores acoplados a proteinas G 12132749,

La vasta mayoria de los receptores de membrana, pertenecen a la superfamilia de
receptores unidos a proteinas G; los cuales actualmente se estima que ocupan
aproximadamente el 1% de los genes presentes en al genoma mamifero?. Las
proteinas G constan de tres tipos de subunidades: a B y y. La subunidad a es el
componente de fijacién del nucledtido de guanina y se cree que Interacciona
indirectamente con el receptor a través de las subunidades B y vy, a continuacion,
directamente con un enzima, lo que da como resultado la activacién de la enzima.
El caso mas conocido es el de la activacién de la enzima Adenlliiciclasa por
ligado de H-R y activacion de proteinas G, mecanismo que describimos a
continuacion®.

En realidad existen dos formas de la subunidad a, designadas a, la subunidad a
estimuladora y o; para la subunidad a inhibidora. Dos tipos de receptores, y por
tanto de hormonas, controlan la reaccién de la adenililciclasa: hormona-receptores
que dan lugar a una estimulacion de la adenililciclasa, y aquellos que dan lugar a
una inhibicion de la ciclasa (figura 3.1.1)%.
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Figura 3.1. 1 Componentes de un sistema adenllilciclasa sensible a hormona y composicién de las
subunidades®.

La hormona se une al receptor en la membrana figura 3.1.2 (Paso 1); esto
produce un cambio conformacional en el receptor que deja expuesto un sitio para
la filacion de proteina G subunidad B y (Paso 2); la proteina G puede ser tanto
estimuladora, Gs, como inhibidora, G;, en relacién con el efecto final sobre la
actividad de la adeniliiciclasa; el receptor interacciona con la subunidad B y de la
proteina G permitiendo que la subunidad a intercambie @ GDP unido por GTP
(Paso 3); la disociacién de GDP provoca la separacion entre la subunidad a y Ia
subunidad B y de |a protelna G con Io que an la superficie de la subunidad a de la
proteina G se origina un sitio de unién para la interaccién con la adenilato ciclasa
(Paso 4); la subunidad a se une a |la adenlliiciclasa y activa el centro catalitico, de
modo que el ATP es convertido en cAMP (Paso 5); el GTP se hidroliza a GDP por
la actividad GTPasa de la subunidad a, devolviéndola a su conformacion original y
permitisndo de nuevo su Interaccién con la subunidad B v (Paso 8); ol GDP se
asocia con la subunidad a y el sistema retorna al estado no estimulado en espera
de otro ciclo de actividad. Es importante destacar las pruebas que sugieren que
los complejos B, v pueden desempefiar funciones importantes en la regulacion de
determinados factores, incluida la adenililciclasa (figura 3.1.2)*.
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Figura 3.1. 2 Activacién de Ia adenililciclasa por uniéa de uns hormona a su receptor®.
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En el caso en que una proteina G inhibidora se acople al receptor, los fenémenos
son similares, pero la inhibicion de la actividad adenililciclasa puede producirse
aqui por interaccion directa de la subunidad a inhibidora con la adenililciclasa o,
alternativamente, la subunidad a inhibidora puede interacclonar directamente con
la subunidad a estimuladora del otro lado y evitar asi indirectamente la
estimulacién de la actividad adenllilciclasa. Diversos experimentos han pemnitido
identificar al menos 15 genes distintos que codifican las subunidades a en
mamiferos. También parece existir diversidad entre las formas B y y de mamiferos.
Se han descripto al menos 4 DNA¢ de subunidades 8 y probablemente un nimero
igual en las y*.

Un mecanismo similar de activacion de proteinas G se propone para la activacion
de la guanilatociclasa, enzima que cataliza la sintesis de GMP, a partir de GTP®.

3.1.1Segundos mensajeros

3.1.1.1AMP ciclico.
La formacidén de cAMP en la célula normalmente activa la proteina quinasa A, lo
que se denomina ruta de la proteina quinasa A. La ruta completa utiliza cuatro
moléculas de cAMP en la reaccion que forma un complejo entre dos subunidades
reguladoras (C), liberandose dos subunidades cataliticas (C) de la proteina
quinasa. Las subunidades cataliticas de proteinquinasa A liberadas son capaces
de fosforilar proteinas para producir un efecio celular (figura 3.1 3)%.
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Figura 3.1. 3 Regulaciéon hormonal de procesos celulares a través de proteina cinasas dependientes de
AMPe. El AMPc (*) generado por la accion de adenililciclasa se une a la subunidad reguladora © de la
proteina cinasa dependiente de AMPc . El resultado es la liberacion y activacion de la subunidad catalitica
©*,

3.1.1.2 IP3, DAG, Calcio-calmodulina.

El descubrimiento del regulador de la actividad de la fosfodiesterasa dependiente
de calcio proporciond la base para comprender la manera en que el Ca?" y el
AMP. interactian dentro de la célula. El término con el que se conoce ahora a la
proteina reguladora dependiente del calcio es calmodulina, una proteina de 17
KDa homdéloga a la proteina muscular troponina C en estructura y funcion. La
calmodulina tiene cuatro sitios para fijacion del calcio y la ocupacion total de estos
sittos conduce a un cambio notable de la conformacién, de modo que la mayor
parte de la molécula asume una estructura de hélice alfa. Se presume que este
cambio de conformacién confiere a la calmodulina la propiedad para activa o
inactivar enzimas (por ejemplo, adenil ciclasa, fosfolipasa Az, glicerol-3 fosfato
deshidrogenasa, piruvato carboxilasa, piruvato dashidrogenasa, proteina cinasa
e,

dependiente Ca®'ffosfolipido entre otras La interaccion de calcio con la
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calmodulina _(con el cambio resultante de actividad de la _yltima) es

conceptualmente analoga a la fijaclon del AMPc a la proteina ¢inasa v la
activacién subsiguiente de esta_molécula. Con frecuencia, la calmodulina es una

de las subunidades reguladoras de protelnas oligbmeras, entre ellas varlas
¢inasas y enzimas, participando en el metabolismo de combustibles como en la
generacién y degradacion de nucledtidos ciclicos y el transporte de iones.
Ademas de estos efectos, el complejo calcio/calmodulina regula la actividad de
numerosos elementos estructurales en las células. Entre ofros el complejo actina-
miosina del musculo liso, que esta bajo control beta adrenérgico, y varios procesos
meadiados por microfilamentos en las células no contréctiles inclusive la movilidad
de la propia célula, los cambios conformacionales, la mitosis, la lberacion de
granulos y la endocitosis*®.

Los niveles de calcio citosoélicos pueden modificarse tanto por ingreso del calcio
extracelular como por la liberacion desde su principal depdsito Intracelular: el
reticulo endoplasmico.

La vanacion de los niveles de calcio puede controlarse directamente por ligado de
la hormona al receptor (ej: neurotransmisores) tanto como a través de las
modificaciones en los niveles de IP3- DAG por accién de la fosfoilpasa C (ej:
insulina)*®.

Una hormona que opera a través de este sistema se une a un receptor especifico
de la membrana celular, que interacciona con una proteina G (Paso 1) (ver figura
3.1.4) segun un mecanismo similar al de la ruta de la proteina quinasa A y
transduce la sefial, lo que da como resultado la estimulacion de fosfolipasa C
(Paso 2). Esta enzima cataliza la hidrolisis de fosfatidllinositol 4,5-bifosfato (PIP2)
para formar dos segundos mensajeros, diacilglicerol (DAG) e inositol-1,4,5-
trisfosfato (IP3)  (Paso 3)*°.

El inositol 1,4,5-trisfosfato difunde hacia el citoplasma y se une a un receptor de
IP3 en la membrana de un depdsito de calcio, que puede estar separado del
reticulo endoplasmatico, o bien formar parte del mismo. Esta union da como
resultado la liberacidn de lones calcio, que contribuye a un gran incremento del
calcio citoplasmatico (Paso 4)*.
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Por otro lado, el IP3 se metaboliza por eliminacién progresiva de grupos fosfato
hasta formar inositol. Este se combina con acido fosfatidico (PA) para formar
fosfatidilinositol (P1) en la membrana celular. Este ultimo es fosforilado doblemente
por una quinasa para formar PIP2, que bajo estimulo hormonal ya puede entrar en
otra ronda de hidrolisis y formacion de segundos mensajeros (DAG e IP3). Si el
receptor todavia estd ocupado por una hormona, pueden producirse varias rondas
del ciclo antes de que se disocie el complejo hormona-receptor. Por tltimo, es
iImportante destacar que no todo el IP3 es desfosforilado durante la estimulacion
hormonal. Parte del IP3 es fosforilado mediante la IP3 quinasa para dar lugar a
inositol 1,3,4 5-tetrafosfato (IP4), que puede mediar en algunas de las respuestas
hormonales mas lentas o prolongadas —a través de la activacidn de cascadas de
quinasas/fosfatasas -con la modifiacion final de la expresion genética (figura 3.1.4)
El DAG activa la ruta de la proteina gquinasa C. SimultAneamente al aumento de
Ca2+ citoplasmatico inducido por el IP3, el cual procede de la hidrélisis de PIP2, el
DAG produce diversos efectos. El DAG activa una importante proteina quinasa de
serina/treonina denominada proteina quinasa C por su dependencia de caicio. El
aumento inicial del calcio citoplasmatico inducido por IP3 parece alterar de algin
modo la proteina quinasa C, de modo que ésta es translocada desde el citoplasma
hacia la cara citoplasmatica de la membrana plasmatica (Paso 5). Una vez
translocada, es activada por una combinacién de calcio, DAG y el fosfolipido
negativo de la membrana, fosfatidilserina. Tras su activacion, la protelna quinasa
C fosforila proteinas especificas en el citosol o, en ocasiones, en la membrana
plasmatica. Estas proteinas fosforiladas Hlevan a cabo funciones especificas que
no puaden realizar en el estado desfosforilado (Paso 6). Por ejemplo, una protelna
fosforilada podria migrar hasta el nicleo e incrementar la mitosis y el crecimiento.
Ademas, el sitema IP3-DAG puede modificar la actividad de una familia de
enzimas llamadas genéricamente fosfodiesterasas, de las cuales es mas
abundante la fosfodiesterasa 1 (FD1), cuya activacién permite la destruccién de
moléculas de cAMP. De este modo hormonas cuyo segundo mensajero es el IP3

pueden reducir los niveles de cAMP en forma indirecta®®.
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3.2 Recaptores con actividad enzimatica.

3.2.1Transduccién a través de tirosina cinasa: el receptor de.Insulina.

Las subunidades a del receptor de insulina se localizan fuera de la membrana
celular y aparentemente constituyen el sitio de unién de la insulina. El complejo
insulina-receptor experimenta una secuencia de activacidbn que probablemente
Incluye cambios conformacionales y fosforilaciones (autofosforilaciones) de
residuos de tirosina localizados en la porcidn citoplasmatica del receptor
(subunidades B). Esto da como resultado la activacién de la actividad tirosina
cinasa ubicada en la subunidad b, que ahora es capaz de fosforilar proteinas
citoplasmaticas que pueden transmitir la seflal de insulina al interior de la célula. El
resultado neto de estas fosforilaciones incluye una serie de efectos metabdlicos a
corto plazo, por ejemplo un aumento en la captacién de glucosa, asi como también
efectos a largo plazo de la insulina en la diferenciacién celular y el crecimiento.
Aunque, como ya se ha mencionado anteriormente, el propio receptor de la
insulina es una tirosina cinasa que se activa por la unién de la hormona, las
fosforitaciones que ocurren a continuacién se dan predominantemente en residuos
de serina y treonina. También se muestra que la insulina puedes estimular
simultdneamente la fosforilacion de algunas proteinas y la desfosforilacion de
otras. Ambos sucesos bioquimicos pueden conducir a la activacion o la inhibicién
de enzimas especificas implicadas en la mediacion de los efectos de la insulina.
Estos procesos opuestos (fosforilacion y desfosforilacion) mediados por la insulina
pueden sugerir que estas acciones pleiotropicas se deban a rutas separadas de
transduccion de seffal originadas a partir del receptor de la insulina. Los sustratos
de la tirosina cinasa del complejo insulina-receptor constituyen en la actualidad un
importante campo de investigacion; ya que las proteinas fosforiladas podrian ser
las responsables de los efectos de la insulina a largo plazo. La actividad directa de
fosforilacibn de Ia tirosina cinasa del receptor, podrla explicar también el
movimiento de receptores de glucosa (transportadores) desde el interior de la
célula hasta la superficie para dar cuenta del aumento en la utilizacion de glucosa
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celular en células que usan este mecanismo para controlar la incorporaciéon de

glucosa®.

Se plantea como esquema hipotético de la transduccion de la sefhal en la accion
de la insulina, lo siguiente (Ver figura 3.2.1).

Tras la unién de la hormona, el receptor de la insulina es autofosforilado en las
tirosinas y se activa la cinasa. El receptor fosforila sustratos intracelulares,
incluidas las proteinas IRS-1 y Shc, las cuales, después de ser fosforiladas, se
asoclan con proteinas que contienen dominios SH2, como p85, SYP o Grb2. La
formacién del complejo IRS1-p85 activa la P! 3-cinasa; el complejo IRS--SYP
activa la SYP lo cual conduce a la activacion del MEK. El complejo Shc-Grb2 hace
de mediador en la estimulacion de la unién de GTP a la P2 Ras, lo cual
desencadena una cascada de fosforilaciones. Estas fosforilaciones probablemente
se dan de forma secuencial, y en ellas interviene el protooncogén raf, la MEK, la
cinasa de MAP y la quinasa Il de SB. Es probable que el raceptor se acople por
separado a la activacion de una fosfolipasa C especifica que cataliza la hidrélisis
de las moléculas de glucosil-Pl en la membrana plasmatica. El inositol fosfato
glucano (IPG), producto de la reaccién anterior puede actuar como segundo
mensajero, especialimente en lo que se refiere a la activacion de fosfatasas de
sarinaftreonina y la posterior regulacion del metabolismo de la glucosa y los
lipidos®®.

(Abreviaturas: IRS-1, sustrato-1 del receptor de Ia insulina; SH, homologia src,
cinasa de MAP cinasa de la proteina activada por mitdbgenos; MEK, cinasa de

MAP; GPI, glucosil fosfatidil inositol; PLC; fosfolipasa C; SOS, "son of
sevenless".)*®
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Figura 3.2. 1 Esquema bipotético de la transduccién de sefial en Ia accidn de In insulina®.

3.2.2 Transducclén a través de serina/treonina cinasa.

La unién de TGF @ Induce la formacion de receptores multiméricos, muy
probabiemente heterotetrameros, que contienen receptores de tipos | y Il. Luego,
la subunidad tlpo Il fosforila los residuos de serina y treonina en un motivo de
sscuencia muy conservado en la region de la subunidad tipo | unida a la
membrana, por lo que estimula su actividad de cinasa’®,

El receptor de TGF B tipo |ll as un proteoglucano de superficle celular denominado
betagiucano, que parece regular la posibilidad de acceso del TGF B al
heterotetrdmero transductor de las sefiales de los receptores tipo | y tipo |l
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Figura 3.2. 2 Via de sefiales TGF L La fljacién do un ligando a los reccptores de tipo I y II, que son
serina/treonina cinasas, induce la formacion de recetores multiméricos. Los receptores de tipo Il fosforilan a
los receptores de tipo I en la regién ywxtamembrana. Los receptores activador tipo 1 fosforilan
especificamente los Smad regulados por el receptor (Smad-R) que luego se dimerizan en Co-Smad en el
citosol. E1 complejo Smad-R-Co-Smad se transloca hasta ¢l nicleo, donde se fija & secuencias reguladoras en
combinacién con factores de transcripcién ospecificos que llevan a Ia transcripcion de genes objetivo

especificos.?

3.2.3 Transduccién a través de guaniiato ciclasa.

El sistema de la proteina cinasa G, que se estimula por el aumento de cGMP
citoplasmitico. El GMP ciclico es sintetizado por la guanilato ciclasa a partir de
GTP. Al igual que la adenilato ciclasa, la guanilato ciclasa estd vinculada a una
sefal biologica especifica a través de un receptor de membrana. El dominio
extracelular de la guanilato ciclasa puede ejarcer la funcion de receptor hormonal.
Estd directaments acoplado al dominio citoplasmatico madiante un dominio que
abarca la membrana, que puede también aplicarse al receptor del factor
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atrionatriurético (ANF) también denominado sistema de la guanilato ciclasa-

receptor. Asi, una sola cadena polipeptidica proporciona el sitio de union de
hormona, el dominio transmembrana y Ia actividad guanilato ciclasa®®.

El ¢cGMP producido activa una proteina cinasa G, que posteriormente fosforila
proteinas celulares para que se expresen muchas de las acciones de esta ruta. Es
necesarlo conocer mas datos acerca de la proteina cinasa G*,

Otra molécula capaz de activar la ruta de la proteinquinasa G es el Oxido Nitrico,
producido por ejemplo, por las células endoteliales. El ¢cGMP también es el
mediador de la respuesta a la luz en los procesos de la visién. Aunque en estos
casos no se trata de sefiales del sistema endocrino

Mediante el uso de andlogos del ANF se ha mostrado que la mayoria de
receptores expresados en el riidn son "silenciosos” desde el punto de vista
bioldgico, dado que no pueden desencadenar una respuesta fisiologica. Esta
nueva clase de receptoras puede servir como un sistema periférico de almacenaje
y eliminacién, y de este modo actuar como tamponador hormonal que module los
niveles plasmaticos de ANF (figura 3.2.1)%.
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Figura 3.1 2 Modelo de regulacién de la actividad guanilato ciclasa tras Ia unién de una hormoma
peptidica®.
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3.3 Receptores que se unen a enzimas itinerantes (ahora receptor de

cltocinas clase 1).

A comienzos de los afios noventas, no obstante los descubrimientos anteriores
referidos a los mecanismos que involucraban a las sefales de transmision para los
receptores de Prolactina y Hormona de crecimiento.” Que fueron hasta entonces
pobremente esclarecidos, debido a la falta de un descubrimiento las Janus
Tyrosine Kinase (JAK) y las sefales de transducciébn de activadores de la
transcripcion (STAT). La via JAK/STAT una vez identificada como la primera y
mayor sefal en cascada responsable de los efectos de Prolactina y Hormona de
crecimiento®’.

En los dltimos seis afios numerosos reportes han descrito a las moléculas
involucradas en la interaccion que nos ayuda a conocer la nueva via de
sefializacion?’.

Los receptores de citosina se dimerizan después de que se activan al unirse con el
ligando, permitiendo la unién con proteinas JAC o (JAK por sus siglas en ingles)
que vlenen a activar y fosforilar residuos de tirosina sobre el receptor. En seguida,
los fosfatos de tirosina sobre el receptor ponen en movimiento una compleja
sefializacion mediante su union con otra serie de proteinas llamadas transductoras
y activadores de I[a transcriptasa (STAT, del inglés signal transducers and
activators of transcription). Entonces los STAT, unidos a su vez son fosforilados
por las JAC y dos dimeros de las moléculas de STAT (unidos a uno de los otros
dos fosfatos de tirosina). Finalmente los dimeros STAT/STAT disociados de los
receptores se dirigen al nicleo, donde regulan la transcripcion de genes
especificos. Este proceso de multiples pasos de sefializacibn provee sitios
atractivos para farmacos potenciales que estan bajo investigacién activa'.

" La capacidad de lse células madre embrionarias para convertirse en cualquler tipo de célula —lamada
pluripotencia- s tanto un beneficio como un problema paa los cientificos. “El gran retode este rabajo es
controlar y dirigir la diferenciacion celular”, dice Douglas Melton, bidlogo celular de Harvard. Indicarle a una
célula que forme sangre, y a otra, tejido de higado......Cual es el sacreto? Complejas comblnaciones de

factores de crecimiento y sefiales quimicas y genéticas conducen a un proceso que apenas se empieza a
descifrar,
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Figura 33, 1Modelo de la activacién génica medinda por IFNy a través de la fosforllacién y
dimerizacidén de In Statla. La JAK cinasa se activa cuando el receptor de [FNy se dimeriza al unirse al IFNy.
La JAK cinasa activada fosforila un residuo de tirosina especifico en mondmeros de Statla inactivos en el
citoplasma. La Statla fosforilada se dimeriza y ol dimero fosforilado se transloca hacia ¢l nicleo, en donde sc
une aalou clementos de respuesta correspondientes y promueve la transcripcion de los genes regulados por
IFNy.
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3.4 Receptores citoplasmaticos

Los receptores de las hormonas esteroides, ademds de ofros receptores
relacionados para ligandos no esteroides (como por ejemplo la hormona tiroidea,
ol &cido retinoico, la vitamina Ds), se sitGan en el interlor de la célula. Estas
hormonas acttian directamente sobre la expresién genética*®.

Existen ciertas diferencias entre los receptores de esteroldes con respecto a la
localizacion subcelular de las formas que no se unen al DNA de los receptores. El
receptor de los glucocorticoides (GR) y posiblemente el receptor de aldosterona
(receptor de mineralocorticoides, MR) parecen encontrarse en el citoplasma; por el
contrario, los otros receptores, podrian hallarse en el nucleo, probablemente
asociados con el DNA, aunque no necesariamente en lugares aceptores
productivos del DNA. El receptor de hormonas tiroideas puede tener localizacion
nuclear, citosélica o hallarse en la membrana de la mitocondria®®.
Mineralocorticoides y glucocorticoides estdn altamente relacionados, tanto
funcional como estructuralmente; sus receptores presentan una estructura en
gran parte homoéloga y se encuentran asociados en el citoplasma a protelnas
chaperonas, reconociendo en el nicleo la misma secuencia de DNA (elementos
de respuesta a hormona, HRE). Los HREs son enhancers de localizacion
variable. Pueden estar situados cerca de la region del promotor de los genes
regulados, de forma muy variable o muy lejos de él y, en algunos casos, formando
parte del primer intron®.

Los receptores de glucocorticoides, de mineralocorticoides, de progesterona y de
androgenos pueden unirse al mismo HRE del DNA. Por lo tanto, en un tipo celular
determinado, la cantidad y el tipo de receptor expresado determinara la
sensibilidad a la hormona y la funcién bioldgica.

En general los receptores intracelulares (no los de localizacion nuclear) pueden

asimilarse al siguiente mecanismo: (figura 3.4.1)*°,
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Figura 3.4 1 Modelo de accién de las hormonas esteroldes”.

3.4.1Mecanismo de accién de los glucocorticoldes.

Existen al menos tres modelos a través de los cuales los glucocorticoides (GCC)
pueden ragular la transcripcion de un gen:
1. Activacion a través de la unién del GR a un elemento positivo (GRE).
2. Represion a través de la unién del GR a un elemento negativo
(nGRE).
3. Interfarancia en la transcripcion a través de ia interaccién del GRE
con otros activadores de la transcripcién lo que da lugar a una regulacién
negativa.



Figara 3.4 2 Modelo de activacién gémica hormonodependiente por el recepior de glucocorticoldes
(GR). En ausencia de hormona, el GR estit unido a un complojo con 1a Hsp90 en ol citoplasma a través de su
dominio de unién al ligando (en pirpura claro). Cuando hay hormona, esta so difunde a través de Ia
membrana plasmitica y se fija al dominio de unién al ligando del GR, lo que ocasiona un cambio de
conformmcion en este dominio que libera al receptor de su asociacion con la Hsp%0. Luego, el receptor con su
ligando unido es translocado hacia el nicleo, en donde su dominio de fijacion al ADN (en naranjs) se une a
clementos do respuosta, lo que permite que su dominio de activacion (on verde) estimule la transcripcion de
los genes objetivo®.

3.4.1.1 Regulacién positiva

El GR ejerce su acciéon a través de su unidn a secuencias de DNA de estructura
palindrémica constituidas por dos medios sitios de 6 pares de bases, separados
por 3 pares de bases. Los GR, MR, PR (del inglés progesterone receptors) y AR
(del inglés androgen receptors) reconocen la misma secuencia: AGAACA. Esta
organizacion suglere que el receptor se une como dimero. Los GCC faclitan a
otros factores de transcripcion como NF1 (del inglés nuclear factor) y OTF1 (del
inglés octamer transcription factor) la Interaccion con el promotor*®.

67



Interferencle en
I traneeripeion

Figura 3.4 3 Mecanismo de accién de los glucocorticoides. £/ receptor interactia bien con el DNA a través
de GRE positivos o negativos o bien con otras proteinas como Fos/Jun (AP-1), NF-" B, CREB, etc lo que

conduce a lg activacion o a la inhibicidn de la trascripcién®™.

3.4.1.2 Regulacién negativa
La transrepresion por GCC no estd bien estudiada y existen pocos casos de genes
regulados a través de elementos negativos (n GRE). En los casos conocidos de
regulacién negativa es las interacciones proteina-proteina, donde el receptor
contacta con otras dos proteinas sin unirse directamente al DNA y reprimiendo la

transcripcion®®.
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Figura 3.4 4 los factores de transcripcion contienen los dominios de enlace n ADN y de transeripcién-
actlvaclén. Representacion esquematica de un factor de transcripeién (representado como un dimero similar
al mostrado anteriormente) y con ¢l mecanismo basal de transcripcion que reside en ¢l cuadro TATA del
promotor. Se cree que esta Gltima interaccidn estimula la transcripcion (o inhibe la transcrpcién si el factor es
un represor), alterando la conducta del mecanismo de transcripcion .
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4. TECNICAS BIOQUIMICAS DE EXTRACCION

IDENTIFICACION Y PURIFICACION DE RECEPTORES.

4.11dentificaclén y purificacién de receptores de superficie celular * * %1329,

Los receptores de hormona fijan ligandos con gran especificidad y afinidad
elevada. En la fijacidn de una hormona a un receptor intervienen los mismos tipos
de interacciones débiles —enlaces i6nicos y de van der Waals e interacciones
hidréfobas- caracteristicas de la unién especifica de un sustrato a una enzima. La
especificidad de un receptor se refiere a su capacidad para distinguir sustancias
muy relacionadas; por ejemplo, el receptor de insulina fija esta hormona y otra
relacionada, denominada factor de crecimiento simil Insulina 1, pero no otras
hormonas peptidicas .
La fijacidn de una hormona se suele presentar ¢como una reaccion reversible
simple,

R + H — RH — (Efecto)®.
Que se puede describir por la ecuacién
R]H]

_l
Ko [RH]

(4-1)

Donde [R] y [H] son las concentraciones de receptor libre y hormona,
respectivamente, y [RH] es la concentracién del complejo receptor hormona. Kp
es la constante de disociacién del complejo receptor-ligando y mide la afinidad del

receptor por el ligando. Esta ecuacién se puede escribir como
[RH] _ 1
Ry 1+ K,
[H]

Donde Rt es la suma de los receptores libres y ligados: [R]+ [RH]. Por su forma,

(4-2)

la ecuacidn 4-2 es similar a la de Michaelis-Menten, utilizada para analizar
reacciones enziméticas'>.

Cuento menor sea el valor de Kp, mayor sera la afinidad de un receptor por su
ligando. El valor de Kp es equivalente a la concentracion de ligando a la cual la
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mitad de los receptores contlenen ligando fijado. Si [H]=Kp, de la ecuacién 4-2

surge que [RH]=0.5 Rr.

Si el investigador cuenta con informacién adecuada de las estructuras moleculares
y las actividades bioquimicas de un grupo relativamente grande de congéneres
podra identificar las propiedades necesarlas para una accién 6ptima a nivel de su
receptor: tamafio, forma, poslicién y orientacién de los grupos con carga eléctrica o
donadores de enlace de hidrégeno y otros factores. Los adelantos recientes en la
quimica computacional, el analisis estructural de compuestos orgéanicos y la
medicién bioquimica de las acciones primarias de los farmacos a nivel de sus
receptores, han ampllado la cuantificaclon de las relaciones de estructura-

actividad y su empleo en el disefio de medicamentos’>.

4.1.1 Los receptores de hormona se detectan mediante ensayos de
fijacién.

lLos receptores de hormona son dificiles de identificar y purificar, sobre todo
porgue se encuentran en cantidades infimas. La superficie de una célula tipica
contiene 10.000 — 20.000 receptores para una hormona en particular, pero esta
cantidad sélo representa = 10° de la proteina total de la célula, o = 10 de las
proteinas de la membrana plasmatica. La purificacidn también es dificil porque
estas proteinas integrales de la membrana primero se deben solubilizar con un
detergente no iénico>.

Por lo general, los raceptores se detectan y se miden por su capacidad para fijar
hormonas radiactivas a una célula o a fragmentos celulares. Cuando se agregan
cantidades crecientes de una hormona con marca radiactiva a un a suspension de
células, la cantidad que fija a las células aumenta en un principio y luego
disminuye en forma gradual con concentraciones mayores (figura 4.1.1 curva A).
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Grafica 4.1 1 ldentificacién de los receptores especificos para insulina en la superficie de células por
fljacién de insulina radiactiva. S¢ incuba una suspensién de células durante una hora a 4°C, con
concentraciones crecientes de insuline marcada con 'I; se utiliza la baja temperatura para impedir la
endocitosis de los receptores de superficie celular. La curva A de fijacion total representa insulina unida de
manera especlfica a receptores de elevada afinidad, ademds de insulina unida en forma no especifica, con
menor afinidad a otras moléculas de la superficie celular. La contribucién de la union no especifica a la
fijacion especlfica, se determina mediante la repeticién del ensayo de fijacion en presencia de un exceso en
100 veces de insulina no marcada, que satura lodos los sitios especificos con afinidad elevada. En este caso,
toda la insulina marcada se fija a sitios no especificos, para dar la curva C. La curva B de fijacion especifica,
que se refleja en la ecuacion (3-2) se calcula como la diferencia entre las curvas Ay C. Para este receptor de
insulina, Kp es = 20nM (2X10® M) y la cantidad de moléculas receptoras por célula, Ry es = 30.000 B,

Gran parte de la hormona con marca radiactiva se une de manera especifica a su
receptor, pero algo se une en forma no especifica a otrasg proteinas y fosfolipidos
en la superficie celular. La unién no especifica de una hormona marcada se puede
medir mediante el ensayo de unién en presencia de un gran exceso de hormona
no marcada. Dado que los sitios de fijacion especificos (con elevada afinidad) son
saturables, bajo estas condiciones estaran todos unidos a hormona no marcada y
no fijaran hormona marcada. Pero los sitios no especificos no se saturan, por lo
que la fijacion de hormona marcada, en presencia de exceso de hormona no
marcada, representa las unionas no especificag (figura 4.1.1 curva C). La fljacién
especifica se calcula como la diferencia entre la unién total y la fijacién no
aspecifica.
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La cantidad de sitios de fijacion de hormona por célula se calcula a partir del valor
de saturacién de la curva de fijacion especifica (figura 4.1.1 curva B)™.

4.1.2 Los valores de Kp para receptorea de hormona de la superficie
celular se aproximan a las concentraclones de hormona circulante.

Por lo general, el valor de Kp de un receptor de hormona de superficle celular se
aproxima a los niveles sanguineos de su ligando. Las variaciones de Ia
concentracion de hormona se reflejan en variaciones proporcionales de la fraccion
de receptores ocupados. Si se supone, por ejemplo, que la concentracién normal
(no estimulada) de una hormona en la sangre es de 10° M, y que el Kp para su
receptor es de 107 M, y se sustituyen estos valores en la ecuacién 4-2, es posible
calcular la fraccion de receptores fijados a hormona (RH):
[rH] _ 1
R, 107
10”°

= 0.0099
1

En consecuencia, casi 1% de la totalidad de los receptores estara ocupado por la
hormona. Si la concentracidn de la hormona aumenta 10 veces, hasta 10° M, la
concentracién del complejo receptor-hormona se incrementa en proporcién, por lo
que alrededor de 10% del total de receptores tendra hormona fijada. Si la
respuesta celular inducida es proporcional a la cantidad de RH, como suele ser el
caso, la respuesta celular también aumentara 10 veces'.

Para muchos raceptores de hormona, la concentracion de ligando requerida para
inducir una respuesta celular maxima es inferior a la necesaria para saturar todas
las moléculas receptoras de una célula. De modo similar, la concentracion de
ligando que induce una respuesta de 50% de la maxima es inferior al valor de Kp
para la fijacion. En tales casos, la grafica de los porcentajes de unién maxima en
funcion de la concentracidon de ligando difiere del grafico de porcentaje de
respuesta celular maxima en funcidn de la concentracion de ligando (figura 4.1.2).
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Concontratién ralativa de ligendo

Graflca 4.1 2 Comparacién de las curvas de fijaclon y de respuesta para un receptor de superficie
celular y su lignnde. Como aqui se ilustra, la respuesta fisiolégica maxima a muchas hormonas tiene lugar
cuando s6lo una fraccion de los receptores de Ta célula esta ocupada por el ligando. En este ejemplo, 50% de
la respuesta maxima sc induce con una concentracion de ligando en la que solo esta ocupado el 18% de los
receptores. De modo similar, 80% de la respuesta méxima se induce cuando la concentracién del ligando
equivale al valor de Kp, con la cual esta ocupado 50% de los receptores ",

4.1.3 Las técnicas de afinidad permiten purificar proteinas receptoras®.

A menudo se pueden identificar y seguir los receptores de hormona de la
superficie celular mediante procedimientos de aislamiento con marca por afinidad.
En esta técnica se mezclan las células con un exceso de una hormona con marca
radiactiva para saturar los sitios fijadores de hormona en receptor especifico. Una
vez eliminada la hormona no fijada por lavado, se trata la mezcla con un agente
quimico que establece enlaces cruzados covalentes entre la hormona marcada
fijlada y el receptor. La mayoria de los agentes que establecen enlaces cruzados
contienen dos grupos que reaccionan c¢on grupos amino libres; por medio de la
reaccidn con un grupo amino en el receptor y con uno en el ligando fijado, el
agente establece el enlace cruzado covalente entre el receptor y el ligando. Un

ligando que tiene enlaces cruzados con su receptor permanece unido incluso en

* La concentracion tisular de la mayoria de los receptores es demasiado baja, unas 10 a 100
fmoles/mg de tejido®.

74



presencia de detergentes y otros agentes desnaturalizantes usados para

solubilizar las proteinas del receptor de la membrana celular.

La cromatografla por afinidad es otra técnica de uso frecuente en la purificacion de
receptoras de superficie celular que retienen su capacidad de fijacion de la
hormona cuando se solubilizan. En esta técnica se establece quimico entre el
ligando del receptor de interés y perlas de pollestireno. Se hace pasar una
preparacioén cruda, solubilizada con detergente, de las proteinas de membrana a
través de una columna que contiene estas perlas. Sélo el receptor se fija a las
perlas; el resto de las protelnas se elimina de la columna por lavado con liquido en
exceso. Cuando se hace pasar un exceso de ligando a través de la columna, el
receptor ligado se disocla de las perlas y es eliminado de la columna por elusién.
En principio, esta técnica es similar a la cromatografia por afinidad con anticuerpo,
salvo que se adosa un ligando de hormona a las perlas de la columna, en lugar de
un anticuerpo. En algunos casos, un receptor de hormona se puede purificar hasta

100,000 veces en un solo paso de cromatografia por afinidad.
4.1.5 Muchos receptores se pueden clonar sin purificacion previa.

En el caso de muchas hormonas de superficie celular, la cantidad de receptores
es demasiado pequefia para ser purificada mediante cromatografia por afinidad.
Por ejemplo, cada célula precursora nucleada de eritrocitos solo posee unos 1,000
receptores de superficie celular para la eritropoyetina, una hormona esencial para
el crecimiento de células precursoras y su diferenciacion en eritrocitos maduros.
Dado que el receptor de eritropoyetina constituye solo alrededor de 1 parte por
millén (10™ por ciento) del total de proteinas celulares, es imposible purificar
cantidades suficientes de la proteina receptora mediante técnicas bioquimicas
convancionales, con la finalidad de determinar sus caracteristicas o su secuencia.

En el presente es posible obtener proteinas receptoras clave mediante la
clonacion de ADN y otras técnicas de recombinacion de ADN, 1o que elimina la
necesidad de aislarlas y purificarlas de los extractos celulares. La técnica para la
identificacién y la clonacién de cADN codificador de una proteina receptora de
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interés, Se analiza una biblioteca de plasmidos de cADN preparada de celulas
productoras del receptor, mediante la transfeccion de los cADN a células que no
sintetizan el receptor en condiciones normales. Las células que captan el cADN
codificador de! receptor se detectan por su capacidad para fijar ligandos con
marcas radiactivas o fluorescentes. Una vez identificado el clon que contiene el
cADN del receptor se determina su secuencia y se deduce la secuencia del
receptor. Sistemas de expresién especlales, permiten la produccién de grandes
cantidades de receptor a partir del cADN clonado, que proporcionan proteina
suficiente para la caracterizacion de sus propiedades funcionales

En la actualidad la caracterizacién de receptores clioplasmaticos y de la
membrana celular son indispensables para administrar una terapia altamente
especifica y libre de efectos secundarios. ™

La clonacion molecular a menudo a revelado la presencia de varios subtipos
estrechamente relacionados de receptores, en casos en que se pensaba que
habla una sola especie y es ha demostrado que algunos subtipos se expresan en
forma diferencial durante el desarrollo. El conocimiento de log subtipos de
receptores es un punio de interés para el investigador y de utilidad para el clinico
que desea “manipularlos”.*
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4,2 C6mo se daescubren los nuevos receptores?

El proceso de descubrimiento sigue unos cuantos pasos clave que se resumen en
la figura 4.2.1. El proceso de definicion de un nuevo receptor (etapa 1 en la figura
4.2.1) se inicia con el estudio de las relaciones entre estructuras y actividades de
un grupo de farmacos sobre una respuesta medida convenientemente. La fijacién
de ligandos radiactivos define la abundancia molar y afinidades de fijacién del
recaptor supuesto, y constituye un método de andlisis para auxiliar en su
purificacién bioquimica. El analisis de la proteina receptora pura indica el nimero
de subunidades y su tamafio proporciona —a veces- un indiclo sobre como actia
(p. ej., autofosforilacion estimulada por agonista sobre residuos de tirosina,
observada con receptores para insulina y mucos factores de crecimiento).

Estos pasos “clasicos” en la identificacion de receptores sirven en la actualidad
comao un ejercicio de preparacion para una estrategia nueva dirigida a la clonacién
molecular del segmento de ADN que codifica al receptor (stapas 2 a 5 en la figura
4.2.1). La base fundamental de esta estrategia es la capacidad de identificar una
secuencia de ADN para receptor supuesto en una poblacién representativa de
cADN (por medio de inversotranscriptasa se obtienen secuencias de ADN
complementarias a sus ARN expresados en una ¢élula o tejido apropiados). Con
este fin (etapa 2), los investigadores emplean caracteristicas bioguimicas y
funcionales de la proteina receptora para extraer el ADN correspondiente. Una
colonia bacteriana que exprese el cADN puede ser diferencieda de otras colonias
que expresen ADN no relacionado, ya sea mediante un anticuerpo contra el
receptor puro en la bacteria que ponga en evidencia a la proteina receptora (2A) o
por hibridacién de las secuencias del ADN receptor supuesto (con base en la
secuencia de aminoacidos del receptor puro) con el ADN receptor de la bacteria
(2B). De manera alternativa, la poblacién de los cADN puede expresarse como
proteinas en oocitos de rana o células de vertebrados, y el cADN para receptor
supuesto puede ser detectado en virtud de la funcibn de sefalizacién de la
proteina (2C) o su capacidad de fijarse a un ligando especifico (2D). Una vez que
se ha identificado el cADN para receptor supuesto, es “validado” mediante una
comparacion cuidadosa de propledades funcionales y bioquimicas de la proteina

77



recombinante con las del receptor enddgeno que desencadend originalmente la
busqueda (3A). También se determina la secuencia basica del ADN para el
receptor (3B), de modo que puede deducirse la secuencia de aminoacidos de la
proteina receptora completa y compararse con secuencias de receptores
conocidos. Con base en estos criterios, sera posible anunciar la identificacién de
un nuevo receptor (paso 4).

Una cantidad y calidad considerablemente mayor de Informacion proviene de la
clonacién molecular del cADN que codifica un receptor nuevo respecto a la que se
obtiene por la identificacion de un receptor en la forma “clasica”. La secuencla de
aminoacidos deducida casl siempre semeja a la de receptores ya conocidos. Los
investigadores pueden colocar de inmediato al receptor nuevo en una clase
especifica de receptores conocidos, y la clase estructural indica cémo actua el
receptor (si se trata de una tirosina cinasa receptora, un receptor de siete regiones
transmembrana acoplado a proteina G, etc.). La secuencia de ADN constituye una
sonda para identificar células y tejidos que expresan el ARN mensajero que
codifica al receptor nuevo. La expresion de cADN en celulas cultivadas
proporciona al quimico farmacéutico un suministro ilimitado de proteinas
raceptoras recombinantes para realizar con precision tareas como analisis
bioquimico, pruebas de fijacion de agonistas y antagonistas, y desarrollo de
nuevos farmacos.

Finalmente (paso 5), el propio ADN para receptor constituye un instrumento para
identificar adn mas receptores. Los receptores de una clase o subclase
especificas contienen regiones altamente conservadas de secuencias de
aminoacidos similares o idénticas (y por lo tanto de ADN). Las secuencias de ADN
correspondientes a estas regiones conservadas pueden emplearse como sondas
para encontrar secuencias de receptores relacionados pero potencialmente
nuevos, yva sea por hibridacion ADN-ADN (2B), o como preparadores en una
reaccion en cadena polimerasa (PCR) disefada para amplificar secuencias de
ADN para receptor (2E). Estas sondas pueden conducir a la clonacion de ADN
que codifica a un receptor cuyo ligando es desconocido (un receptor “huérfano”);
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se busca entonces el ligando apropiado realizando pruebas sobre interacciones

funcionales y de fijacidn con el receptor recombinante.

4.2,1,Cémo identificar los factores de transcripclon?

Hay que empezar por delimitar las areas del ADN que controlan la expresion del
gen. Para ello se provocan deleciones (eliminacién de partes) o mutaciones
(intercambios de nucledtidos) del ADN de la region reguladora, y se mide el efecto
que producen sobre la transcripcion. Asl se localizan con exactitud, el promotor o
los genes multiplicadores (“amplificadores”).

Una vez localizadas las regiones de interés, tales como promotores o
multiplicadores, se procede a identificar las protelnas que es unen
aspecificamente a esas zonas. Uno de los métodos mas utilizados es el llamado
“retraso de ADN en geles”. En este caso, se radiomarca el fragmento de ADN que
contiene la region reguladora. Se lleva a cabo una electroforesis en gel de
poliacrilamida (matriz que tiene la propiedad de separar ADN o proteinas segin su
tamano mediante el paso de una corriente eléctrica continua).

Si an la mezcla de extractos nucleares con ADN existe una proteina que se fija a
este, se formara un complejo de proteina/ADN cuya migracion en el gel sera mas
lenta en comparacion con el ADN libre,

El siguiente paso consiste en clonar, es decir, aislar en gen que codifica a la
proteina reguladora que se fija al ADN para averiguar su secuencia de
nucledtidos. Se recurre, para ello, a los métodos cromatograficos, que sacan
partido de las propiedades fisicoquimicas de la proteina. La proteina suele
obtenerse totalmente pura tras el paso a través de una columna de
oligonucleétidos sintéticos (fragmentos de ADN), que contienen la secuencia del
ADN a la que se une la proteina.

Una vez purificada, conoceremos la secuencia de aminoacidos que la componen.
Prepararemos luego oligonucleétidos sintéticos, que se emplearan de sonda para
el clonaje del ADN. La sonda radiomarcada se hibrida (dado que contiene
secuencias complementarias) con el ADN de una genoteca (conjunto del ADN
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total de una céluta). De esta forma se puede identificar el ADN que dstermina la

proteina deseada.®
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5.-CONCLUSIONES

La importancia entre localizacion y especificidad de un receptor con su hormona
se visualiza por medio de un esquema de su clasificaciéon y por su estructura
molecular, de la ubicacion del receptor en la célula y de la forma de este, derivan
procesos importantes como el reconocimiento, activacién y tranaduccion de la
sefial o mensaje bioquimico; mismo que repercute en las habilidades metabdlicas
de la célula y por lo tanto en el tejido — érgano del cual es blanco.

Ha sido posible mediante este trabajo definir y clasificar a los receptores
hormonales, las vias de sefializacidén que estas moléculas activan destacando: la
participacién de segundos mensajeros, de receptores con actividad enzimatica y
aquellos que se unen a enzimas itinerantes, asi como distinguir entre
citoplasmaticos y nucleares. Por lo que se sugiere este material docurnental para
gula y consuita del alumno que cursa la carrera de Quimico Farmacéutico Bidlogo
en especial la asignatura de Bioguimica de Sistemas.
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