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1. INTRODUCCION

Las células de organismos pluricelulares estdn en permanente intercomunicacién a través
de sefales de todo tipo (hormonas, citocinas, factores de crecimiento, pequefios péptidos,
entre otros) que regulan la proliferacién, diferenciacién, el metabolismo, el
comportamiento celular, e incluso la muerte celular programada (apoptosis). Cuando estas
sefiales llegan a las células blanco, interaccionan con sus respectivos receptores y se
produce la activacion de vias especificas de transduccion de sefiales. Posteriormente, las
sefiales son transmitidas hacia el interior de la célula, hasta los puntos en que se regula el
metabolismo, la transcripcidn y traduccion de genes para generar la respuesta adecuada.
Cada seiial extracelular es traducida a través de multiples vias o cascadas de sefializacion,
en las que intervienen numerosas proteinas que ganan y/o pierden su actividad bioldgica
mediante diversas modificaciones tales como fosforilacion, desfosforilacién y translocacién
intracelular. Algunos estudios nos indican que las células han disefiado un complejo
entrelazado de vias de sefializacion donde diversas vias pueden ser activadas por distintas
hormonas en un mismo contexto celular. Por lo tanto, las distintas respuestas celulares
dependeran en gran medida del conjunto de vias, iguales o distintas, presentes en las

células blanco, que cada sefial extracelular sea capaz de estimular?.

La regulacién de los procesos de sefializacion se puede dar a distintos niveles. La existencia
de redes de sefializacién intracelular ofrece, por lo tanto, grandes posibilidades de
modulacion de las respuestas celulares con base a la regulacion cualitativa, cuantitativa o
temporal de los diversos componentes de la red en cada tipo celular. Por ejemplo, en una
célula, pequeiias variaciones en los niveles locales de un factor de crecimiento puede que
module las sefales resultantes o incline a la célula hacia la divisién en vez de conducirse a
otros tipos de respuestas?. Por tal motivo es importante revisar los conceptos basicos de
respuesta a los farmacos, considerando el término receptores, las propiedades de los
receptores que regulan los efectos de sus ligandos, los mecanismos efectores como la
transduccion de sefiales, la concentracion de los receptores, la teoria cuantitativa de los

receptores, la relacion entre la union ligando-receptor y el tiempo, la terapéutica y relaciéon



dosis-respuesta, dindmica de los receptores y la relacién concentracidn-respuesta,
acoplamiento receptor-efector, relacién entre intensidad y curso temporal de los efectos
de un farmaco, agonistas y antagonistas a los receptores de los fdrmacos, transactivacion y
transrepresioén, transduccién de sefiales, receptores acoplados a proteinas G (GPCR),
proteinas G, su estructura y sus efectores, dimerizacidon de los receptores acoplados a
proteinas G y su desensibilizacidn, heterodimerizacién y modulacién de los GPCR, cambios
en la farmacologia y en la seiializacién del receptor, fisiopatologia de los heterémeros de
los receptores acoplados a proteinas G, blancos de los heterodimeros de los receptores

acoplados a proteinas G.

Es importante la identificacidon de estructuras a corto plazo, lo que ayudara a una mejor
compresion de los mecanismos moleculares de activacidn e inhibicion de estos receptores,
especialmente en el entorno extremadamente complejo en el que ahora nos encontramos:
multiplicidad de centros de unidn (centros alostéricos cuya ocupacién modula positiva o
negativamente la actividad del centro ortostérico), multiplicidad de vias de sefalizacién
para un mismo receptor y homo- y heterodimerizacion entre los receptores. Por su
complejidad y presencia en multiples procesos fisioldgicos, los GPCRs constituyen un
sistema ideal para la investigacion basica en biologia, quimica computacional, farmacologia

e investigacién aplicada a través de la busqueda de farmacos mas potentes y seguros3.

Un amplio espectro de enfermedades -inmunoldgicas, cardiovasculares, metabdlicas,
neurodegenerativas, psiquiadtricas y oncoldgicas- esta relacionado con el funcionamiento
anomalo de estos receptores, lo que los convierte en la familia de blancos terapéuticos mas
importante de la industria farmacéutica3. Por lo que el objetivo de este trabajo es recopilar
la informacién bibliohemerografica-electrénica de los procesos de homodimerizacién vy
heterodimerizacion de receptores acoplados a proteinas G para determinar su utilidad

como una estrategia farmacoldgica y terapéutica.



2.0BJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Integrar la informacién de los procesos de homodimerizacidn y heterodimerizacién de
Receptores Acoplados a Proteinas G (GPCR) llevando a cabo wuna revisién
bibliohemerografica-electronica con la finalidad de determinar su utilidad como una

estrategia farmacoldgica y terapéutica.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Determinar los conceptos basicos de la respuesta a los farmacos, mediante la
informacién consultada para definir: fdrmaco, receptor y sus propiedades, unién farmaco-
receptor, dindmica de los receptores, agonista, antagonista y teoria cuantitativa de los

receptores para relacionarlo con la respuesta farmacoldgica y el efecto farmacoldgico.

2) Conocer los diferentes eventos del acoplamiento entre el receptor acoplado a una
proteina G (GPCR) y el fdirmaco mediante la informacidn consultada para determinar su
dindmica mediante los mecanismos bioquimicos que se desencadenan y dan como
resultado los procesos de activacidn, inhibicién, desensibilizacion, fosforilacion e

internalizacion de receptores.

3) Analizar el proceso de transduccién de sefiales de acuerdo a la concentracién del
farmaco y ocupacion de receptores mediante su cuantificacién, afinidad y actividad
intrinseca de la unién farmaco-receptor relacionado con el tiempo, respuesta y terapéutica,

asimismo entender la dindmica de los GPCRs.

4) Conocer la dimerizacién de receptores mediante la busqueda de informacion sobre
los procesos de homodimerizacidon y heterodimerizacion de GPCRs para determinar la
consecuencia bioquimica entre éstos, dando como resultado un efecto farmacoldgico

disminuido o aumentado.



5) Determinar la importancia de los procesos de homodimerizacion vy
heterodimerizacién de GPCRs, mediante el analisis de las vias de sefializacidon implicadas en
cada respuesta farmacoldgica para comprender las ventajas como una nueva estrategia

farmacoldgica y terapéutica.



3. METODOLOGIA.

3.1 En el presente trabajo se realizé una busqueda de fuentes documentales
disponibles en la FES Cuautitldan, en la biblioteca interna del laboratorio de
Farmacologia del Miocardio y mediante libros digitales, articulos disponibles en la
hemeroteca de la Facultad y a través de la base de datos de Pubmed y Google

académico

3.2 Se realizé la busqueda bibliografica o Consulta de bases de datos y fuentes
documentales. Estableciendo una estrategia de busqueda, especificando los

criterios de seleccién de documentos para organizar la informacion.

3.3 Se identificé y se redacté la informacidn necesaria para entender los
temas relacionados con receptores, vias de sefializacién, receptores
acoplados a proteinas G y los procesos de homodimerizacién vy

heterodimerizacion.

3.4 Se resumié la informacién acerca de los procesos de homodimerizacion y

heterodimerizacidon y se identificaron los aspectos relevantes para tener el

conocimiento sobre el temay proporcionar el material Gtil para su entendimiento.

3.5 Se determind la importancia de los procesos de homodimerizacion y

heterodimerizacion como blancos de respuesta farmacoldgica y terapéutica

3.6 Se finalizd con la redaccién de la tesis
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4. MARCO TEORICO

4.1 RESPUESTA A LOS FARMACOS 5675

La dosis es la cantidad especificada del agente terapéutico que se aplica al paciente, de
manera independiente a la via de administracion (oral, intravenosa, subcutdnea e inhalada,
entre otras). Las dosis suelen expresarse en cantidades (p.ej., mg., ml) la concentracién
(molaridad) que alcanza en el sitio de accién es la medida que nos define los efectos
bioldgicos y fisioldgicos de los farmacos. Existen tres paradmetros que definen la respuesta
de un paciente a un farmaco, la correspondencia entre la cantidad de farmaco que recibe,

su dosis y la magnitud de la respuesta a esto se le conoce como relacion dosis-respuesta.

La farmacocinética estudia el curso temporal de las concentraciones de los fdrmacos en el
organismo y construye modelos para interpretar estos datos y por tanto para valorar o

predecir la accion terapéutica o téxica de un farmaco.

La farmacocinética es la descripcion cuantitativa de la rapidez con que avanzan los diversos
pasos en la disposicion del farmaco; estos son: 1. Absorcién de farmacos que les permite
llegar al sistema circulatorio general; 2. Distribucidn a diversos érganos y tejidos del cuerpo,
y 3. Eliminacién por biotransformacién y excrecion. La velocidad de estos procesos sirve
para dos objetivos. En primer lugar, determinan con cierta precision el destino de los
medicamentos en el cuerpo y, de esa manera, posibilitan el estudio de los factores que lo
condicionan. En segundo lugar, se usan para calcular y seleccionar vias, dosis y frecuencias

de administracion de farmacos.

A la rama de la farmacologia que estudia los mecanismos moleculares de la accién de los
farmacos y las consecuencias de su interaccion con los sistemas bioldgicos se le denomina

farmacodinamia.



4.1.1 RECEPTORES*910,

Todas las células tienen receptores, estos son estructuras macromoleculares de naturaleza
proteica que se encuentran en las membranas celulares, en el citoplasma y en el nucleo.
Los receptores tienen dos funciones esenciales: reconocer al ligando y propagar el mensaje.
Esto se hace por dos dominios diferentes, un dominio de unién que actia como sitio de
union del ligando. La unién del ligando al receptor depende de la especificidad y la afinidad.
La especificidad de un receptor se refiere a la capacidad de fijar un ligando con preferencia
a otro. La afinidad se refiere a la fuerza de unién entre el receptor y el ligando medida por

la constante de equilibrio Keq 0 por la constante de disociacion Kp.

Los receptores son generalmente proteinas transmembrana, que se unen a moléculas de
sefializacion fuera de la célula y, posteriormente, transmiten la sefial a través de una
secuencia de interruptores moleculares para vias de seializacién interna. Habitualmente,
la sefial de entrada se produce en forma de impulso nervioso o sefiales quimicas. Una de
las interacciones con los receptores es la que se lleva a cabo cuando se introduce un
farmaco al organismo, este suceso fundamental de interaccion Farmaco-Receptor inicia la
comunicacidn a través de las moléculas de senalizacidn a las cuales se les llama primer
mensajero estas moléculas cuentan con gran diversidad funcional y estructural, con
receptores acoplados a canales idnicos, a proteina G, cataliticos o reguladores de
transcripcion del ADN, asi como la ayuda integrada de segundos mensajeros. El farmaco se
une al receptor para iniciar sus efectos; un grupo importante de estos receptores esta
compuesto por proteinas que normalmente actian como receptores para ligandos

enddgenos, como son: hormonas, neurotransmisores y factores de crecimiento.

4.1.1.1 PROPIEDADES DE LOS RECEPTORES QUE REGULAN LOS EFECTOS DE SUS
LIGANDOS*7:9,

Gran parte de los farmacos actuan sobre receptores de mediadores enddgenos, actian

también estabilizando una determinada conformacién del receptor ya sea activa, inactiva



o intermedia, es asi como surge el concepto de agonista y antagonista [Cell Signalling]. Los
receptores poseen dos actividades afines: unién de ligandos (farmacos) y activacion de mecanismos
efectores o agonismo. Cabe sefialar que la unién de los ligandos puede presentarse en ausencia de
agonismo, base para el desarrollo de antagonistas terapéuticos que bloquean la capacidad de

receptores especificos para producir sefiales fisiopatolégicas dafiinas.

En la relacion dosis/concentracién-respuesta se sugiere que la magnitud de los efectos
farmacoldgicos distales inducidos por los ligandos es proporcional a la fraccién de ocupacion de los
receptores. Para ello se ocupan dos parametros fundamentales: afinidad y especificidad. La primera
es la capacidad que posee un farmaco para unirse con el receptor especifico y formar el complejo
farmaco-receptor y se refiere a que tan “atractivo” es el ligando para el receptor, es decir la
intensidad de las interacciones ligando-receptor. La segunda refleja la complementariedad alta que
define a las interacciones ligando-receptor, se refiere a la capacidad de este para discriminar entre
una molécula de ligando de otro pese a que estas puedan ser muy similares y que se asemeja a la

complementariedad entre cerrojo y llave.

La estructura quimica del ligando y su sitio de unidén complementario en el receptor contienen la
informacidon que codifica la afinidad y la especificidad. Se ha revelado que muchos farmacos
muestran una correlacion muy intensa entre estructura, afinidad y especificidad para producir los
efectos farmacolégicos. Es asi que la estructura del ligando tiene un efecto profundo sobre su
actividad (relacién estructura-actividad y su sitio de unidn). Experimentalmente se ha observado
que los farmacos interactian con receptores proteicos que contienen conformaciones
tridimensionales especificas, y que por lo general requieren un minimo de tres puntos de contacto
para permitir la uniéon. Cambios ligeros de estructura o composicidn del farmaco pueden alterar de

manera notable su afinidad y especificidad.

Para poder interactuar con un receptor fisioldgico, la molécula del farmaco debe tener tamario,
carga eléctrica, forma y composicién atomica apropiados; cumplidos los requisitos especificos, se
combina de manera reversible (en la mayoria de los casos) o irreversible (muy pocos casos), con la

molécula receptora.

Las fuerzas que disminuyen la estabilidad de las interacciones farmaco-receptor incluyen la
repulsion electrostatica de cargas iguales y las limitaciones estéricas que derivan de las

caracteristicas tridimensionales, que incluyen nubes de repulsién de electrones, enlaces quimicos



inflexibles y cadenas laterales organicas voluminosas. Por dltimo las uniones covalentes se forman
cuando dos atomos comparten un par de electrones, estas uniones son muy fuertes vy
habitualmente irreversibles, por lo que el complejo farmaco-receptor que se forma es

practicamente permanente y genera efectos de muy larga duracién.

La reversibilidad permite la induccién de eventos de sefializacién distales una vez que ocurre la
asociacion ligando-receptor y la ocupacién de los receptores, no obstante, esos eventos terminan

cuando se produce la disociacién ligando-receptor.

Las fuerzas que gobiernan la interaccidn entre los 4tomos y entre las moléculas son la base de las

interacciones entre los fadrmacos y sus receptores; asi se describe cuatro tipos de enlace:

4.1.1.1.1 Fuerzas de Van der Walls?2

Son fuerzas débiles de enlace, presentes en innumerables compuestos y que actian entre todos los
atomos que estdn en cercania mutuamente. La fuerza de atraccion de estas uniones es
inversamente proporcional a la sétima potencia de la distancia de separacién entre atomos o

moléculas.

Cuando el farmaco y su receptor pueden estar en estado comun, esas fuerzas adquieren enorme

importancia. Cuanto mas especifica es la molécula, mayor es la contribucion de estas fuerzas.

Fuerzas

Intermoleculares o
de Van der Waals ,_.U Figura 1. Las fuerzas de van der Waals son fuerzas de
estabilizaciéon molecular (dan estabilidad a la unién

U entre varias moléculas), también conocidas como
atracciones intermoleculares o de largo alcance y son

u\. Eiole u\. las fuerzas entre moléculas (fuerzas entre molécula—

(| ' molécula).
Enlaces Moleculas . . (L .
u Son fuerzas mas débiles que las internas que unen la

V/Q molécula ya que dependen exclusivamente del
tamafio y forma de la molécula pudiendo ser de

u atraccion o de repulsion. Son tan débiles que no se las

puede considerar un enlace, como el enlace
covalente o idnico, solo se las considera una
atraccion. Recuperado de Ciencias Naturales(2015):

goo.gl/EBrdko



Las fuerzas de Van der Waals son las fuerzas atractivas o repulsivas entre moléculas (o entre partes
de una misma molécula) distintas a aquellas debidas a un enlace (covalente, idnico o metalico).

Incluyen a atracciones entre &tomos, moléculas y superficies fuera de los enlaces normales.
4.1.1.1.2 Uniones de hidréogeno *3

Muchos atomos de hidrégeno poseen una carga positiva parcial en la superficie, y forman enlaces
con atomos de oxigeno y de nitrégeno cargados negativamente. Al actuar a mayores distancias que
las fuerzas de Van der Walls no es importante un acercamiento de las moléculas para lograr su

efecto.

Estos enlaces junto con las fuerzas de Van der Walls, constituyen la masa de casi todas las

interacciones entre fdrmaco y receptor.
4.1.1.1.3 Uniones idnicas.

Los enlaces de este tipo se forman entre iones con carga opuesta, por ejemplo acetilcolina positivo
y cloruro negativo. Su importancia puede apreciarse claramente en el caso de los agentes
bloqueadores neuromusculares de enlaces idnicos que actian a una velocidad muy grande. Estos

tipos de enlace se disocian reversiblemente a temperatura del cuerpo.

Figura 2. Uniones idnicas. El enlace idnico involucra la formacién de un sélido cristalino ordenado, en el que
se distribuyen espacialmente los cationes y los aniones siguiendo un patrén similar al de un papel mural, pero
dispuestos de manera tridimensional. Tomado de https://goo.gl/PW1C56
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4.1.1.1.4 Uniones covalentes -

Estos enlaces se forman cuando un mismo par de electrones es compartido por &tomos adyacentes
y de ellos depende la cohesion de las moléculas organicas. Esto no es comin en farmacologia.
Debido a su fuerza y a la dificultad de reversién o de ruptura que los caracteriza, los farmacos con
este tipo de mecanismos poseen efecto prolongado. La cloroquina, la dibencilina, los
anticolinesterdsicos, organofosforados, son ejemplos de sustancias que forman estos enlaces. Estos

compuestos tienden a ser téxicos.

Figura 3. Enlaces quimicos covalentes. En este
tipo de unién hay un equilibrio estable entre las
fuerzas de atraccion y repulsion de los atomos, ya
gue comparten un electrén.

Tomado de https://goo.gl/N2g6nc

La localizacidn del lugar de accion de los farmacos, lo que significa en muchos casos la ubicaciéon del
receptor sobre el que ejercen su accion, viene determinada por las propiedades fisico quimicas de
la sustancia biolégicamente activa. Es facil comprender que sustancias polares e hidrosolubles, que
no pueden atravesar las barreras lipidicas celulares, ejerceran su efecto con mayor probabilidad
sobre receptores situados sobre la membrana celular (sustancias endégenas como catecolaminas,
acetilcolina y las hormonas peptidicas). Por el contrario, farmacos liposolubles que atraviesan las
membranas celulares, tienen su accion en un lugar intracelular (vesiculas de secrecion,

mitocondrias, enzimas solubles) o también en el nucleo o sus acidos nucleicos.
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4.1.1.2 MECANISMOS EFECTORES: TRANSDUCCION DE SENALES.*®!3 Una vez unido, un
ligando induce una alteracidn del receptor que propaga la sefial al interior de la célula de
manera que modifican (inhiben, aumentan) su actividad particular. Los mecanismos
efectores permiten que la informacién que contiene el ligando se traduzca en una
respuesta celular. Esta informacion se denomina transduccion de sefiales y toma muchas

formas al interior de la célula.

Los eventos generados por el receptor activado estimulan la actividad catalitica de
proteinas destinatarias del citoplasma. Estas proteinas pueden ser activadas directamente
por la sefial originada en el receptor a través de un efector cuyo producto es una pequeiia
molécula conocida como segundo mensajero (Figura 4). La actividad de las proteinas
destinatarias, estimulada por la unién del ligando o por el segundo mensajero, es alterada
por modificaciones covalentes y por cambios posteriores de conformaciéon o nimero de

subunidades.

LIGANDO

RECIEPTOR
l

Proteina G TRANSDUCTOR

'

AC, PLC, etc. EFECTOR

'

AMPc, Ca2+, etc. SEGUNDOS MENSAJEROS

l v

PKA,PKC, MAPK, etc. PROTEINA DESTINATARIA

Il
EXPRESION GENICA

Figura 4. Vias de transduccién de sefiales generadas por la union del ligando a sus receptores. Tomado de
Taleisnik, S. (2006) Receptores celulares y la transduccién de sefiales. Cordoba: Encuentro Grupo Editorial.
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4.1.1.3 CONCENTRACION Y OCUPACION DE RECEPTORES.*

Las respuestas integradas de células, tejidos y organismos a los ligandos guardan
proporcién directa con el nimero de receptores que se ocupa. Asi, a mayor el nimero de
receptores ocupados, mayor la respuesta al ligando, hasta el punto en el cual se saturan
los mecanismos de sefializacion celular y no pueden desencadenar acciones adicionales. La
probabilidad de que un receptor se ocupe tiene relacion directa con su afinidad por el
ligando. La concentracion del ligando en su sitio de accidn controla la ocupacién de los
receptores y, por ultimo, el efecto que resulta. La dependencia que tienen la ocupacion del
receptor y las respuestas a la concentracidn del ligando conforman la base de la relacion
concentracién-respuesta, uno de los principios centrales de la farmacologia que

fundamenta la actividad de los farmacos.

Las interacciones farmaco-receptor dependen tanto de la concentracion como del tiempo
y aqui las respuestas se consideran una vez que el sistema alcanzé el equilibrio y la
ocupacion del receptor es independiente del tiempo. Estas interacciones dependen de la
concentracion y los incrementos de la concentracidn del ligando e inducen aumentos en la
ocupacion del receptor. No sélo eso, sino que la ocupacion del receptor es gradual, e
incrementos pequefios de la concentracién del ligando desencadenan aumentos pequefios
de la unién, en tanto los cambios intensos de la concentracién producen aumentos

significativos en la union. Por otra parte, la ocupacién de los receptores es saturable.

La relacion entre afinidad, concentracion de farmaco y ocupacién de los receptores puede
expresarse a través de la constante de disociacion en equilibrio (Kg), la concentracion del
ligando que permite la ocupacion de 50% de los receptores en condiciones de equilibrio.
La Kq es la expresion directa de la afinidad del complejo ligando-receptor. Cuando la
afinidad del complejo ligando-receptor es alta, se requieren concentraciones bajas de
ligando para producir ocupacién del receptor, y la Kq es baja. Por el contrario, cuando la
afinidad del complejo ligando-receptor es baja, se requieren concentraciones altas de

ligando para lograr la ocupacién del receptor, y la Kq es alta. La Kq es un pardmetro Unico
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para cada complejo ligando-receptor. Ademas, la Kq representa la ocupacién de 50% de los

receptores.
4.1.2 TEORIA CUANTITATIVA DE LOS RECEPTORES Y ANALISIS DE SCATCHARD. 1415

Clark (1885-1941) aplicé al estudio cuantitativo de la interaccion farmaco-receptor y su
manifestacion mensurable, el efecto farmacoldgico, la ley de accidon de masas, fundando la
llamada teoria de la ocupacién de los receptores. En ella, la combinacién del farmaco con
su receptor y su consecuencia, el efecto bioldgico, son analizados en base al modelo de
cinética enzimatica desarrollado por Michaelis-Menten, de manera parecida a la unién de
un sustrato con la enzima para producir un producto. Asi, para el caso de la interaccion
farmaco-receptor, a mayor el nimero de receptores ocupados, mayor la respuesta al
ligando, hasta el punto en el cual se saturan los mecanismos de sefializacién celular y no
pueden desencadenar acciones adicionales. La probabilidad de que un receptor se ocupe

tiene relacién directa con su afinidad por el ligando.

Asi, si un ligando L se combina con un receptor R:

Asociacion kil
L+R ¢ LR
Disociacion k2

b

Donde L es el numero de moléculas del ligando, R el nUmero de moléculas del receptor, y
LR es el niUmero de receptores ocupados. ki indica la constante de velocidad de asociacion
del complejo ligando-receptor y kz, la constante de velocidad de disociacién del mismo y

en equilibrio estas son iguales.

Para un sistema ligando-receptor que se mueve hacia el equilibrio:

[L] + [R] ki > [LR] ka > [L] + [R]

Donde ki y k2 son las constantes de las velocidades de asociacién y disminucién del

complejo respectivamente, y [L] y [R] las concentraciones de ligando y de receptor libres.
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Una interaccion de alta afinidad significa el predominio de LR es decir que el equilibrio es
hacia la derecha o que la constante de equilibrio K es grande, donde

k= IR o

Y k1 es mas grande que kz. En vez de una constante de equilibrio de asociacidn, la expresion
puede ser invertida

LRl _ ko

[LR] Iy

Kp =

(1]

Ko es la constante de disociacion. También es la concentracién del ligando que, en
equilibrio, produce la ocupaciéon del 50% de los receptores. Si el nimero total de la

concentracion de receptores es R: tendremos que

[R] = [Re] - [RL]

Sustituyendo [R] en la ecuacion [1] tendremos

[LR] _ [
[E:] [L]1+Kp

pri-BIL o pRI_Rg [
[L]+EKp L] +Kp

Graficando esta ecuacidn se obtiene una hipérbola cuando el eje de ordenadas es [LR] y el
de las abcisas [L]. (Figura 5 A). Por la representacién de Scatchard (Figura 5 B) se puede
cuantificar el niumero de receptores disponibles por la interseccién de la recta con el eje de

las abscisas [R].
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Figura 5. Curvas de saturacion. A. concentracion del complejo ligando-receptor relativa a la concentracion de
ligando libre. B. representacidon de Scatchard. Tomado de Taleisnik, S. (2006) Receptores celulares y la

transduccidn de sefales. Cordoba: Encuentro Grupo Editorial.

En estudios realizados sobre receptores, las concentraciones de ligando y las del complejo
ligando-receptor pueden cuantificarse, mas no asi la concentracion total de receptores
debido a que los que no presentan unidn y se encuentran libres (sin ligandos) se mantienen
silentes en el sistema. De ahi que se utilice una extrapolacién de las ecuaciones mostradas

antes, derivadas por Scatchard, para cuantificar las afinidades entre ligandos y receptores

y las densidades de receptores.!?

si LI [RT-LR] _ Kp .entonces
[LR]

[LI[RT - LE]
TN S IR
Ko [LR]

16



y, después del despeje:

En su forma mas simple una grafica en que se describa el ligando unido/libre ([LR]/[L])
contra el ligando unido ([LR]) produce una isoterma lineal con una pendiente negativa de
(-1/Kp) y la interseccién de X en los valores RT o Umax (figura 6). Debe ser evidente que los
complejos ligando-receptor con afinidades altas relacionados ahora con los Kp bajos
producen graficas de Scatchard con pendientes en declive. Por el contrario, los complejos
ligando-receptor con afinidades bajas relacionados con Kd elevados producen curvas con
pendientes poco marcadas. Por otra parte, la interseccién en el eje de las X representa el
numero maximo de sitios de union (RT, Umax) debido a que se trata del punto tedrico en
el cual se presenta unién en concentraciones infinitas del ligando, en el cual todos los
receptores disponibles deben estar saturados. En condiciones mdas complejas, los ligandos
podrian unirse a mas de un receptor o a receptores con mas de una condicion de afinidad,
lo cual produciria graficas curvilineas, con pendientes e intersecciones asociadas que
representan las interacciones ligando-receptor diversas que las constituyen. El andlisis de
Scatchard es uno de los métodos estdndares para analizar los datos experimentales de
union de receptores, con el objetivo de cuantificar la afinidad de los ligandos y el nimero

de receptores.
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Figura 6. Analisis de Scatchard del equilibrio de las interacciones ligando-receptor. La ocupacién del receptor
que se cuantifica con concentraciones distintas de ligando, que de manera caracteristica se utiliza para
generar trazos concentracion-unién (arriba), se aplica para calcular el valor ligando unido/libre (eje Y) que
luego se grafica contra ligando libre (ejeX). Los trazos que se obtienen tienen una pendiente caracteristica
que corresponde a -1/Kp, y una interseccion en X en el punto Umsx 0 RT. Los ligandos con afinidades idénticas
por sus receptores, pero con capacidad de uniéon maxima distinta, muestran pendientes paralelas (izquierda).
Los ligandos que tiene afinidad distinta por sus receptores, pero capacidad de unién maxima idéntica divergen
desde una interseccidn comun en el eje de las X (derecha). En el dltimo ejemplo, el ligando Y tiene afinidad
mayor por sus receptores respecto del ligando X, lo cual se refleja en una pendiente con inclinacion mayor
debida a una Kp menor. Tomado de Waldman, S. (2010) Farmacologia y Terapéutica. Principios para la
practica. México: El Manual Moderno.

4.1.2.1 RELACION ENTRE LA UNION LIGANDO-RECEPTOR Y EL TIEMPO: CINETICA. #1415 3
interaccion ligando-receptor depende no sélo de las concentraciones de los reactivos, sino
también del tiempo (Figura 7). Desde punto de vista cuantitativo, en el momento en que
los ligandos y los receptores se mezclan (tiempo 0), todas las moléculas se encuentran
libres y no existen complejos. Al transcurrir el tiempo, los ligandos y los receptores se
asocian a una velocidad de unién que resulta proporcional a su afinidad y a sus

concentraciones respectivas, lo cual refleja las leyes de accidn de masas. Al transcurrir un
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periodo mayor se acumulan concentraciones de complejo ligando-receptor suficientes para inducir
la reaccion inversa de disociacion. Asi, la ocupacion de los receptores es la integracidn en el tiempo
de las reacciones de asociacidn hacia adelante y la disociacién hacia atras. La formacién neta de
complejos ligando-receptor adquiere su velocidad maxima en los puntos del tiempo mads
tempranos, cuando la concentracion de receptores libres es mayor para permitir la reaccion
bimolecular en sentido ordinario, pero se vuelve mas lenta al transcurrir el tiempo, lo cual refleja la
conversion neta de receptores libres en complejos ligando-receptor que inducen la reaccidon
unimolecular opuesta en sentido inverso. Existe un punto en el tiempo en el cual las velocidades de
las reacciones en sentido ordinario e inverso son equivalentes, el punto del equilibrio que se
describié. En el equilibrio, no existe formacién neta de productos o reactivos; no obstante, se trata
de un proceso dinamico y las moléculas de ligando y receptor mantienen un intercambio continuo
en el estado de equilibrio. En el equilibrio, la ocupacién de los receptores es independiente del

tiempo.

Enelpunto (L) +(R) = 0
dol tompo 0,

Enclpunto (L) +(R) " (WR)
el tiempo X,

En 6quiro, (L) + (R] o (\R)

Figura 7. Dependencia del tiempo de las interacciones ligando-receptor. La ocupacién de los receptores por
el ligando en un fendmeno que depende del tiempo y obedece a las leyes de accion de masas. En el tiempo
cero, todas las moléculas de ligando ([L]) y el receptor ([R]) se encuentran libres y predomina la reaccion de
asociacion, lo cual refleja las concentraciones maximas de ambos reactivos. Al tiempo que la reaccidn avanza
(tiempo X), las concentraciones de ligandos y receptores se reducen, lo cual refleja la formacién del producto,
que son los complejos ligando-receptor ([LR]). La reaccidon de asociacion se vuelve mas lenta, lo cual
corresponde a una reduccién de las concentraciones de los reactivos. Ademds, existe una velocidad de
disociacidon que corresponde a la acumulacion de los receptores unidos, que desencadena la reaccion en
sentido inverso. Llega un punto en el que no existen mas cambios en cuanto a [L], [R] o [RL], lo que representa
el equilibrio. Tomado de Waldman, S. (2010) Farmacologia y Terapéutica. Principios para la practica. México:
El Manual Moderno.

19



4.1.2.1.1 Disociacion.* Se trata de una reaccién unimolecular, que depende sélo de la
concentracion del complejo ligando-receptor. Es decir, la disociacidon es un fendmeno de
primer orden en el cual la velocidad de pérdida de complejos ligando-receptor depende
sélo de su concentracion. La representacion grafica lineal revela a un trazo directo de la
pérdida de complejos ligando-receptor en el sistema al transcurrir el tiempo. La curva
disminuye en forma exponencial y se obtiene un trazo lineal semilogaritmico, caracteristico
de un sistema en el que la fraccién de la velocidad de pérdida es constante. Esto quiere
decir que al pasar el tiempo y presentarse disociacién y pérdida de complejos ligando-
receptor en el sistema, la velocidad de pérdida de tales complejos se hace mas lenta, lo
cual refleja que la reaccién de disociacién depende sélo de la concentracién de los
complejos ligando-receptor. Mientras la pérdida de complejos se vuelve mas lenta al
transcurrir el tiempo, la fraccién de velocidad de pérdida de los complejos es una
constante. Las reacciones de primer orden se caracterizan por una vida media, momento
en el cual se pierde 50% de los reactivos de manera independiente al nUmero de complejos
que exista. Por ejemplo, si la vida media de éstos es de 5 min, y el niUmero inicial es 100,
entonces después de 5 min siguen existiendo 50 complejos, tras 10 min sélo quedan 25,
después de 15 min quedan 12.5 complejos, y asi, sucesivamente. Sin embargo, si el nimero
inicial de complejos es de 1 000, entonces después de 5 min quedan 500, después de 10
min quedan 250 complejos, y asi en lo sucesivo. De esta manera, para cualquier complejo
ligando-receptor existe una familia de graficas lineales logaritmicas paralelas de
disociacién, con pendientes idénticas. Estas constituyen el marco caracteristico de la
reacciéon de primer orden (que depende sélo de la concentraciéon de un componente) en
tanto la pendiente del trazo semilogaritmico es una medida directa de la constante de la

velocidad de disociacion (Kp 0 Kapag), ¥ sus unidades de expresién son min! (Figura 8).

20



[LtR] ——————= (L] +[R]
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Unido a9

Figura 8. Disociacion ligando-receptor. La disociacion del complejo ligando-receptor (arriba) es un fendémeno
de primer orden, que sélo depende de la concentracién del complejo. El curso temporal de la disociacion
avanza a una velocidad constante de pérdida fraccional con proporcidn directa a la constante de la velocidad
de disociacién de primer orden, que se expresa en unidades de min-1. Esto produce isotermas curvilineas de
pérdida de receptores unidos en el sistema al pasar el tiempo (izquierda), que se vuelven lineales cuando se
lleva a cabo una transformacion logaritmica (derecha). Las pendientes de los trazos lineales logaritmicos
representan —1/KD, y una familia de isotermas paralelas a las reacciones de disociacidon que se inician con
distintas concentraciones de complejos ligando-receptor, todas con constantes de velocidad de disociacién
idénticas. Tomado de Waldman, S. (2010) Farmacologia y Terapéutica. Principios para la practica. México: El
Manual Moderno.

4.1.2.1.2 Asociacion.?

La reaccidn de asociacion es bimolecular, depende de la concentracién del ligandos y receptores
libres, y como tal corresponde a una reaccién de segundo orden. Existe un fenémeno de segundo
orden y los cambios de la concentracidn del ligando alteran la velocidad aparente de asociacion.
Esto da por resultado una familia de isotermas de asociacién, que reflejan la formacidn creciente
de complejos ligando-receptor ante diferentes concentraciones del ligando (Figura 9 izquierda).
Todas estas curvas alcanzan una meseta después de transcurrido un tiempo del cual ya no se
presenta ocupacion adicional de receptores, lo cual refleja el equilibrio para esa concentracién
especifica de ligandos. Es importante entender que la ocupacién de los receptores que se
representa por medio de la meseta de estas curvas para cada concentracion del ligando, representa
la ocupacién de los receptores especifica para esa concentracién de ligando sobre las curvas
concentracién-unién en equilibrio que se analizan antes (Figura 9 derecha). Por ejemplo, el curso
temporal de asociacidn que se obtiene a partir de la concentracién Kp de ligandos define una

meseta que representa la ocupacion de 50% de los receptores. De manera similar, el curso temporal
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de asociacion con una concentracidn del ligando que es 100 veces mayor que la Kp produce una
meseta que representa una ocupacion cercana a 100% o la saturacion. Las reacciones pueden
expresarse de manera grafica como la velocidad de formacion de receptores ocupados, o la pérdida
de receptores libres al transcurrir el tiempo (Figura 10). Aqui, la pérdida de receptores libres se
calcula mediante la sustraccién del numero de receptores ocupados en un momento especifico a
partir del nimero maximo de receptores que pueden ocuparse cuando existe equilibrio con esa
concentracién especifica de ligando ([Ue - U]). Las reacciones de asociacion se llevan a cabo con
concentraciones crecientes de ligando producen registros con pendientes cada vez mayores, que

reflejan la naturaleza de segundo orden de estas reacciones.

Unido Unido

Tiempo T [ Ligando 1

Equilibria

Figura 9.Curso temporal de la asociacion de ligandos y receptores. La reaccion de asociacién es bimolecular,
depende de la concentracion del ligandos y receptores libres, y como tal corresponde a una reaccién de
segundo orden. Debido a que el ligando de ordinario se encuentra en exceso franco respecto de los
receptores, la unién no influye sobre las concentraciones del primero y, en consecuencia, estas reacciones
son de seudoprimer orden respecto de la concentracién de los receptores. Por otra parte, la velocidad de
asociacién que se observa refleja la integracion de las reacciones hacia adelante e inversa. Cada
concentracion inicial de ligando establece un curso temporal de asociacién especifico, con una velocidad
proporcional a la concentracion del ligando, una meseta que representa el equilibrio especifico para esa
concentracion de ligando (izquierda), Las concentraciones de ligando menores a la Kd (X) tienen como
consecuencia un curso temporal mas lento de asociacién que alcanza el equilibrio cuando la ocupacidn de los
receptores es menor de 50%. Si esta reaccion se inicia con la concentracion de Kd del ligando (Y), entonces la
velocidad de asociacion es mayor y en el equilibrio se encuentran ocupados 50% de los receptores. Si la
reaccion se inicia con una concentracion de ligando que excede la Kd, entonces la velocidad de asociacién es
maxima y en el equilibrio todos los receptores se saturan (Umax). Es importante reconocer aqui que las reglas
de meseta de los cursos temporales para las reacciones de asociacidon representan el equilibrio, momento en
que la ocupacion de los receptores se vuelve independiente del tiempo, éstas representan puntos
independientes que definen la curva concentraciéon-unidon (derecha).Tomado de Waldman, S (2010)
Farmacologia y Terapéutica. Principios para la practica. México: El Manual Moderno.
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Figura 10. Velocidad de asociacién observada. Curso temporal de la formacién de complejos ligando-receptor
con tres concentraciones distintas de ligando que se llevan hasta el equilibrio (izquierda). La asociacién puede
cuantificarse como la pérdida de receptores libres en el sistema (Ue — U), en donde Ue corresponde a la
ocupacion de los receptores en el equilibrio con una concentracién especifica del ligando y U representa la
fraccién de receptores unidos en un momento especifico. La asociacion ante concentraciones distintas de
ligando produce trazos independientes de pérdida de receptores libres (centro), que una vez transformados
en valores logaritmicos producen trazos lineales con pendientes distintas (derecha), que reflejan la
dependencia de la concentracion y la naturaleza de segundo orden de la reaccidn. Por otra parte, la asociaciéon
es una reaccion hibrida, que integra las contribuciones tanto de las reacciones en sentido ordinario como
aquéllas en sentido inverso. Asi, las pendientes de los trazos logaritmicos lineales representan la constante
de velocidad de asociacion observada (kobs) de seudoprimer orden especifica de la concentracidén, mas que
la de constante de velocidad de segundo orden verdadera (kaso). Tomado de Waldman, S (2010)
Farmacologia y Terapéutica. Principios para la practica. México: El Manual Moderno.

4.1.2.1.3 Cuantificacidn de la asociacion.?

La pendiente de un trazo semilogaritmico de asociacién constituye una medida de la
velocidad de formacion del producto ([U]) o la desaparicion del reactivo ([Ue - U]). Se trata
de una relacién lineal debido a que cuando existe una concentracién fija del ligando, la
velocidad de formacion de los complejos ligando-receptor depende de la cantidad de
receptores libres que siguen existiendo. Asi, esta reaccion es una de pseudo primer orden.
A diferencia de las reacciones de disociacién, la pendiente en este caso no es equivalente
a la constante de la velocidad de asociacidn. Esto es asi debido a que la constante verdadera
de la velocidad de asociacién es independiente de la concentracion del ligando; no
obstante, la velocidad de asociacion en el sistema depende de la concentracién del ligando.
La unién con tres concentraciones distintas del ligando da como resultado trazos

semilogaritmicos con tres pendientes distintas. La velocidad de formacidn del producto en
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este sistema no sélo refleja la asociacion. Al tiempo que progresa la reaccidn y se acumula
el producto existe una cantidad mensurable de disociacién, que influye sobre la cantidad
de producto que se forma. Asi, la pendiente de una grafica semilogaritmica de asociacién
corresponde a Kobs, que se expresa como min. La relaciéon de esta constante con la

constante de la velocidad de asociacion es
Kot = I_I-]Ka-a{:- + Kizo

Esta es la ecuacién que describe la velocidad hibrida de asociacién. Incluye tanto las

velocidades de reaccién hacia adelante como hacia atras.
Relacién entre la ocupacidn cinética y en equilibrio del receptor. #141>

Las constantes de velocidad de asociacién y disociacion son medidas de la afinidad de los
ligandos y sus receptores. Asi, una Kaso elevada refleja una obtencidon acelerada de
receptores unidos, en tanto una Kgiso baja refleja a una disociacion pobre de receptores
unidos, lo cual sugiere una afinidad alta. Por el contrario, una Kaso baja refleja una obtencién
deficiente de receptores unidos, en tanto una kqiso alta corresponde a la disociacién rapida
de los complejos ligando-receptor, y sugieren afinidad baja. Estas constantes cinéticas se

relacionan con la medicién en equilibrio de la afinidad (Kp) de la manera siguiente:

Kp = kgiso
kaso

4.1.2.2 CUANTIFICACION DE LA OCUPACION DEL RECEPTOR EN EL TIEMPQ415

El nUmero de receptores ocupados tiene relacién directa con los efectos que se producen,
tanto terapéutico deseable como adverso e indeseable. Se mostré la forma en que se
determina la proporcidn o nimero de receptores ocupados dada una concentracién
especifica de ligando en equilibrio. Es mas frecuente que ocurran interacciones ligando-

receptor bajo condiciones distintas al equilibrio. ¢ Cémo se calcula el nimero o proporcion
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de receptores ocupados cuando las condiciones no son de equilibrio? Esto se determina
con la relacion que se demostré antes para la velocidad observada de formacién de
complejos ligando-receptor. Como se describe, se trata de un fendmeno exponencial, que
considera tanto las reacciones hacia adelante e inversa como la concentracién del ligando
y el momento en el cual se hace la observacidn. Asi, el nimero de receptores unidos o la

proporcién de receptores unidos totales en el momento t es:
Unidos = Uequilibrio (1 - e-K obs!)

Fraccion de ocupacién = Unidos = Uequiiibrio (1 - € obst)

UmaX Umax

UequilibrioSe calcula con la ecuacién de unién de equilibrio. Umax se determina a partir
del andlisis de unién en equilibrio con el método de Scatchard.

4.1.3 TERAPEUTICA Y RELACION DOSIS-RESPUESTA.*

Las relaciones cuantitativas y cualitativas del comportamiento de los receptores respecto
de la concentracion del ligando y el tiempo son los principios que fundamentan la conducta
de los farmacos en el ser humano. Los efectos de los farmacos guardan relacién directa con
la ocupacién de los receptores. Asi, en el equilibrio, la intensidad de los efectos de éstos
puede representarse mediante graficas como en la Figura 11. En ella, la concentracién del
farmaco que produce 50% de la respuesta maxima corresponde a la concentracion efectiva
50 (CEso) que es andloga a la Kp. La respuesta maxima que se produce con la saturacion por
la ocupacion de 100% de los receptores (Umax) corresponde al efecto maximo o Emax. A partir
de una analogia con la relacién concentracion-unién, la intensidad de los efectos de un

farmaco pueden cuantificarse como:

[firmaco] [Ere]

CE:y + [farmaco]

Int=nzidad del sfacto =
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Este es el modelo de Emix, que relaciona la concentracién de un farmaco con un efecto
farmacoldgico y cuenta con todos los atributos clasicos del modelo ligando-receptor, que

incluyen la dependencia de la concentracidn o la dosis, asi como ser graduales y saturables.

% afecto

Log de la concentracidn Condentracisn

Figura 11. Dependencia de la concentracidn de las respuestas a farmacos. La dependencia de la concentracion
de las respuestas a los farmacos en parte refleja la ocupacién de receptores afines. Asi, la relacidn
concentracidn-respuesta muestra caracteristicas analogas a las que tienen las interacciones ligando-receptor.
De hecho, las respuestas a farmacos dependen de la concentracion, son graduales y saturables (Emax), lo cual
refleja la ocupacion de todos los receptores disponibles. Estas relaciones pueden esquematizarse en una
grafica de Michaelis-Menten (derecha) o como una grafica linea logaritmica (izquierda). La concentracién de
un farmaco que produce la mitad de la respuesta maxima se denomina CEso.Tomado de Waldman, S (2010)
Farmacologia y Terapéutica. Principios para la practica. México: El Manual Moderno.

4.1.3.1 CARACTERISTICAS DE LA RELACION CONCENTRACION-RESPUESTA DE LOS
FARMACOS.*

Los efectos que produce un farmaco dependen de su capacidad para unirse al receptor y

activar los mecanismos efectores.

L + R = LR = mecanismos efectores - respuesta

En cuanto a la categoria general de las interacciones ligando-receptor, los dominios
estructurales del farmaco y el receptor que median la induccidon de los mecanismos
efectores pueden separarse y diferir de los que median la unién (de nuevo, la importancia
de la estructura en cuanto a la actividad). Asi, es posible concebir fadrmacos que tienen

buena unidn con sus receptores, pero que activan de manera deficiente a los mecanismos
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efectores o no lo hacen en absoluto. Esta capacidad de unirse a su receptor para activar de
manera diferencial un mecanismo efector distal corresponde a la actividad intrinseca. La
actividad intrinseca corresponde a la propiedad de un farmaco que determina el grado de
efecto bioldgico que produce cada complejo farmaco-receptor que se forma. Dos agentes
gue se combinan con grupos equivalentes de receptores podrian no inducir grados
idénticos de efecto, incluso si los se administran en sus dosis maximas eficaces; los agentes
difieren en cuanto a la actividad intrinseca, y el que produce el efecto maximo mds intenso
posee la actividad intrinseca mayor. Al igual que para la afinidad, la actividad intrinseca
depende de las caracteristicas fisicoquimicas tanto del fdrmaco como del receptor, pero

actividad intrinseca y afinidad pueden variar por los cambios que sufre la molécula del

farmaco.
Potencia ) o
Potencia mayor Potencia menor Eficacia Eficiencia mayor
Efecto - /W /
7 / /.ﬂ:iencia menor
'
[ /‘/'
50% 50% /
/ / 50%
CE= CEx CE=
i Log de la concentracion del farmaco

Figura 12. Potencia y eficacia. Los farmacos inducen sus respuestas de una manera dependiente de la
concentracion, gradual y saturable. El término potencia se refiere a las concentraciones de ligando que se
requieren para dar un efecto. Se necesitan concentraciones menores de los ligandos con mas potencia para
producir los mismos efectos que los ligandos con menos potencia. Esta caracteristica guarda relacién con la
afinidad del ligando por su sitio de unidon en el receptor. La eficacia se refiere a la capacidad cuantitativa de
un farmaco para producir un efecto bioldgico. Los farmacos mas eficaces producen efectos bioldgicos
mayores que aquéllos con menos eficacia que se unen al mismo receptor. Esta caracteristica se relaciona con
la actividad intrinseca de la sustancia y su capacidad para activar los mecanismos efectores una vez que se
une a su receptor. Tomado de Waldman, S (2010) Farmacologia y Terapéutica. Principios para la practica.
México: El Manual Moderno.

Potencia se refiere a las concentraciones del ligando que se requieren para desencadenar
un efecto. Se necesitan concentraciones menores de los ligandos con potencia mayor para

obtener el mismo efecto que producen otros con menos potencia. Esta caracteristica tiene
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afinidad del ligando por el sitio de unién en su receptor. Eficacia se refiere a la capacidad
cuantitativa de un farmaco para producir un efecto biolégico. Los farmacos mas eficaces
producen efectos bioldgicos mayores que los que tienen menos eficacia y que se unen al
mismo receptor, esta caracteristica se vincula con la actividad intrinseca de la sustancia y
su capacidad para activar los mecanismos efectores una vez que se une al receptor.
Potencia y eficacia son parametros independientes, y los farmacos pueden tener eficacia
maxima, pero mostrar potencia baja. Si se conjuntan estos conceptos, la capacidad de un

farmaco para producir un efecto puede definirse utilizando el modelo Emax:

(e) [Farmaco] [Eqz]
CE;sp + [Farmaco]

Inten=idad del efecto =

donde el término e se incorpora para expresar la actividad intrinseca del farmaco unido al
receptor. En este modelo potenciado de accién farmacolégica, la capacidad de un farmaco
para inducir un efecto fisiolégico depende de la ocupaciéon de su receptor, que corresponde
a [farmaco] y Kp, y la capacidad intrinseca de esa sustancia para activar los receptores una

vez que se une (e).

4.1.3.2 DINAMICA DE LOS RECEPTORES Y RELACION CONCENTRACION-RESPUESTA.* Hasta
este punto, la relacién entre ocupacién de los receptores y respuesta sea considera algo
simple: una molécula del ligando ocupa un receptor, que produce una respuesta
proporcional al niumero total de receptores ocupados. En ese modelo, una ocupacién de
50% de los receptores produce 50% de la respuesta maxima. Sin embargo, en el mundo
real la relacidn concentracidon-respuesta en pocas ocasiones es tan directa. Mas bien, la
respuesta que induce un ligando a una concentracion especifica, refleja las dindmicas del
receptor y las caracteristicas complejas del acoplamiento de los receptores con sus

efectores distales.
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4.1.3.2.1 Dindmica de los receptores.!¢17.18

Las células tienen la habilidad para responder a su medio ambiente mediante la regulacidn
dinamica del numero de receptores disponibles para los ligandos. Por ejemplo, en la
insuficiencia cardiaca, situacion que se relaciona con un estado hiperadrenérgico para
mantener el gasto cardiaco, los cardiomiocitos responden en forma dinamica a la
sobreestimulacion que ejercen los ligandos adrenérgicos, mediante una regulacion
negativa de sus receptores B-adrenérgicos. La regulacidon negativa tiene mecanismos
moleculares que median la desensibilizacién y la internalizacién de los receptores (Figura
13). La fosforilacion por accién de la cinasa de receptores B-adrenérgicos estimulados por
ligandos determina su desensibilizacion; esa enzima pertenece a la familia de las cinasas de
receptores acoplados a proteina G. La fosforilacion de los receptores B-adrenérgicos induce
la unién de la B-arrestina a los residuos fosforilados, con lo que bloquea su capacidad para
tener interaccién productiva con las proteinas G heterotriméricas y activarlas, lo que en
esencia hace que estos receptores se inactiven (se desensibilicen). La unién de B-arrestina
desencadena la endocitosis y el secuestro de los receptores fosforilados, que los elimina de
la superficie celular y les hace inaccesibles. El resultado neto de esta regulacidén dinamica
es la reduccién del numero de receptores disponibles para interactuar con agonistas
adrenérgicos en cada cardiomiocito. La regulacion negativa disminuye la respuesta maxima
que se produce por efecto de ligandos adrenérgicos en esas células, lo que corresponde a
la reduccidon del niumero de unidades de respuesta, y hace a las células insensibles a la
estimulacion adrenérgica (Figura 13). Estos efectos de desensibilizacién de los receptores
B-adrenérgicos, que interfiere con los efectos inotrdpicos positivos de las catecolaminas
enddgenas que pueden ser benéficas en la insuficiencia cardiaca, se revierten mediante el
tratamiento con antagonistas de los mismos receptores, que bloguean su desensibilizacion
por ligandos enddgenos. Por el contrario, las células pueden inducir una regulacidn positiva
dindmica de su complemento de receptores especificos, para aumentar su sensibilidad a
los ligandos. Las células crean receptores de reserva, de los que se requiere la participacién
de cierta parte de las unidades disponibles para la lograr una respuesta mdaxima . Los

receptores de reserva modifican la potencia aparente del ligando sin alterar su eficacia
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maxima (Figura 14). Si se requieren 100 receptores para inducir la participacién maxima de
los efectores distales, entonces las concentraciones Kp del ligando producen 50% del efecto
maximo al ocupar 50 receptores (Figura 15). Sin embargo, si la célula produce 400
receptores de reserva, de tal manera que ahora se dispone de 500 para ser ocupados,
entonces concentraciones de ligando 10 veces menores que la Kp permiten la ocupacién
de 50 receptores e inducen 50% de la respuesta maxima, una ganancia de 10 veces en
sensibilidad. Por otra parte, si la célula produce 4 900 receptores de reserva, de tal manera
que dispone de 5 000 receptores para ser ocupados, las concentraciones de ligando
cercanas a 1/100 de la Kp permiten la ocupacién de 50 receptores y producen 50% de la
respuesta maxima, una ganancia de 100 veces en sensibilidad. Estas consideraciones
resaltan el concepto de que las células no son receptoras pasivas de las sefiales que aportan
los ligandos. Mas bien se trata de unidades dindmicas que reaccionan a su medio para
ajustar su sensibilidad y respuestas a las sefiales externas. EIl modelo que describe la

capacidad de un farmaco para producir un efecto puede refinarse ain mas:

(f) (e) [Farmaco] [Exz]
CEsp+ [Farmaco]

Inten=idad del efecto =

donde f se incorpora para reflejar la amplificacién de la potencia obtenida mediante

receptores de reserva.
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Figura 13. Dindmicas del receptor acoplado a proteinas g. La regulacion de la sefializacién mediada por el
receptor acoplado a proteinas G depende de mecanismos que establecen el nimero y la capacidad de
respuesta de los receptores en la superficie celular. Asi, el desacoplamiento de los receptores es un resultado
de la fosforilacion del receptor ocupado por un agonista, mediada por la cinasa de receptores acoplados a
proteinas G (GRK), que promueve la unién de la arrestina al receptor fosforilado e inhibe las interacciones
receptor-proteina G. La union de la arrestina al receptor también inicia la internalizacion de los receptores
hacia fosetas cubiertas con clatrina, después de lo cual los receptores pueden desplazarse hacia los lisosomas
para degradarse, o desfosforilarse y reciclarse una vez mas hacia la membrana plasmatica. (Tomado de
Billington CK, Penn RB. Signaling and regulation of G protein-coupled receptors in airway smooth muscle.
Respir Res 2003; 4:2.)

4.1.3.2.2 Acoplamiento receptor-efector y factor de conformacion.* Mas alla del numero
de receptores funcionales de que se dispone, las respuestas al ligando reflejan la suma de
diversas reacciones en serie y paralelo que se desencadenan a partir de las interacciones
ligando-receptor en muchos tejidos del organismo. En un sistema de respuesta que
muestra relacion lineal entre ocupacion y respuesta fisioldgica, existe una proporcionalidad

directa entre grado de activacion del receptor y generacién de segundos mensajeros. Esto
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puede conceptualizarse como la ocupacién baja del receptor que estimula incremento
ligero de la concentracion de segundo mensajero, que induce incremento leve de respuesta
fisioldgica. En realidad, un grado bajo de ocupacién de receptores genera incrementos
grandes de la concentracidon de segundos mensajeros que, a su vez, generan respuestas
fisioldgicas mayores. Las sefales amplifican en cada paso, de manera que transforman una
ocupacidon modesta de los receptores en una respuesta fisiolégica magnificada. Debido a
gue la respuesta general es la suma e integracidn de las reacciones amplificadas, el perfil
de la curva concentracién-respuesta puede variar para reflejar su desviaciéon de los
modelos de efecto lineales de ocupacién de receptores hacia modelos no lineales receptor-
efector. Los segmentos de la curva concentracion-respuesta incluyen la fase lineal inicial,
la fase lineal logaritmica de 20 a 80%, y la fase de meseta (Figura 16). En la fase inicial,
existe un incremento lineal de la respuesta al tiempo que la concentracién del fdrmaco se
incrementa. En la fase lineal logaritmica, que comprende los valores intermedios a 20 y
80%, existe una relacion directa entre logaritmo de concentracién del farmaco y efecto. En
la fase de meseta existe poca modificacion del efecto ante cambios intensos de la
concentracion del farmaco, lo cual corresponde a la saturacidon de los receptores del
sistema. La fase media de la curva concentracidn-respuesta, ubicada entre 20 y 80% se
mantiene lineal en un intervalo de incrementos de la concentracién de hasta 16 veces. A
pesar de esto, la respuesta integrada a un farmaco puede ser mas “rapida”, asi las
respuestas muestran aumentos mayores por modificacion de la concentracién del farmaco
(factor de conformacién mayor; Figura 17). Las respuestas pueden ser “mas lentas”, de tal
manera que muestran incrementos menores por grado de modificacién de Ia
concentracion del farmaco (factor de conformacion menor). La mayor parte de los
farmacos tiene un factor de conformacion de entre 1y 3. Cuando el factor de conformacion
(v) = 1, entonces la relacion semilogaritmica es lineal entre 20 y 80% en un intervalo de 16

aumentos de la concentracion.
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Figura 15. Impacto de los receptores de reserva sobre
la relacion dosis-respuesta. a. Una correspondencia
uno a uno entre la ocupacién de los receptores y la
respuesta indica que existen pocos receptores de
reserva. b. Un incremento de cinco veces el nimero
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Figura 14. Receptores de reserva. En la mayor parte
de los sistemas, la relacion entre ocupaciéon del
receptor y respuesta no es lineal, sino una funcién de
la ocupaciéon de los receptores. Esta funcion se
representa como una curva hiperbdlica, que
demuestra que sélo una fraccion, aqui 50% de los
receptores requiere ser ocupada para producir una
respuesta maxima. Esta relacién hiperbdlica entre
ocupacion y respuesta sugiere que una fraccion de
receptores es de reserva, y se encuentran en exceso
de los requeridos para obtener una respuesta
de S (2010)

Farmacologia y Terapéutica. Principios para

completa. Tomado Waldman,

la
practica. México: El Manual Moderno
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Cuando y = 2, entonces la relacién semilogaritmica es lineal entre 20 y 80% en un intervalo

de cuatro aumentos de la concentraciéon. Cuando y

0.5, entonces la relacién

semilogaritmica es lineal entre 20 y 80% en un intervalo de 256 aumentos de la

concentracion.
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Figura 16. Curvas concentracion-respuesta. Los segmentos de una curva concentracién-respuesta incluyen
una fase lineal inicial, la fase logaritmica lineal ubicada entre 20 y 80%, y la fase de meseta. En la fase inicial,
existe incremento lineal de la respuesta al tiempo que la concentracién del fdrmaco aumenta. En la fase lineal
logaritmica, que incluye los valores ubicados entre 20 y 80%, hay relacion directa entre el logaritmo de la
concentracion del farmaco y su efecto. En la fase de meseta existe poco cambio del efecto a pesar de
modificaciones intensas de la concentracion del farmaco, lo cual refleja la saturacion de los receptores del
sistema. De manera caracteristica, la fase intermedia de la curva concentracién-respuesta, entre los valores
20 y 80%, mantiene un trazo lineal; no obstante, las concentraciones aumenten 16 veces. Tomado de
Waldman, S (2010) Farmacologia y Terapéutica. Principios para la practica. México: El Manual Moderno-
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Figura 17. Factor de configuracion del trazo. La respuesta integrada a un farmaco puede ser “rapida”, y
reflejar una amplificacion intensa del acoplamiento receptor-efector, que produce respuestas con aumentos
grandes por cada cambio de la concentracidn de la sustancia (factor de configuracién mayor). De manera
alternativa, las respuestas pueden ser “mas lentas” y reflejar un acoplamiento ineficiente receptor-efector o
una amplificacidn baja de las sefales distales, que produce respuestas que muestran incrementos menores
por cada cambio en la concentracion del farmaco (factor de configuracién menor). Tomado de Waldman, S
(2010) Farmacologia y Terapéutica. Principios para la practica. México: El Manual Moderno.
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4.1.3.3 RELACION ENTRE INTENSIDAD Y CURSO TEMPORAL DE LOS EFECTOS DE UN
FARMACO.*

La intensidad del efecto en cualquier momento corresponde al numero de receptores
ocupados, lo cual es una funcién de la concentracién de farmaco a la que los receptores se
encuentran expuestos y del tiempo de exposicion. Sin embargo, la concentracidon de éste
en el suero es una funcién de varios mecanismos farmacocinéticos, que incluyen absorcién,
distribucién, metabolismo y excrecion. Después de que se alcanzan las concentraciones
maximas de un farmaco su concentracién en suero disminuye con un curso temporal
exponencial clasico. Esta declinacion caracteriza a los fendmenos de primer orden, como
la disminucion de la concentracién del farmaco en suero a una fracciéon constante por
unidad de tiempo. La gréfica semilogaritmica para este fenédmeno produce un trazo lineal
con una pendiente que corresponde a la constante de la velocidad de eliminacion (Keiim;
Figura 18). Esta constante se vincula con la vida media del fdrmaco a partir de esta relacion:
Keiim = 0.693/t1/2 Asi, el curso temporal de la intensidad del efecto de un farmaco depende
de la velocidad de disminucién del mismo en el sistema (Keiim; t%), y de las caracteristicas
de unidn de la sustancia y su receptor (Figura 19). Si la concentracién del fdrmaco se ubica
en la region 3 (Figura 19), los receptores se encuentran saturados y cambios discretos de
la concentracion del farmaco ejercen efectos minimos sobre la intensidad del efecto. Si la
concentracion del farmaco esta en la regién 2, la intensidad del efecto es proporcional al
logaritmo de la concentracidn. Si la concentracidon del farmaco se ubica en la regién 1,
entonces la intensidad del efecto guarda proporcidn directa con la concentracién de la

sustancia.
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Figura 19. Intensidad y curso temporal de los efectos de los farmacos. La declinacidn de la intensidad de un
efecto farmacoldgico al transcurrir el tiempo después de la administracion de una dosis alta, tiene tres partes
que corresponden a tres regiones de la curva concentracion sigue siendo casi maxima no obstante una
disminucion de 75% de la concentracion del farmaco, lo cual se debe a la saturacidn de los receptores en esas
concentraciones y el caracter de orden cero del fenédmeno. En la region Z, la intensidad de la respuesta
disminuye de manera lineal al transcurrir el tiempo por su declinacidn lineal logaritmica en el suero, asi como
a larelacién lineal logaritmica de las respuestas y la concentracién del farmaco en esta regidn. En la region 1,
las respuestas son paralelas a la disminucién de la concentracion del farmaco en el suero, lo cual refleja la
relacion lineal entre la concentracidn de la sustancia y las respuestas a esas concentraciones. Tomado de
Waldman, S (2010) Farmacologia y Terapéutica. Principios para la préactica. México: El Manual Moderno
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4.1.4 AGONISTAS Y ANTAGONISTAS A LOS RECEPTORES DE LOS FARMACOS® 171

Los agonistas son agentes que se unen a los receptores simulando la funcidn de los ligandos
naturales, ocupan los receptores y activan mecanismos efectores distales, con lo que
inducen una respuesta. Los agonistas convencionales incrementan la proporcién de
receptores activados, al tiempo que los agonistas inversos estabilizan los receptores en una
conformacion inactiva y actuan de manera similar a los antagonistas competitivos. Los
agonistas pueden clasificarse como totales o parciales. Los agonistas totales producen una
respuesta bioldgica maxima y tienen eficacia maxima, lo cual es independiente de su
potencia. Los agonistas parciales producen menos de 100% de la respuesta biolégica
maxima incluso cuando existe una ocupacion total de los receptores, estos tienen actividad
bioldgica similar a la de los ligandos naturales (agonistas completos). Los antagonistas
ocupan a los receptores sin activar los mecanismos efectores distales, lo cual refleja su
carencia de actividad intrinseca, pueden bloquear la respuesta por varios mecanismos. Los
antagonistas se clasifican en reversibles o irreversibles. Los reversibles se disocian con
facilidad de su receptor, en tanto los antagonistas irreversibles forman un enlace covalente
estable con su receptor. En el caso del antagonismo competitivo (reversible), la unién del
antagonista impide la unién del agonista a sus receptores. En el antagonismo no
competitivo (irreversible) el agonista y el antagonista pueden unirse a los receptores de
manera simultanea, pero la unién de antagonistas reduce o impide la acciéon del agonista.
En el antagonismo competitivo, ocurre un estado estable entre agonista, antagonista y
receptor, que puede rebasarse (tener competencia) al incrementar la concentracion del
agonista. En contraste, la modificacién covalente que caracteriza a los antagonistas no
competitivos inactiva a permanencia a los receptores, lo cual les elimina del complemento
disponible para desencadenar respuestas. Los agonistas y los antagonistas producen
alteraciones cuantitativas caracteristicas de la relacion dosis-respuesta que resultan
diagndsticas (Figura 20). Los agonistas producen una respuesta en el sistema que se
caracteriza CEso y eficacia completa o parcial (Emdx). Los antagonistas no producen
respuesta; mas bien, sus efectos se revelan a partir de la presencia de agonistas. Los

antagonistas competitivos desplazan la curva dosis-respuesta de los agonistas hacia la
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derecha, lo cual es caracteristico de una disminucién aparente de la potencia que refleja la
reversibilidad del antagonismo, sin modificacién de la eficacia. En contraste, los
antagonistas no competitivos modifican mediante enlace covalente a los receptores
antagonistas y tienen efecto irreversible, lo cual causa pérdida de las unidades receptoras
del sistema y reduce la eficacia maxima de los agonistas. Sin embargo, las unidades
receptoras remanentes poseen la misma afinidad para los farmacos, y la potencia de los

agonistas no se afecta por efecto de los antagonistas no competitivos.

100%
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nativo potencia menor
o antagonista
C.E competitivo
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Figura 20. Agonistas y antagonistas. Tomado de Waldman, S (2010) Farmacologia y Terapéutica. Principios

para la practica. México: El Manual
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4.2 TRANSDUCCION DE SENALES? 5.8 9212224

El reconocimiento de la sefial extracelular por su receptor es el comienzo de una serie de
eventos que llevan la informacion desde el exterior de la célula hacia su interior, hasta
generar una respuesta. La transferencia de la informacidn hacia el interior de la célula se
conoce como mecanismo de transduccién de sefales. La via tipica de la transduccidn de
sefiales se inicia por efecto de una molécula pequefia que se une a un receptor en la
superficie externa de una célula. La interaccidn ligando-receptor promueve cambios en el
segundo que permiten que interactle con proteinas intracelulares o que genere moléculas
pequefias especificas conocidas como segundos mensajeros. La uniéon de un ligando al
receptor puede iniciar la transduccién de sefales, que conduce a cambios rapidos de la

funcién celular como regulacién del flujo de iones, metabolismo y morfologia celular.
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Figura 21. Comunicacidn intracelular. La transduccidn de sefiales ocurre cuando una molécula de sefializacion
extracelular activa un receptor especifico en superficie de la célula. A su vez, este receptor altera moléculas
intracelulares. Un segundo mensajero transmite la sefial hacia la célula, provocando una respuesta fisioldgica.
Tomado de http://goo.gl/R4cyql
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En la sefalizacion endocrina la molécula de sefalizacién u hormona es producida vy
secretada por una glandula y vertida a la sangre para ser distribuida por el torrente hacia la
totalidad del organismo hasta alcanzar ciertas células distantes de su lugar de origen para
ejercer su accién reguladora. Los mensajes se secretan en organos especificos llamadas
glandulas. El alcance de la comunicacion es a todas partes del cuerpo ya que viaja por el
torrente sanguineo. Las hormonas son sintetizadas por las células de los érganos endocrinos

y actuan sobre células diana muy alejadas, a las que llegan vehiculadas por la sangre.

Figura 22. Comunicacién endocrina. Las hormonas
son secretadas y distribuidas por el torrente
circulatorio hacia la totalidad del organismo para
ejercer su accion reguladora sobre las células
blanco localizadas habitualmente a distancias
considerables. Los mensajes se secretan en
organos especificos llamadas glandulas. Tomado
de https://goo.gl/8LF8z7

SERALZAGION ENOOCRINA

ala sangye poe glndhdas
#fdiirnid

La seiializacion paracrina se caracteriza porque senal quimica liberada se difunde a células

blanco cercanas a través del espacio extracelular, asi ejerce su accién sobre células vecinas.

Figura 23. Sefializacién paracrina. Una célula
produce sustancias que actian solamente sobre
una calula blanco proxima. La estimulacién
paracrina es frecuente durante la cuarcion de las
heridas y su reparacién por tejido conjuntivo.
Tomado de https://goo.gl/gBVL1a

Celula dana adyacente

En la sefializacion autocrina o autocomunicacién una célula produce un ligando que secreta

y activa a receptores en la superficie de la misma o en un grupo de células idénticas.
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Figura 24. Comunicacién autocrina. Esta se
establece una célula consigo misma. Las células
responden a moléculas de sefializacion que ellas
Sefal mismas secretan. Este tipo de comunicacion es
axACHAN la que establece la neurona presindptica al
Y Rocoptor captar ella misma a su receptor celular, los
neurotransmisores que ha vertido en la sinapsis
para asi dejar de secretarlos o recaptarlos para
Loowes Siens siuados reutilizarlos. Tomado de
e 1 rogea céhuta https://goo.gl/kCz5zZ

SENALIZACION AUTOCHINA

En la sefalizacion nerviosa el mediador o neurotransmisor se sintetiza en los terminales
axonicos de las células nerviosas, es secretado en la conexidn sinaptica y ejerce su accién

sobre células vecinas (otra célula nerviosa, célula muscular, entre otros).

SENALIZACION NERVIOSA

; Figura 25. Comunicacién nerviosa. En la
e neurotransmision el flujo de informacidn eléctrica
recorre la dendrita y axdn de las neuronas en una
sola direcciéon hasta alcanzar la sinapsis. Tomado

de https://goo.gl/YMBWB;j

Hay otros tipos de comunicacién, por ejemplo, la molécula de sefializacidn es sintetizada e
incorporada a la membrana plasmatica donde es expuesta al exterior y ejerce su accidén por
contacto con otra célula. A este tipo de comunicacion se le llama yuxtacrina o también estas

moléculas de senalizacidon pueden pasar de una célula a otra, a través de uniones gap.
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SENALIZACION YUXTACRINA

Céiuta safial Figura 26. Comunicacién yuxtacrina. Es la
comunicacion por contacto con otras células o con
la matriz extracelular mediante moléculas de
adhesién celular. Tomado de
https://goo.gl/YMBWAB

Los ligandos son considerados moléculas pequefias circulantes que interactian con
receptores ubicados en la superficie externa, pueden tener formas variadas y algunos son
capaces de penetrar a la célula para unirse a receptores intracelulares. Los ligandos
extracelulares pueden ser proteinas grandes o enzimas. Algunos ligandos no son capaces
de difundirse, pero se mantienen unidos a una célula; la mayor parte de los ligandos de
sefializacion son hidrofilicos y no pueden atravesar la bicapa lipidica para ingresar a las
células; asi, la mayoria de los ligandos necesitan unirse a receptores en la superficie externa

de las células.

Independientemente de la variante de que se trate, e independientemente de la naturaleza
del senalizador, es necesario para que se produzca este evento celular, la existencia de una
proteina especifica que va a reconocer y a unirse al mediador. Esta proteina es el receptor
(R). Asi, la molécula de sefializacion actia como ligando uniéndose al receptor, produciendo
un cambio conformacional en éste, que desencadena la secuencia de reacciones que lleva

en ultima instancia a una respuesta celular especifica.

Sélo las células que poseen el receptor adecuado para un determinado ligando responderan
a éste. Estas células reciben el nombre de células dianas, e igualmente podriamos hablar de
tejidos dianas, 6rganos dianas, entre otros. Por tanto, existe una especificidad de unién
ligando-receptor, como también la hay en la respuesta que se produce. Es comun

encontrarnos en la vida celular, con el hecho de que distintos ligandos produzcan el mismo
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efecto en un tipo celular p. Ej. epinefrina y glucagdn en hepatocitos producen liberacién de
glucosa a la sangre, tanto que un mismo complejo ligando-receptor modulen distintas
respuestas dependiendo del tipo tisular (la epinefrina en células musculares de corazén

eleva la fuerza de contraccion).

Los ligandos que se unen a receptores son variados, con la caracteristica comun de ser todos
proteinas. Los receptores pueden clasificarse en varios tipos principales, 1) receptores
acoplados a proteinas G (GPCR), la unién de un ligando extracelular permite que la porcién
intracelular del receptor se acople a un grupo de proteinas denominadas proteinas G; 2)
Canales idnicos, la union extracelular del ligando regula el flujo de iones especificos a través
del canal que atraviesa la membrana celular; 3) receptores ligados a enzimas formados por
un dominio extracelular del ligando y actividad enzimatica intracelular regulada por la unién
extracelular del ligando, y 4) receptores nucleares que se ubican al interior de las células y
se unen a moléculas hidrofébicas como los esteroides, y también ligan en forma directa al

DNA para regular la transcripcion.

En el presente trabajo nos enfocaremos a los receptores acoplados a proteina G (GPCRs),
los cuales componen una de las familias mdas grandes de proteinas de membrana que
participan en la sefializacién intracelular y estan involucrados en numerosos procesos

fisioldgicos y patoldgicos y son los principales candidatos para el desarrollo de farmacos.
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4.3 PROTEINAS G 4°

Las proteinas G heterotriméricas son parte de una familia de proteinas que se caracterizan
por unir e hidrolizar GTP, mediando un mecanismo encargado de transmitir informacion del
receptor al efector. Estas son responsables de la transmisién de gran parte de las sefiales
que provienen de un GPCR activado por agonistas. Las proteinas G estan compuestas por
subunidades a, B y v y funcionan como interruptores moleculares mediante ciclado entre
sus estados unidos a GDP y GTP (Ciclo de las proteinas G). El estado inactivo consiste en un
complejo heterotrimérico affy en el que Ga esta unida a GDP, mientras que el estado
competente activo para sefializaciéon depende de Ga unida a GTP y en disociacién con Gpy.
Las subunidades 3 y y de la proteina G casi siempre se encuentran en unidn irreversible
entre si, y por ello se denominan dimero Py de la proteina G (GBy). En gran medida, el
complejo heterotrimérico no es capaz de interactuar con proteinas, es decir efectores,
distales en la via metabdlica y activarla, debido a que Ga unido a GDP tiene una
conformacidn que no es éptima para interactuar con proteinas efectoras y debido a que las
superficies proteicas de Ga Gy que interactian con los efectores se encuentran ocluidas

cuando Ga y GPy estan unidas entre si.

Las proteinas G son proteinas especializadas con la capacidad de unirse al trifosfato de
guanosina nucledtidos (GTP) y difosfato de guanosina (PIB). Algunas proteinas G, tales como
las proteinas de sefalizacion Ras, son pequenas proteinas con una subunidad. Sin embargo,
las proteinas G que se asocian con GPCRs son heterotriméricas, lo que significa que tienen
tres subunidades diferentes: una subunidad a, una subunidad B, y una subunidad y. Dos de
estas subunidades - a y y - estan unidos a la membrana plasmatica por las anclas de lipidos

(Figura 27).
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Figura 27. Activacidon de la subunidad G alfa de un receptor de la proteina G acoplada. En las células no
estimuladas, el estado de G alfa (circulos de color naranja) se define por su interaccién con el PIB, G beta-
gamma (circulos de color purpura), y un receptor acoplado a proteina G (GPCR; bucles luz verde). Tras la
estimulacidn del receptor por un ligando llama un agonista, el estado de los cambios de los receptores. G alfa
se disocia del receptor y G beta-gamma, y GTP es intercambiado por el GDP unido, que conduce a la activacién
alfa G. G alfa pasa luego a activar otras moléculas en la célula. Recuperado de Nature Publishing Group ©
2002 Li, J. et al. La base de datos de Paginas molécula. Naturaleza 420, 716-717 (2002).

4.3.1 EFECTORES DE PROTEINAS G.23

La activacion de una proteina G puede afectar la produccién de cientos o incluso miles de
moléculas de segundos mensajeros (Figura 3). Recordemos que los segundos mensajeros -
tales como AMP ciclico [AMPc], diacilglicerol [DAG], e inositol 1, 4, 5-trifosfato [IP3] -. Son
pequefias moléculas que inician y coordinan vias de sefalizacidn intracelular. Un objetivo
particularmente comun de activado proteinas G es la adenililciclasa, una enzima asociada a
la membrana que, cuando se activa por la subunidad alfa unida a GTP, cataliza la sintesis de
la segunda mensajero AMPc a partir de moléculas de ATP. En los seres humanos, AMPc esta
implicado en las respuestas a la entrada sensorial, las hormonas, y la transmisién nerviosa,

entre otros.

Fosfolipasa C es otro objetivo comun de las proteinas G activadas. Esta enzima asociada a
la membrana cataliza la sintesis de no uno, sino dos segundos mensajeros DAG e IP3 de la
fosfatidil inositol de los lipidos de membrana. Esta via particular es critica para una amplia
variedad de procesos corporales humanos. Por ejemplo, los receptores de trombina en las

plaquetas utilizan esta via para promover la coagulacién de la sangre.
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Figura 28. Cascadas de sefializacion dentro de una célula puede interactuar para afectar a multiples moléculas
en la célula, lo que lleva a la secrecion de sustancias de la célula, la apertura del canal de iones, y la
transcripcion.

Tomado de Nature Publishing Group2005 Leurs, R. et al. La histamina H3 receptor: De la clonacion de genes
a las drogas receptor H3 Nature Reviews Drug Discovery 4, 107-120 (2005). Todos los derechos reservados.

La unién de un agonista al receptor acoplado a proteina G en la membrana plasmatica activa
una via que implica las proteinas G, asi como rutas relacionadas con AMPc que modulan la
sefializacion celular. En este ejemplo, la G alfa activado (Gai / 0) proteinas inhiben la (-)
adenililciclasa (AC, a la derecha), la enzima que induce la formaciéon de AMPc, lo que a su
vez resulta en la activacion de la proteina quinasa A (PKA). Esto a su vez activa una molécula
llamada AMPc responda elemento vinculante proteina (CREB), que modula la transcripcién
de genes. Las proteinas alfa G activadas también pueden tener una variedad de otros
efectos, que se muestran a la izquierda. Estos efectos incluyen la activacion de la proteina
guinasa activada por mitégenos (MAPK) y las vias de fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K). La
activacion de la enzima fosfolipasa A2 (PLA2) también pueden ocurrir, que induce la

liberacién de acido araquiddnico (AA), asi como la inhibicidn de la Na + / H + intercambiador
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en la membrana plasmatica, y la reduccién de Ca2 + intracelular niveles (mecanismo exacto
desconocido). la posterior activacién de las MAPK y PI3K vias da como resultado Ia
fosforilacién de las quinasas extracelulares reguladas por sefiales (ERK) y proteina quinasa
B (PKB), respectivamente. PKB activado posteriormente se fosforilar y de ese modo inhibir
la accion de la glucdgeno sintasa quinasa 3beta (GSK3beta), una quinasa importante en el

cerebro.

AMP CiCLICO (AMPc, 3'5'monofosfato de adenosina ciclico)26-2

Un nudmero elevado de sustancias, tanto endégenas (neurotransmisores vy
neuromoduladores, hormonas autacoides) como exdgenas (farmacos), activan su célula
diana, estimulando la produccién de AMPc. Para que los mensajeros extracelulares
(primeros mensajeros), por ejemplo los farmacos, incrementen la concentracién
intracelular de AMPc (segundo mensajero) se requieren tres proteinas de la membrana
plasmatica: el receptor especifico una proteina reguladora y la adenilatociclasa

propiamente dicha.

Estos tres componentes son independientes, siendo posible combinarlos con los de otras
especies o tejidos para formar una unidad totalmente funcional. Ello parece ser debido a
gue se encuentran libres en la membrana celular donde pueden desplazarse por separado,
interaccionado de vez en cuando entre si. Estos componentes estan, pues, en un estado
dindmico que, no obstante, permite lo que se denomina su acoplamiento, término que hace
referencia a la eficacia con que una molécula mensajera extracelular al fijarse a un receptor
ubicado en la superficie de la célula, convierte su informacion en AMPc u otro mensajero

intracelular.

¢Como se efectla este acoplamiento? Esquematicamente, la unidn del fadrmaco al receptor
produce un doble fenémeno. Por un lado, el receptor que en estado de reposo presenta
una alta afinidad por el farmaco, pasa, tras su unién a éste, a un estado de baja afinidad, lo

gue favorece la disociacién del farmaco de su receptor y permite la terminacién del efecto.
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La unidn del farmaco a su receptor conduce, en segundo lugar, a la activacion de la proteina
reguladora que, a su vez, activa al tercer componente, aumentando la afinidad de la
adenilatociclasa por su sustrato, el ATP Mg al que transforma en AMPc. La proteina
reguladora, llamada asi por regular la prueba de la afinidad del receptor por el agonista
(cuando se activa, logra un descenso de la unidad del receptor), como la actividad de la
adenilatociclasa tiene la particularidad de fjjar nucledtidos de guanina. De esta manera su
activacion por el complejo farmaco-receptor supone la fijacion de GTP. Esta proteina se

autorregula debido a su capacidad GTPasica.

— Primer mensajero

5 (molécula senal como
epinefrina)
Adenilato

l Proteina G ciclasa
@—»

Receptor acoplado
a proteina G

Segundo
mensajero

Respuestas celulares

Figura 29. Sistema de AMP ciclico. El AMPc como segundo mensajero en una via de sefializacién de la proteina
G. El primer mensajero activa a un receptor asociado a proteina G, la que activa a una proteina G especifica.
A su vez, la proteina G activa la adenilato ciclasa, que cataliza la conversién de ATP en AMPc. El AMPc activa
a otra proteina, generalmente, una proteincinasa A. Tomado de https://goo.gl/8meHru

Por ultimo, el producto de la reaccién, el AMPc, se encuentra en equilibrio entre su sintesis

por la adenilatociclasa y su degradacidn por la fosfodiesterasa.

Las hidrdlisis del AMPc es catalizada por varias fosfodiesterasas (strada-hidaka) y la
extrusion de AMPc, desde las células, se logra gracias a un sistema de transporte activo
regulado. En casi todos los casos el AMPc actla por activacidn de las proteinquinasas ciclicas

dependientes de AMP que regulan innumerables proteinas intracelulares al catalizar su
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fosforilacién (Edelman y col) y por lo tanto modifican (a través de su activacién o

inactivacion) sus funciones bioldgicas.

La especificidad de la respuesta al AMP ciclico dependera de la naturaleza de las proteinas
sobre las que actlen las proteinquinasas para inducir su fosforilacién, que también es

modulada por otros agentes, como el Ca%*.

El AMPc es metabolizado por una fosfodiesterasa. Esa Ultima es inhibida por la
metilxantinas, como cafeina y teofilina; en consecuencia, estos ultimos compuestos

aumentan los efectos hormonales y transmisores mediados por el AMPc.

CA%* INTRACELULAR?®

La concentracion citoplasmica del ion de calcio, que es otro segundo mensajero de amplia
distribucién, depende de la regulacién de los diversos canales especificos de dicho ion en la
membrana plasmatica y de su descarga desde sitios de reserva intracelular. Los canales de
calcio pueden ser abiertos por la despolarizacion eléctrica, por fosforilacién (proteinquinasa
ciclica dependiente de AMP, por proteinas Gs y por potasio o el propio ion de calcio. La

abertura del conducto puede ser inhibida por otras proteinas G (Gi y Go).

La liberacion del calcio de otros depdsitos intracelulares es medida por IPs.

La concentracion de Ca?* libre en el citoplasma se mantiene alrededor de 100 nmol/L. La
concentracién de Ca? en el liquido intersticial es de 2000 veces la concentracion
citoplasmatica, es decir 200 000 nmol/L, de manera que hay un gradiente de concentracion
hacia adentro, la gradiente eléctrica. Cantidad importante de Ca®* estd en el reticulo
endoplasmatico y en otros organelos, por lo cual estos Ultimos proporcionan una reserva
desde la cual el Ca?* puede movilizarse para aumentar la concentracidn libre de este ion en
el citoplasma. El calcio iénico aumentado en el citoplasma se une a proteinas captadoras de

calcio y las activa, lo cual a su vez activa varias proteinquinasas.
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El Ca?* entra a las células a través de dos tipos de conductos: los que tienen compuertas de
voltaje y los que las tienen de ligando. Los conductos para este ion con compuertas de
voltaje, de los cuales hay por lo menos cuatro tipos, se activan por la despolarizacién,
mientras que los conductos con compuertas de ligando lo hacen por la acciéon de muchos

neurotransmisores y hormonas diferentes. Ademas, parece haber conductos de Ca%* que se

activan por estiramiento.

El calcio se bombea, asimismo, hacia afuera de las células, intercambiandolo por 2* por la
accion de una Ca?* -H*-ATPasa y se transporta hacia afuera de la célula por un antiportador

conducido por la gradiente de Na, que intercambia tres de estos ultimos iones por cada

Ca2+

Algunos segundos mensajeros actian aumentando la concentracidn citoplasmica de calcio.

El aumento se produce por la liberacién

principalmente el reticulo endoplasmico, o aumentando la entrada del mencionado ion a

las células, o por ambos mecanismos. El IP3 es el principal, entre los segundos mensajeros,

Figura 30. Representacidon esquemadtica de la
liberacién de trifosfato de inositol(IP) vy
diacilglicerol (DAG) como segundos
mensajeros. La fijacion de un ligando al
receptor acoplado a la proteina G activa a la
fosfolipasa C (PLC) R1 o R2 . De manera
alternativa, la activacion de los receptores con
los dominios intracelulares de tirosinquinasa
pueden activar al PLCy1, La hidrdlisis resultante
del PIP; produce IP3, que libera al Ca®* del
reticulo endoplasmico (RE), y al DAG, que
activa a la proteinquinasa C (PKC).
PFCa, proteinas fijadoras de Ca2+. Ll:liquido
intersticial. Tomado de https://goo.gl/Xa9gTx

de Ca?* desde almacenes intracelulares,

gue produce liberacion de Ca a partir de depdsitos internos.
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Aunqgue la adenosinadifosfatorribosa ciclica (ADPRc), un metabolito del NAD, puede
participar también en tejidos como el pancreas. El ADPRc se forma por la accién del GMP
ciclico sobre el NAD y puede actuar sobre los receptores de rianodina, mientras que el IP
actua sobre el reticulo endopldsmico. En muchas circunstancias, el aumento en la
concentracién de Ca%*comienza en una parte de la célula y se disemina hacia otras partes
del citoplasma. Ademas, hoy dia estd claro que, en muchas circunstancias, las hormonas y
otros ligandos inician oscilaciones ciclicas en la concentracién de Ca?* citopldsmico més que

un aumento sostenido. Aun no se ha establecido la funcién de esas oscilaciones.

FOSFOINOSITIDOS (sistema fosfatidilinositol, polifosfoinositidos)?>:26

El sistema fosfatidilinositol donde se produce dos segundos mensajeros: inositol 1,4,5-

trifosfato (IP3) y el diacilglicerol (DAG).

‘e - Catrodsied
Memitrana
G - &> e : - o
iy 0AG FRC AR P Figura 31. Activaciéon de Proteinquinasa.
i ' , En el sistema de fosfatidilinositol sensible
_— v m:-rm.\.“ a hormonas se producen dos segundos
®s , mensajeros: el inositol 1,4,5-
oy : . trifosfato(IP3) y el diacilglicerol. Ambos
RecopedetPy (\ /;;\\J é_\ contri.buyc'en a la activaciéon de |la
2 . ([ Inactva | proteinquinasa C:el IP3al aumentar la
\'.'} ' l\_‘ »ﬂ_»,’ [Ca?*] citosdlica, tdmbien actia como
R LSy ' segundo mensajero. H:hormona. Rec:
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El inositol, 1,4,5-trifosfato (IP3) es producto de la hidrdlisis del lipido de la membrana
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP?); dicha reaccidon es catalizada por una fosfolipasa C
(PLC). La liberacion del calcio de los depdsitos intracelulares es mediada por este segundo

mensajero, que permite la salida al citosol de Ca?* almacenado.
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El diacilglicerol (DAG) potencia la activacion de la proteinquinasa C en la que interviene el
ion calcio. También es un producto de la reaccién catalizada por fosfolipasa C que libera IPs.
El DAG actia como segundo mensajero de esta enzima dependiente de Ca?* unido a
membrana y que fosforila residuos de SER o T HR de proteinas dianas especificas,

modificando sus actividades cataliticas.

La lista de hormonas que se sabe que actlan a través de este mecanismo de transduccién

estd en rdpido aumento.

4.4 CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS RECEPTORES ACOPLADOS A
PROTEINAS G #2337

Los receptores acoplados a proteinas G (G protein-coupled receptors, GPCRs) representan
una de las superfamilias de proteinas mas importantes debido a su implicacién en
practicamente todos los procesos fisioldgicos del organismo. Esta importancia queda
manifiesta en el hecho de que practicamente la mitad de los farmacos actualmente
comercializados ejercen su actividad terapéutica a través de al menos un GPCR . Los GPCRs
son proteinas de membrana capaces de recibir la informacién proveniente de estimulos
externos y transmitir ésta al interior celular de modo que se genere la respuesta adecuada
al estimulo recibido. Para ello los GPCRs actuan como transductores de seiales, es decir,
son capaces de unir con especificidad y selectividad uno o varios ligandos (que pueden
provenir tanto del exterior como del interior del organismo, es decir, ligandos enddgenos)
y responder a esta unién mediante un cambio conformacional que implica su activacion o
inactivacion. Este cambio estructural se transmite al interior celular produciéndose asi una
modificacidon que activa un cierto tipo de proteina(s) G a las que se encuentran acoplados
(de ahi su nombre). Estas proteinas G, a su vez, activan diferentes cascadas intracelulares
responsables de los distintos efectos finales. Debido a su importancia, los GPCRs han
constituido un drea de investigacién extremadamente dinamica durante las pasadas
décadas. Ademas, en los ultimos afios se han producido avances fundamentales en cuanto

a la elucidacién de su estructura y del detalle molecular de sus mecanismos de (in)
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activacion. Sin embargo, en la actualidad aun existen diversas cuestiones que no se han
podido abordar con las herramientas existentes hasta el momento y que requeririan el

desarrollo de sondas quimicas que permitieran precisamente obtener esta informacién.
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Figura 32. Unidén de un ligando agonista a un GPCR y activacidon de mecanismos de sefializacién celular

responsables de las funciones bioldgicas. Tomado de Ritter y Hall, 2009.

Los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) constituyen aproximadamente el 4% de
todos los genes codificados por el genoma humano, por lo que representa la familia mas
numerosa de proteinas de membrana implicadas en la transduccién de sefales. Existen
aproximadamente unos 800 GPCRs diferentes que se clasifican generalmente en cinco
familias en funcién de su similitud de secuencia y estructura con respecto al receptor que
da nombre a la familia o bien porque estan implicados en procesos de transduccién
similares. Asi, los GPCRs se clasifican como pertenecientes a la familia de la rodopsina
(familia A), secretina (familia B), o glutamato (familia C), o bien a las familias de los
receptores de adhesion o frizzled/taste2. Esta divisidn, introducida originalmente por

Fredriksson y colaboradores, y basada fundamentalmente en criterios filogenéticos, es la
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aceptada actualmente por la Unién Internacional de Farmacologia Basica y Clinica
(International Union of Basic and Clinical Pharmacology, IUPHAR), y se conoce con el
acrénimo GRAFS (glutamato, rodopsina, adhesion, frizzled/ taste? y secretina). La
clasificacion GRAFS permite ademas agrupar los receptores pertenecientes a cada uno de
estos grupos en diversas subfamilias, lo que resulta fundamental en el caso de la familia de
la rodopsina, a la que pertenecen mas del 80% de la totalidad de los GPCRs . Ademas de ser
la mas numerosa, la familia A presenta la mayor diversidad estructural de todas las familias.
Estos GPCRs se activan por un gran numero de estimulos muy diversos. Por ello, los
miembros de las distintas subfamilias de clase A se caracterizan por poseer motivos
altamente conservados en su secuencia, lo cual a su vez se traduce en numerosas
homologias estructurales. De forma muy general, los GPCRs se caracterizan por presentar
(i) una estructura de siete hélices transmembrana; (ii) un extremo N terminal orientado
hacia el exterior celular, que en general contiene la zona de unidn del ligando; y (iii) un
extremo C terminal, en el interior celular, en las proximidades del cual se produce la
interaccidn con la proteina G heterotrimérica responsable de la activacién de las cascadas

de sefializacién correspondientes (Figura 32).

4.4.1 LIGANDOS DE LOS GPCRs. Debido a su localizacidon en la membrana celular, los GPCRs
reconocen un elevadisimo numero y tipo de sefiales extracelulares, incluyendo fotones,
iones, moléculas pequefias (entre las que se encuentran hormonas, neurotransmisores,
nucledtidos, lipidos de distinta complejidad y azlcares), péptidos y proteinas. Estos
estimulos son capaces de activar (o bloquear) su correspondiente GPCR y transmitir asi la
sefial desde el exterior celular, a través de la membrana plasmatica, hasta el interior
citoplasmatico, donde se genera la respuesta adecuada. Estas respuestas celulares incluyen
la regulacion de diversas actividades enzimaticas, canales idnicos, transcripcién génica, asi
como determinadas vias de supervivencia, motilidad y proliferacién celular. Cascadas de
sefializacion a través de GPCRs: proteinas G heterotriméricas, ligandos sesgados (biased

ligands), oligomerizacion de GPCRs y ligandos alostéricos.

54



Figura 33. Representacidon esquematica general
de la activacion de un GPCR. La unién del
ligando (en rojo) produce la activacién de la
proteina G hetotrimérica y la disociacidon de la

subunidad a del dimero bc, las cuales inician asi

sus cascadas de sefializacidn correspondientes.
Efectos
celulares

®
¢

Recuperado (Figura adaptada © Sven

Jahnichen/wikimedia commons/ GNU-FDL). —

4.4.2 CASCADAS DE SENALIZACION A TRAVES DE GPCRs

El modelo comUnmente aceptado para la activaciéon de los GPCRs implica la unién de un
ligando agonista en el dominio extracelular del receptor. Esta unién produce un cambio
conformacional en el GPCR de tal modo que se modifica la posicidn relativa de las hélices
transmembrana y de los loops intracelulares que unen los dominios transmembrana. Esta
conformacidn activa, en la que el agonista esta unido al receptor, es capaz ahora de
interaccionar con la proteina G heterotrimérica. Las proteinas G heterotriméricas tienen
actividad GTPasa, es decir, unen e hidrolizan trifosfato de guanosina (GTP, guanosine
triphosphate) generando difosfato de guanosina (GDP, guanosine diphosphate). Estan
constituidas por tres subunidades, denominadas a, b y c, siendo la subunidad a la
responsable de la unién e hidrdlisis de GTP. De este modo, tras la unidn del ligando al GPCR,
éste interacciona con la proteina G produciéndose la liberacién del GDP y la unién de una
molécula de GTP en la subunidad a. Simultdneamente dicha subunidad a se disocia del
dimero bc y del propio receptor, de modo que tanto la subunidad a unida a GTP como el
dimero bc activan sus vias de sefializacién correspondientes. Esta activacidon se detiene
cuando, momentos después, las proteinas reguladoras de la sefializacidn de las proteinas G
(RGS, regulators of G protein signaling) inducen la actividad GTPasa. Tras la hidrdlisis del
nucledtido, la subunidad a unida a GDP se re-asocia al dimero bc quedando la proteina G

heterotrimérica en un estado inactivo y por tanto lista para un nuevo ciclo de activacién
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(Figura 33). De este modo se produce un proceso de amplificaciéon de la sefal
cuidadosamente regulado en el tiempo y en el espacio. Esta cascada de sefalizacién puede
activar multiples dianas dependiendo de la proteina G especifica implicada. En general, se
distinguen varios tipos de proteinas G heterotriméricas en funcidn de la subunidad a que
poseen, la cual se relaciona estrechamente con el efecto celular producido. Por otro lado,

el dimero bc induce su propia cascada de sefializacién (Tabla 1).

Sefializacion clasica (candnica)
Tipos de proteinas Subunidad Ejemplos de
G heterotriméricas A Efecto GPCR’s!
Gs Os Activacion de R AB
la AC Rs 5-HT#
5-HTe 5-HT7
R D1
R H2
Gi Inhibicién de R Aoz
la AC R 5-HT:
Rs H3, Ha
Oy Qo Cierre de Rs M2 Ma
Canales de Ca?* Rs de
Quemoquinas
Gq Ol g Ol11’ Ol1a’ Activacion de R Aoz
Ol15* 16’ la PLC R 5-HT>
R Hi1
Rs M1 M3 Ms
G12/13 012 013 Activacion de Rs P2Y1,
proteinas de la P2Y2, P2Y4,
familia Rho P2Y6
Rs M1 M3
Subunidad By Activacion de la PL A2 Rs H
(de todas las Apertura de canales de K* RsM
Proteinas G tipo GIRK
heterotriméricas) Activacion de canales de
Ca* R H3
Senalizacion no clasica
B Arrestinas Desensibilizacidon e internalizacién de los GPCRs General
Sefalizacion (p.ej. activacion de la via de las
MAPKs)
PKs asociados a Fosforilacion e inactivacidn de los GPCRs General
GPCRs

Tabla 1. Cascadas mas comunes de sefializacién inducidas por la activacién de los GPCR’s 211!

Tomado de [a] C. Marty, R.D . Ye, Mol. Pharmacol. 2010, 78, 12-18. [b] S. Siehler, Br. J. Pharmacol. 2009, 158,
41-49. [c] Abreviaturas: 5-HT: serotonérgico; A: adrenérgico; AC: enzima adenilil ciclasa; D: dopaminérgico; M:
muscarinico; MAPK: proteina quinasa activada por mitdgenos; P: purinérgico; PK: proteina quinasa; PL: enzima
fosfolipasa; R: receptor.
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Los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs, G protein-coupled receptors) constituyen
la familia mas numerosa de receptores de superficie. Mas de 100 miembros de esta familia,
codificados por alrededor de mil genes, ha sido identificados en mamiferos. Estos
receptores son activados por ligandos que incluyen aminas biogénicas, péptidos,
glucoproteinas, lipidos, nucledtidos, iones y proteasas. Estimulos como luz, olores y gustos
son mediados por esta clase de receptores. Los GPCRs han recibido esta denominacién por
su capacidad para reclutar y regular la actividad de proteinas G heterotriméricas

intracelulares.

Estos receptores estan organizados en una cadena peptidica que atraviesa la membrana 7

veces, de ahi que también se los haya denominado receptores 7TM (7 transmembrana).

Estos receptores de la superficie celular actian como una bandeja de entrada de mensajes
en forma de energia de la luz, péptidos, lipidos, azUcares y proteinas. Estos mensajes
informan a las células acerca de la presencia o ausencia de la luz o nutrientes para mantener
la vida en su entorno, o que transmiten informacién enviada por otras células. Los GPCR
juegan un papel en una increible variedad de funciones en el cuerpo humano, y el aumento
de la comprensidn de estos receptores ha afectado en gran medida la medicina
moderna. De hecho, los investigadores estiman que entre un tercio y la mitad de todos los

medicamentos comercializados actian mediante la union a GPCR.

Los GPCRs se unen a una tremenda variedad de moléculas de sefializacion, pero comparten
una arquitectura comun que se ha conservado en el curso de la evolucion. Muchos
eucariotas actuales incluyendo animales, plantas, hongos y protozoos - dependen de estos
receptores para recibir informacién de su entorno. Por ejemplo, los eucariotas simples,
tales como la levadura tienen GPCRs que detectan factores de glucosa y de
apareamiento. No es sorprendente que los GPCR estan involucrados en considerablemente
mas funciones en los organismos multicelulares. Los seres humanos tienen solamente cerca

de 1.000 GPCRs diferentes, y cada uno es altamente especifico para una sefal particular.

Los GPCRs consisten en un Unico polipéptido que se dobla en una forma globular y

embebido en la membrana plasmatica de una célula. Siete segmentos de esta molécula
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abarcan toda la anchura de la membrana (esto explica por qué GPCRs a veces se
llaman receptores de siete dominios transmembrana) y las porciones bucle pueden
intervenir dentro y fuera de la célula. Los bucles extracelulares forman parte de los bolsillos

en los que las moléculas de sefializacion se unen al GPCR.

Como su nombre lo indica, los GPCR interactian con las proteinas G en la membrana
plasmatica. Cuando una molécula de sefalizacidn externa se une a un GPCR, se produce un
cambio conformacional en el GPCR. Este cambio entonces desencadena la interaccidn entre

el GPCR y una proteina G cercana.
4.4.3 ESTRUCTURA DE GPCRs.

La familia de receptores acoplados a proteinas G independientemente de la naturaleza de

sus ligandos, presenta caracteristicas estructurales similares.

Figura 34. Estructura de GPCR. Estos receptores
estan  constituidos por una cadena
polipeptidica de unos 450 aminodcidos plegada
en una estructura de siete a-hélices de 22-28
residuos hidrofébicos cada una, que atraviesan
la membrana celular. Las hélices estdn
conectadas por lazos que sobresalen e el
citoplasma (lazos C1, C2 y C3) y en el espacio

extracelular (lazos E1, E2 y E3) Tomado de:

https://goo.gl/mwtUPj https://goo.gl/mwtUPj

El segmento N-terminal, que reside fuera de la célula varia de tamafo entre 154 residuos
en el receptor de calcitocina a 36 residuos en el receptor de rodopsina. Incluye residuos de
asparragina, que son sitios para la N-glicosilacién, y residuos de cisteina que influencian el
plegado de la proteina. La glicosilacion influencia el trafico intracelular de los receptores
desde el reticulo endoplasmico a la membrana plasmdatica. El segmento C-terminal

intracelular contiene residuos de serina o tirosina que pueden servir como sitios de
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fosforilaciéon para quinasas y la desensibilizacion del receptor. Algunos C-terminales
contienen un residuo de cisteina que puede servir como sitio de palmitoilacion lo cual
puede crear un cuarto lazo interno por la insercion de la cisteina palmitoilada a Ila

membrana plasmatica. Este cuarto contiene un sitio de unidn a proteina G.

Las siete a-hélice de los dominios de transmembrana estan organizados como un nucleo en
forma de anillo con los aminoacidos hidrofébicos enfrentados a la bicapa lipidica y los
hidrofilicos a la cara del nucleo. Se enumeran de | a VIl desde el n- al C- terminal. Visto desde
el lado extracelular las hélices estan organizadas secuencialmente en sentido contrario a las

agujas del reloj con la hélice Il casi en el centro de la molécula. Figura 32.

Los dominios de los lazos intracelulares son importantes para la interaccién con proteinas
sefales y reguladoras, asi como para la interaccion con otras proteinas como arrestinas.
También contienen sitios consenso para la fosforilacion por proteina quinasas. Los lazos
citoplasmaticos que unen las hélices I-ll y llI-IV muestran generalmente una significativa
conservacién en tamafio y secuencias entre los distintos receptores. Por el contrario, el lazo
entre las hélices V-VI es de tamafio variable siendo relativamente pequefio en receptores

rodopsina y muy largo en receptores az-adrenérgicos y muscarinicos.

Categorias segun sus caracteristicas clinicas

Aminas biogénicas, moléculas pequefias como adrenalina, serotonina, acetilcolina, dopamina e

histamina.

Aminodcidos e iones, glutamato, dcido gammaaminobutirico GABA) y Ca?* libre.

Péptidos y proteinas, incluidas hormonas peptidicas como hormona foliculoestimulante (FSH),

hormona luteinizante (LH), hormona estimulante de la tiroides (TSH) y angiotensina.

Quimiocinas, una familia numerosa de proteinas pequefias con estructuras similares.

Lipidos y moléculas derivadas de lipidos, incluidos acido lisofosfatidico (LPA) prostaglandinas y

leucotrienos.

Estimulos ambientales, fotones, odoriferos y sabores.

Tabla 2. Ligandos extracelulares que se unen y activan GPCR especificos.
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Los dominios de los lazos extracelulares tienen como aspecto mas destacado el puente
disulfuro, presente en la mayoria de los receptores, formado por residuos cisteina de E1y
E2. El receptor de angiotensina posee un puente adicional entre una cisteina de E3 y el
dominio N-terminal. Estos puentes de disulfuro son importantes para el adecuado
plegamiento del receptor y para la formacidon de un bolsillo de unidn del ligando.Los
distintos receptores acoplados a proteinas G que unen ligandos tienen una estructura
similar, aunque las secuencias de sus aminoacidos son generalmente muy diferentes. Cada
receptor presenta aminodcidos especificos que participan, en forma selectiva, en la unién

con su respectivo ligando.

4.4.4 Nomenclatura32. Existen diversos sistemas de clasificacion de los GPCRs. El mas clasico
es el sistema Kolakowski basado en la agrupacién de familias en funcién de su estructura y
caracteristicas genéticas. Como se observa en la figura 33 , las diferentes familias se

diferencian en el tamaio y en la funcién del dominio N-terminal y los bucles intracelulares.

Familia 1 Receptores de aminas
biogénicas (adrenérgico, serotonina,
dopamina, muscarinico, histamina)
Receptores de neurotensina y TRH
Receptores de adenosina y
cannabinoides Receptores de
nucledtidos, oxitoci y sor ina
Receptores de melatonina

Familia 2 R ptores de iina
Receptores de PTH Receptores de
glucagén, VIP y secretina Receptores de

latrotoxina

Familia 3 Receptores metabotrépicos de
glutamato, Receptores GABA Receptores
de calcio Receptores de feromonas
vemeronasales Receptores gustativos

Figura 35. Representacién de las tres principales familias de receptores acoplados a proteinas G. .
Tomado de Carriba D, P. Heterodimerizacion de receptores de Adenosina A2ar Dopamina D2 y Cannabiodes
CB:1. Implicaciones farmacoldgicas y funcionales. Barcelona (2007). Tesis de Doctorado. Universidad de
Barcelona.
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4.4.5 ViAS DE SENALIZACION313%50 Cuando un receptor es activado por un ligando, se inicia
una serie de eventos intracelulares que modulan la funcién celular. Estos eventos dependen
de la proteina G a la que se encuentran acoplados y de la maquinaria molecular intracelular.
La interaccion del ligando con el receptor produce una serie de cambios conformacionales
gue modifican la estructura de la proteina G, los cuales repercuten en la afinidad de la
subunidad Gq por Ggy los nucledtidos de guanina, haciéndola mas afin por GTP que por GDP.
Al intercambiar GDP por GTP, la subunidad G, se activa y se desensambla tanto del receptor
como del complejo estable Ggy. Tanto la subunidad Go como el complejo Ggy son moléculas
sefalizadoras de forma que activan o inhiben a moléculas efectoras, como las adenilato y
guanilato ciclasas, fosfodiesterasas, las fosfolipasas A2 y C, la fosfoinisotol 3-kinasa entre
otras; dando lugar a una activacion o inhibicién de una gran variedad de segundos
mensajeros como el AMPc, GMPc, diacilglicerol (DAG), inositol (1,4,5)-trifosfato (IP3),

fosfatidil inositol (3,4,5)-trifosfato, acidos aranquidénico y fosfatidico, por citar algunos.
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Figura 36. Representacion de algunas de las vias que enlazan los GPCR con la via MAPK. Tomado de Carriba
D, P. Heterodimerizacién de receptores de Adenosina Axar Dopamina D2 y Cannabiodes CB1. Implicaciones
farmacoldgicas y funcionales. Barcelona (2007). Tesis de Doctorado. Universidad de Barcelona.

61



Muchas de las respuestas mediadas por estos receptores no consisten Unicamente en la
estimulacion de segundos mensajeros convencionales, sino que son el resultado de la
integracion de diferentes redes de sefializacién, entre las que se incluyen la via de las MAPKs

y las JNKs.

Existen evidencias que indican que la sefializacién de los receptores de siete dominios
transmembrana es mucho mas compleja, ya que pueden activar la via de las MAPKs a través
de vias de sefalizacién dependientes (Figura 34) e independientes de proteinas G. Un
ejemplo paradigmatico es la sefializacion mediada por la fosforilacién del receptor por GRKs
(G protein-coupled Receptor Kinases) la unién de B-arrestinas y el subsiguiente secuestro
del receptor de la superficie celular, que no solo es importante para la finalizacion de la
sefial, sino que también juega un papel importante en el intercambio entre las vias de
sefializacion dependientes de proteina G e independientes de proteina G e independientes

como las utilizadas normalmente por receptores de factores de crecimiento.

En estudios recientes se muestran que las B-arrestinas desempefian un papel en la
sefializacion celular que va mas alld del simple desacoplamiento entre receptor y la
proteina, sugiriéndose que las B-arrestinas pueden funcionar como adaptadores o scaffolds
reclutando proteinas involucradas en la sefalizacién de un determinado receptor. En la
Figura 36 se muestra que las B-arrestinas actian como scaffolds permitiendo al receptor
regular la actividad y la distribucion de las kinasas en el interior celular, lo que puede tener

unas implicaciones funcionales muy importantes.

Las proteinas andamio o scaffolding proteins o scaffolds, actualmente son consideradas
como organizadoras de complejos multiproteicos en diversos compartimentos celulares
como por ejemplo las densidades post-sindpticas neuronales y son las responsables de

mantener estos receptores en esta localizacion.

Ademds de las interacciones receptor-proteinas intracelulares, existen crecientes
evidencias de que las interacciones receptor-proteina extracelulares pueden jugar un papel
importante en la farmacologia de los GPCRs. Un ejemplo es el caso del enzima adenosina

desaminasa (ADA), proteina multifuncional que puede estar presente en la superficie de la

62



célula anclada a diferentes proteinas como receptores de adenosina A1y Aja. Estas
interacciones parecen ser esenciales para que estos receptores muestren el estado de alta

afinidad por su ligando.

HB-EGF

AT,R

#,AR EGFR
AT,,R /
g“ % % / AT,,R

AT, K

1

n

Figura 37. Representacion de las B-arrestinas regulando la funcidn y localizacion subcelular de otras

proteinas. Tomado de Reiter et al 2011.

4.4.5.1 ACTIVACION? 315354 *Muchos GPCRs tienen cierta actividad basal y pueden activar
las proteinas G en ausencia de agonistas. La activacion de un GPCR se basa en un cambio
conformacional de la estructura tercearia debido a la unidon al receptor de un ligando
agonista. Después de la union del agonista, el receptor experimenta cambios
conformacionales que afectan la posicién relativa de las siete hélices de transmembrana en
particular. El receptor pasa de una conformacion inactiva a una activa, existiendo una
constante de equilibrio entre los dos estados del receptor. La actividad constitutiva que

representan estos receptores representa una isomerizacion del receptor a la conformacion
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activa en ausencia de ligando. Como consecuencia se promueve el intercambio GDP-GTP en
la proteina G acoplada, aumentando asi la actividad basal de dicha proteina G y de los
siguientes sistemas efectores. Diferentes miembros de la familia de receptores pueden

activarse por un mismo ligando.

Esta actividad constitutiva es inhibida por los compuestos denominados agonistas inversos,
los cuales actuan sobre el receptor de manera que estabilizan la conformacidn inactiva y
por lo tanto minimizan el intercambio GDP-GTP. Estos compuestos actian de forma opuesta
a los agonistas cuya funcién es estabilizar al receptor en la conformacion activa, y por lo
tanto inducir su sefalizacién intracelular. Se ha propuesto la existencia de multiples
conformaciones de los receptores con distintas funciones bioldgicas. Estas conformaciones
estarian estabilizadas por diferentes tipos de compuestos, siendo la mas favorable para la
sefializacion aquella conformacidon del receptor estabilizada por el agonista; seguidas por
los agonistas parciales, que serian compuestos con una menor eficiencia para estabilizar el
receptor en la conformacién mas activa y por lo tanto promueven un menor intercambio
GDP-GTP. A continuacidn, vendrian los antagonistas neutros o simplemente antagonistas
gue no alterarian el equilibrio entre las conformaciones activa e inactiva, pero con la
capacidad de bloquear el efecto de los agonistas y de los agonistas inversos. Por ultimo,
estarian los agonistas inversos parciales y los agonistas inversos, que serian capaces de
estabilizar al receptor en su estado inactivo en un menos y mayor grado respectivamente,

reduciendo la actividad basal o constitutiva del receptor.

En ausencia de un agonista, el equilibrio de la mayor parte de los GPCR se orienta hacia el
estado inactivo para evitar la sefializacién constitutiva, aunque este equilibrio puede variar
segln el receptor especifico. La unién de un agonista desplaza el equilibrio de las GPCR a su
conformacidn activa, en tanto un antagonista inverso es el ligando que desplaza con
intensidad al GPCR a su conformacion inactiva; un antagonista es un ligando que compite
con un agonista para unirse sin desplazar el estado de equilibrio de un GPCR. Casi todos los
ligandos endégenos listados anteriormente funcionan como agonistas, mientras que
muchos farmacos por tradicidn se disefian como antagonistas o agonistas inversos. Existen

muy pocos ejemplos de antagonistas enddégenos para los GPCR; sin embargo, se conocen
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varios moduladores alostérico que modifican o modulan el efecto de un agonista, dando asi
un darea de investigacion que en la actualidad aporta oportunidades para el desarrollo de

tratamientos cuyo blanco son los GPCR.

Figura 38. Mecanismo de activacidon de un GPCR. La mayor parte de los agonistas activa a los GPCR ya sea
mediante unidn a la superficie extracelular del receptor, con frecuencia a un dominio N-terminal grande, o a
un sitio de unién en las hélices transmembrana y que se localiza dentro del plano mismo de la membrana.
Tomado de https://goo.gl/K3SRkm

4.1.5.2 DESENSIBILIZACION# %556 | 3 rapida atenuacién de la respuesta del receptor tras su

activacion mediante unién de un agonistas se denomina desensibilizacién, esta es una
reduccion de su capacidad para responder a la estimulacién prolongada, y esto puede
suceder en un GPCR de varias maneras, como su habilidad para interactuar con una proteina
G y activarla, el secuestro del receptor de tal manera que ya no se exponga al agonista, y la
pérdida del receptor por degradacién. La desensibilizacién del receptor puede ser de dos
tipos: desensibilizacion homadloga, cuando la exposicion prolongada a un agonista lleva a la
disminucion de la funcion de su propio receptor, y desensibilizacidon heterdloga, cuando la
exposicién a un agonista produce la disminucion de funcién del propio, asi como de los
receptores. La desensibilizacion es consecuencia de la combinacién de diferentes
mecanismos que incluyen 1) el desacople del receptor de las proteinas G por fosforilacién
del receptor, 2) la internalizacidn del receptor de la superficie celular a compartimientos

membranosos intracelulares, y 3) la disminucidon de la sintesis del receptor.

65



Agonista Py )
GFCR Desensibilizacion

Membrana 1 5
Plismatica “J | Proteina G

Senalizacion mediada por &

Resensibilizacion Proteinas G

Llsosoma
YAV
,l}\/?’ ‘

Figura 39. Ejemplo de un modelo de desensibilizacidn, internalizacion y degradacion de los GPCRs.

Tomado de Gonzalez G., S. (2012) Receptores de dopamina y heterémeros de receptores de dopamina en la
modulacion de la neurotransmisidon.Tesis de doctorado [en linea] Universidad de Barcelona. Facultad de
Biologia

El medio mas rapido de desacople de los GPCRs de las proteinas G heterotrimericas es por
modificacidn covalente del receptor por su fosforilacién por quinasas intracelulares. Tanto
PKA y PKC como GRKs (G protein cupled receptor kinase) fosforilan a los GPCRs. Los
miembros de la familia GRKs fosforilan selectivamente receptores activados por agonistas.
Por el contrario, PKA y PKC no sélo fosforilan a los GPCRs activados por agonistas sino
activados por agonistas sino que también a receptores que no han sido expuestos a
agonistas (desensibilizacién heterdloga). La activaciéon de GPCR aumenta segundos
mensajeros intracelulares activando las proteinas quinasas PKA y PKC las que a su vez

pueden fosforilar los receptores desensibilizandolos.

4.4.5.3 FOSFORILACION Y ARRESTINAS®°Las GRKs fosforilan a los receptores acoplados a
proteinas G en los residuos serina y treonina localizados y tanto en el tercer lazo intracelular
como en los dominios de la cola C-terminal. La consecuencia clave de la fosforilacidon de un
GPCR activado por efecto de una GRK es que este proceso promueve la atracciéon de
proteinas arrestinas hacia el receptor. La unidn de una proteina arrestina al GPCR (del inglés

arrest, detener) detiene la sefializacion al bloquear la interaccion del GPRC con la proteina
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G; de esta manera, la sefializacion se inactiva o desensibiliza, incluso si persiste la presencia
del agonista estimulante. Este tipo de regulacidn es esencial para prevenir una respuesta
de sefializacion dure demasiado. Las arrestinas se dividen en dos grupos en base a la
homologia de secuencias, funcién y distribucidn, y distribucidn tisular: 1) arrestina visual y
arrestina de conos, y 2) B-arrestinas (B-arrestina 1 y B-arrestina 2). Las B-arrestinas se
expresan ubicuamente fuera de la retina pero estan predominantemente localizados en
tejidos nerviosos, concentradas en las sinapsis neuronal y en el bazo. Las arrestinas se unen
preferentemente a GPCRs activados por agonistas y fosforilados por GRK. La estructura
molecular de la arrestina visual comprende tres dominios funcionales y dos dominios
reguladores. Los dominios funcionales funcionales comprenden un dominio de
reconocimiento del receptor, y un dominio sensor del fosfato, que hace contacto con la
porcién fosforilada del GPCR. El dominio regulador, esta formado por un dominio de unién

a clatrina y Boadaptina. Las arrestinas se unirian a la cola C-terminal del receptor.

4.4.5.4INTERNALIZACION®57-61 | 3 internalizacién de GPCR es un fendmeno comdun tras la
estimulacion por agonista. El trafico de receptores a compartimientos endosomales permite

la desfosforilacidon y reciclaje del receptor a la superficie celular.

La exposicidn al agonista promueve la translocacidon de los GPCRs de la superficie celular
hacia un compartimiento intracelular. Este proceso de internalizacidén, conocida como
endocitosis, comienza con la invaginacion de la membrana que contiene el receptor
formando vesiculas cubiertas de clatrina. Estas cavidades se desprenden de la membrana
plasmdtica y entran en la célula como complejos macromoleculares de receptores
formando vesiculas cubiertas de clatrina. Estas pierden su cubierta de clatrina a medida que
se internalizan en el citoplasma y su interior se acidifica hasta llegar a un pH5,0. La
acidificacion promueve la disociacién del complejo con liberacién del ligando. El receptor
secuestrado recupera su funcién por desfosforilacion por la fosfatasa de la vesicula llamada
GRP (G protein coupled receptor phosphatase). Para los GPCR, los dos destinos principales
del receptor después de la internalizacidon son su movilizacién hacia los lisosomas para
degradacion o reclutamiento hacia la superficie celular. La internalizacion y degradacién de

un GPCR constituye el mecanismo que permite prevenir la sefializacidn adicional, por lo

67



menos hasta que se sintetizan receptores nuevos y se restituyen a la superficie celular.

Muchos GPCR internalizados pueden reciclarse hacia la superficie celular.

4.4.6 TRANSACTIVACION Y TRANSREPRESION. El mecanismo de accién mas comun de los
receptores nucleares implica la union directa del receptor nuclear al elemento de respuesta

a hormonas. Este mecanismo es referido como transactivacion.2®
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Figura 40. Heterodimerizacion de GPCRs. La heterodimerizacion de receptores acoplados a proteinas G (GPCR)
tiene varias funciones y consecuencias bioldgicas. La dimerizacidon del Receptor desempefia un papel en
maduracion del receptor y el trafico correcto (1). La union del ligando especifico puede regular dindmicamente
la heterodimerizacidn (2) y alostericamente puede mejorar o suprimir la sefializacién en cascada (3). Ademas,
la heterodimerizacién de GPCR puede demostrar preferencia al acoplamiento de la proteina G (4).
Finalmente, el agonista promueve la endocitosis de GPCR y la co-internalizacion puede conducir a la
atenuacion de la sefial (5). +/- indica incremento o disminucidn, respectivamente. Tomado deFront Neurosci.
2013; 7: 148. Published online 2013 Aug 30. Prepublished online 2013 Jul 3. doi: 10.3389/fnins.2013.00148
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5.DIMERIZACION DE RECEPTORES?®. 10 525

El mecanismo preciso de activacion de los GPCR no se comprende del todo, pero al parecer
un evento clave es que la unién del agonista incita un cambio de orientacién de varias
hélices transmembrana, lo que conduce a la modificacién de la regién intracelular del GPCR.
Se cree que estos cambios producen la formacién de una bolsa de unién éptima para las
proteinas G intracelulares heterotriméricas. Ademas, se reconocié que muchos, si no la
mayoria de los GPCR tienen probabilidad de existir como dimeros, ya sea como
homodimeros o heterodimeros, y la unién de un agonista podria influir también sobre la
dimerizacion de un GPCR, con lo cual contribuiria a la propagacion de cambios de
conformacion para definir un sitio de unidn intracelular para las proteinas G y otras
proteinas sefializadoras. Muchos receptores pueden funcionar no como mondmeros sino
como dimeros o conjuntos oligoméricos. Un ejemplo de dimerizacién del receptor
metabotrépico GABAs que opera como un heterodimero. Otros receptores como los de
glutamato, vasopresina, adenosina, opioides, y aun los receptores [:-adrenérgicos y

muscarinicos pueden unirse como homodimeros.
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Figura 41. Dimerizacion mediada por un ligando. Tomado de Karp, Gerard. Biologia celular y molecular.
Conceptos y experimentos. México, D.F. 2014. Mc Graw-Hill Interamericana Editores.
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Figura 42. Dimerizacidon mediada por un receptor. Tomado de Karp, Gerard. Biologia celular y molecular.
Conceptos y experimentos. México, D.F. 2014. Mc Graw-Hill Interamericana Editores.
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5.1 HETERODIMERIZACION DE RECEPTORES Y EL DESCUBRIMIENTO DE
FARMACOS 63

En la dltima década, se ha identificado varios mecanismos que regulan la funcién vy las
propiedades de GPCRs. Uno de estos mecanismos son las vias de sefializacion cruzadas
entre distintos GPCRs conocido como cross-talk. Esto ocurre a menudo como resultado de
la interaccion proteina-proteina entre tipos de receptores, o 'heterodimerizacién'. La
heterodimerizacidon se esta convirtiendo en un importante proceso involucrado en la
especializacidon de la funcién del receptor. Existen receptores de heterdmeros en tejidos
seleccionados vy, en algunos casos, se ha informado que la heterodimerizacion regula los
procesos patoldgicos. Estos complejos de receptores representan entidades
funcionales, que modulan distintas respuestas bioldgicas. Estas propiedades sugieren que
los heterodimeros de receptores se pueden utilizar como blancos terapéuticos novedosos
debido los compuestos que se dirigen a heterémeros especificos son propensos a tener una

mejor especificidad y reduccion de los efectos indeseables.

5.1.1 INTERACCIONES RECEPTOR-RECEPTOR®7%8, E| concepto de interaccidn receptor-
receptor se introdujo en la década de 1980, donde los receptores interactuan fisicamente,
mecanismos alostéricos permiten que surja una actividad integradora intermolecular de los

GPCR formando homodimeros, heterodimeros o mosaicos de receptores.

Como consecuencia de este tipo de interacciones intermoleculares de los receptores se
puede conducir a cambios en el reconocimiento de agonistas su sefializacién intracelular

debido a una cooperatividad de los GPCR.

Durante la ultima década diversos descubrimientos han demostrado que el que los GPCRs
dimerizen no solo esta limitado a la formacién de homodimeros, sino que también podian
interaccionar con otros miembros de la familia de GPCRs para formar heterodimeros. La
homodimerizacion esta definida como la asociacidon fisica entre proteinas idénticas,
mientras que la heterodimerizacién es la asociacion fisica entre proteinas distintas. Esta
asociacién puede ser entre dos mondmeros para formar dimeros o entre multiples

mondmeros para formar oligomeros.
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Figura 43. Esquema de formacién de un homodimero de dos receptores. Homodimero. Se le denomina asi al
complejo macromolecular formado por dos unidades monomeéricas idénticas. Tomado de: Fuxe, K. Marcelino,
D. (2008) Heterodimers and Receptor Mosaics of Different Types of G-Protein-Coupled Receptors. Physiology
Published23.
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Figura 44. Esquema de la formacién de un heterodimero de dos receptores. Heterodimero. Es un complejo
macromolecular formado por dos unidades monomeéricas distintas. Tomado de: Fuxe, K. Marcelino, D. (2008)
Heterodimers and Receptor Mosaics of Different Types of G-Protein-Coupled Receptors. Physiology Published
23.

La heterodimerizacién estd emergiendo como un proceso importante implicado en la
especializacién de la funcién de alguno de los receptores implicados, este tipo de
interaccion receptor-receptor existe en diferentes tejidos ademas de que regula procesos

patolégicos.

Estos complejos de receptores representan entidades funcionales que median distintas
respuestas bioldgicas con ello se han identificado varios mecanismos que regulan la funcién

y propiedades de los GPCR, uno de estos mecanismos es el cross-talk entre distintos GPCR.
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Estas propiedades sugieren que los homodimeros son nuevos blancos moleculares en la

terapéutica de diversas patologias.

Se ha demostrado la formacion de dimeros para una gran variedad de receptores, en las

Tablas 3 y 4 se describen algunos ejemplos de homodimeros y heterodimeros.

Familia 1 Adenosina Ai-Dopamina D1
Adenosina Ax Serotonina 5-HTis
Adenosina A Serotonina 5-HT1p Adenosina Ai-Dopamina D1
Angiotensina Il ATz Somatostatina SSTR1a Adenosina Ai-mGlul
Bradiquinina B2 Somatostatina SSTR1s Adenosina Ai-Purinérgico P2Y:
Dopamina D1 Somatostatina SSTRic Adenosina Asa-Dopamina D
Dopamina D2 Somatostatina SSTR2a Adenosina Aza-mGlu5
Dopamina D3 Tirotropina Angiotensina AT1-AT:
Histamina H: Vasopresina V2 Angiotensina ATi-Bradiquinina B,
Histamina Ha B-adrenérgico Dopamina D2-Dopamina D3
Hormona Luteinizante GABA&R1-GABA&R2
Melatonina MT1 Familia 2 Melatonina MT1-MT
Melatonina MT Hormona liberadora Muscarinico M2-Ms
De gonadotropina Opioide&-B-adrenérgico
Muscarinico M2 Repta IgG Opiode &-k
Muscarinico M3 . Opiode &-p .
Opiode & Familia 3 OpfOlde.K—B—adrenerglco
Opiode K GABAsR: Cltoql,.llna CCR2-CCR5
Opiode GABAsR» Serotonln.a 5-HT1s-5-HT1p
Citoquina CCR2 metabotropico de Somatos.tatlna SSTR“-SSTF_{ZC
glutamato mGlul Somatostatina .SSTRls-Dopamlna D2
Citoquina CCR5 metabotropico de Somatostatina S5TR1s-55TR2a
glutamato mGlu5 T1R1-TIR3
Citoquina CXCR4 Sensor de ca** TIR2-TIR3

Tabla 3. Ejemplos de homodimeros Tabla 4. Ejemplos de heterodimeros

Tomado de Carriba P; et al. Tesis de Doctorado. Heterodimerizacién de Receptores de Adenosina Azar
Dopamina D2y Cannabiodes CB1. Implicaciones farmacoldgicas y funcionales. Barcelona (2007).

Actualmente hay evidencias de que ademas de las interacciones intramoleculares, las
interacciones intermoleculares entre mas de un receptor en la formacién de homo- y
heterodimeros también son importantes para definir los estados de activacién de un
receptor. Por tanto se ha propuesto que las interacciones intermoleculares participan en la
actividad de los GPCRs. Las interacciones entre GPCRs son cruciales para entender el variado

cross-talk que se observa, sobre todo entre receptores de neurotransmisores.
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5.2 HETERODIMEROS Y HOMODIMEROS DE GPCR: NUEVAS PROPIEDADES DE
LOS RECEPTORES®*7°.

Para explicar el fendmeno de la dimerizacion de los GPCR se puede considerar dos
posibilidades: que estas interacciones sean indirectas o bien directas. En el caso de las
interacciones indirectas, éstas son a través de otras proteinas que hacen de puente, como
proteinas del citoesqueleto. Las interacciones directas entre miembros de la familia de
GPCRs no precisan de otras proteinas. Se cree que en la mayoria de estos casos los
oligomeros se pre-forman en el RE, por lo que no son modulables por ligando, entendiendo
la modulaciéon como la formacién o destruccidon del oligémero. La oligomerizacion, y
especialmente la directa, puede conferir nuevas caracteristicas a los receptores implicados
ya que los cambios conformacionales sobre uno de los receptores se transmiten
directamente al otro receptor, lo que constituye un nivel mas de regulacion de las funciones
del receptor. En el caso de las interacciones indirectas entre GPCRs hace falta la mediacién
de terceras proteinas. Los dominios intracelulares de los GPCRs se unen a un gran nimero
de proteinas citosélicas, muchas de estas son proteinas andamio o scaffolding proteins, que
proporcionan una estructura compleja en la cual diversos receptores pueden interaccionar
entre ellos y con otras proteinas involucradas en la transduccion de sefial, controlando la

velocidad y la especificidad de dicha sefalizacién.

El concepto de dimerizacion entre GPCR se refiere a una asociacidn e interaccion fisica entre
dos tipos de receptores, esto representa un mecanismo no esperado para la regulacién y
funcién de los GPCR, lo cual nos proporciona nuevos objetivos moleculares en la respuesta
fisioldgica y fisiopatoldgica, asi como en la terapéutica y uso de nuevos blancos moleculares.
Los métodos bioquimicos para el estudio de la dimerizacion de los GPCR incluyen la
coinmunoprecipitacion y bioluminiscencia o también conocido como transferencia de
energia de resonancia de Foster (BRET y FRET). Recientemente se han usado modelos
bioinformaticos para predecir la formacion de posibles dimeros entre los GPCR,

investigadores han ilustrado la existencia de la formacidon de los dimeros a través de
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cristalografia e incluso se realizan estudios funcionales con la finalidad de conocer la

respuesta que se genera por la formacién de este tipo de complejos entre receptores.

Un nuevo concepto en la investigacion GPCR es la promocién de heterodimeros especificos
en las cascadas de seinalizacidn que permiten la diversificacién de los efectos mediados por

el receptor de una manera dependiente del contexto (Figura 43).
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Figura 45. La modulacién de la funcidn del receptor por heterodimerizacion. (A) La heterodimerizacién
conduce a la formacién de un sitio de unién del ligando alterada. Se muestra de DOR-KOR, DOR-MOR y MOR-
sst2A. (B) La heterodimerizacion conduce a una disminucidn o aumento en el acoplamiento a la proteina G.
La disminucién de acoplamiento se mostrd para el heterodimero DOR-MOR; se muestra el aumento de
acoplamiento para a2-AR-MOR, y AT1R-B2R. (C) La heterodimerizacién conduce al acoplamiento a una nueva
proteina G. Se muestra para el heterodimero MOR-DOR acoplamiento a Gaz; la heterodimerizacién de dos
receptores acoplados de manera diferente conduce a acoplamiento preferencial a una proteina G a co-
estimulacion. Se muestra de DOR-SNSR-4. (D) La heterodimerizacién conduce a un cambio en el acoplamiento
de receptor, a partir de la proteina G a B-arrestina, y la posterior activacion de sefializacion diferencial y factor
de transcripcion. Se muestra para el heterodimero MOR-DOR. Tomado de Rozenfeld R, Devi
LA. Heterodimerizacion del receptor conduce a un cambio en la sefializacion: la activaciéon de ERK beta-
arrestina2 mediada por heterodimeros receptores opioides mu-delta FASEB J. 2007; 21:.. 2455-2465
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5.2.1. CAMBIOS EN LA FARMACOLOGIA DEL RECEPTOR"'78

La modulacién de las propiedades de unién de los GPCR que por heterodimerizacion se ha
descrito para varios pares de receptores, se cree que es la consecuencia de una alteraciéon
en los enlaces de union, revelando que algunos ligandos pueden preferir los receptores en
su conformacion homodimérica o heterodimérica. Por ejemplo, se observd una
disminucion en la afinidad y potencia de los agonistas selectivos del receptor en el caso de
los receptores delta opioide kappa (DOR-KOR), DOR-Mor vy receptores de sst2A sst3
somatostatina. Al contrario, se observd un incremento en la afinidad de los ligandos del
receptor (AR) $2-adrenérgicos para los pares de receptores B1-AR-B2-AR. Estos estudios
indican que la heterodimerizacién altera las propiedades de unién del ligando a los
receptores, pero los cambios en la farmacologia del receptor no parecen seguir un patrén
comun, porque cada par receptor representa una alteracion unica en la farmacologia del
receptor. Estos cambios pueden resultar de la modulacidn alostérica de un solo protémero
mediante la unidn al otro protdmero dentro del heterodimero (modulacién positiva o

negativa dependiendo de la pareja receptor).
5.2.2 LOS CAMBIOS EN LA SENALIZACION DEL RECEPTOR7986

Estudios realizados han demostrado que la heterodimerizacién de receptores conduce a un
cambio en el acoplamiento de la proteina G. En muchos casos, la heterodimerizacién
conduce a alteraciones en el grado de acoplamiento a la misma proteina G, pero los
hallazgos recientes muestran que, en algunos casos, hay un cambio en la naturaleza de la
proteina G acoplada. Un ejemplo bien estudiado de un cambio en el grado de acoplamiento
de la proteina G es el heterodimero a2A-AR-MOR: la morfina inhibe la unién mediada por
norepinefrina sefalizando a Gai y corriente abajo de la cascada de MAP quinasa. Elandlisis
en Transferencia de Energia de resonancia de Forster (FRET) revelo un cambio
conformacional que se propaga desde un receptor al otro, provocando la rapida
inactivacion del segundo receptor con la cinética por debajo del segundo. Estos hallazgos
sugieren que heterodimerizacién induce un cambio en la conformacién del receptor que es

responsable de las nuevas propiedades de los receptores.
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La heterodimerizacion también puede resultar en un cambio del tipo de la proteina G
acoplada. La heterodimerizacidon entre DOR y receptor-4 sensorial neuronal especifico se
informd que dio lugar a un cambio de Gai / 0- a Gag mediada por una via de sefializacion. En
la heterodimerizacion entre los receptores de dopamina D1-D2 se encontré que dio lugar a
un cambio de un Gas / olf (D1R) - o Gai (D2R) - a Gag / 11 una via mediada y la
heterodimerizacién entre DOR y MOR ha demostrado conducir a un cambio de una Gai- a

una via mediada por Gaz.

Estudios recientes también indican que la activacion del heterodimero conduce a un cambio
en el reclutamiento de diferentes moléculas de sefializacion. A su vez, esto conduce a
especializar la larga duracién del efecto corriente abajo, tales como la activacién de
distintos factores de transcripcién y la expresion génica. La heterodimerizacion de a2A-AR
con Alfa 2c-AR reduce la fosforilacion del receptor GRK mediado y el reclutamiento de -
arrestina, que afecta a la fosforilacién corriente abajo de Akt. La heterodimerizacion de
MOR con DOR conduce a un cambio de una predominante proteina G mediada por una via
B-arrestina mediada, a su vez resulta en la activaciéon diferencial de los factores de
transcripcion. El mecanismo subyacente a la activacion de nuevas cascadas de sefializacién
por heterdmeros aun no se comprende. Un protdmero puede funcionar como un andamio
para reclutar moléculas de senalizacién que promueven la sefializacion distinta del otro
protémero, como se propone en el caso de a2A-AR-MOR. Dicho mecanismo aun no ha sido
explorado por otros pares de receptores, pero podria representar un medio general para

diversificar la funcion GPCR.

La heterodimerizacion de los GPCR conduce a cambios tanto cualitativos, como
cuantitativos en el acoplamiento. Este cambio puede ser desde la fuerza de la modulacién
de una respuesta mediada por un agonista por el cambio de acoplamiento y/o asociacién
de proteinas G a diferentes procesos de sefializacién complejos. Estas nuevas propiedades
destacan la heterodimerizaciéon del receptor como un mecanismo importante que se
expande a varios efectos mediados por GPCR, y contribuye a la especificacion funcional de
los receptores. Esto sugiere que el blanco especifico de un tipo de receptor dentro de un

heterodimero podria permitir la activacion de una via fisiolégica discreta, con efectos
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limitados en los otros procesos involucrados en el mismo receptor cuando no estd en un

complejo heterodimérico.
5.3 FISIOPATOLOGIA DE LOS HETERODIMEROS DE LOS GPCRs82879%,

En algunos casos, los heterdmeros parecen existir constitutivamente en tejidos especificos
donde participan para regular un proceso fisioldgico. En otros casos, los heterémeros son
especificos de enfermedades, haciéndolos atractivos como blancos farmacéuticos. Los
heterémeros fisioldgicos constitutivos que se han reportado para regular la contractilidad
cardiaca son: receptor de angiotensina AT1 (RAT1)-RA-B2 Receptor Adrenérgico,
heterémeros que regulan el control de las catecolaminas que median la frecuencia
cardiaca. Los heterémeros RA B1-RA B2 regulan la sensibilizacién y estimulacién del
agonista y supresion de la actividad espontdnea de los RAS B2 en miocitos cardiacos,
optimizando la modulacién de los -B-adrenérgicos de la contractilidad cardiaca. Estudios
recientes apoyan un papel fisioldgico para los heterémeros de los receptores post-
sindpticos corticales 5-HT2A-R2mGlu porque se cree que la desregulacién de cualquiera de
los componentes del complejo 5-HT2A-mGIuR2 es a través de la predisposiciéon a los

pacientes esquizofrénicos a la psicosis.

Los heterémeros especificos de enfermedad, a través de sus novedosas propiedades de
sefializacion, pueden contribuir al desarrollo de la enfermedad. El ejemplo mejor descrito
es el del heterodimero RAT1- RB2 bradicinina. Lo caracteristico de estos dos receptores para
interactuar es controversial, pero los estudios han demostrado que la regulacién a la alza
de este par de receptores durante el embarazo tienen un papel principal en la
hipersensibilidad inducida por Ang Il en la preeclamsia y en el aumento de la respuesta a
Ang |l por parte de las células mesangiales en la hipertension experimental. Otro ejemplo
es el heterodimero de receptor de prostaglandina PE1-RA-B2 en el musculo liso
bronquial; esta heterodimerizacién conduce a un acoplamiento reducido de AR-B2 a Gas,
por lo tanto, se reduce el potencial broncodilatador del agonista RA-B2 isoproterenol. Esta
regulacién de la sefializaciéon adrenérgica por heterodimerizacidon podria representar un

mecanismo adicional que contribuye al asma. Otro heterodimero que podria mostrar una
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sefializacion especifica de la enfermedad es el receptor a apelina (APJ)-RAT1; la apelina ha

demostrado inhibir el desarrollo mediado por la angiotensina en la aterosclerosis.

En conjunto, estos ejemplos indican que los heterémeros podrian representar nuevos
blancos terapéuticos. Si los heterodimeros son especificos de alguna enfermedad, estos
complejos se forman o se regulan al alza en un tejido especifico sélo durante la
enfermedad. Los compuestos que actian en un complejo de receptores podrian modular
una funcién especifica de un receptor en un tejido particular o en un proceso fisiolégico. Por
ejemplo, el complejo RA B1-RA-B2 en lugar de los receptores adrenérgicos individuales es
probable que afecte especificamente a los cardiomiocitos. Un heterodimero que existe sélo
o regula al alza durante una enfermedad podria incrementar la especificidad del
farmaco. Por ejemplo, compuestos selectivos como RAT1- RB2- o APJ-RAT1-, podrian ser
utilizados como blancos especificos de los receptores a angiotensina involucrados en el
asma y la aterosclerosis, respectivamente, sin afectar a los receptores homodiméricos que
no juegan un papel en estas enfermedades. Estudios recientes muestran que una
chaperona, RTP4, especificamente aumenta los niveles de heterémeros DOR-MOR en la
superficie celular protegiendo el complejo de la ubiquitinacidn y degradacion esto sugiere
qgue los factores que regulan los niveles de heterodimeros podrian servir como blancos
terapéuticos adicionales. La Identificacién de proteinas y factores involucrados en la
formacién de heterodimeros podria abrir nuevas lineas para el desarrollo de estrategias

novedosas para facilitar y prevenir la expresién de heterodimeros.
5.4 BLANCOS DE LOS HETERODIMEROS DE LOS GPCR.82 9111

5.4.1 Ligando especificos de los heterodimeros. Como se menciond antes, se cree que la
heterodimerizacidon conduce a una alteracién de las propiedades de unién del ligando,
sugiriendo que la unién alterada podria acomodar compuestos distintos de los ligandos
correspondientes. Una prueba de este concepto es para el compuesto 6'-
guanidinonaltrindole. Este actia como un agonista del receptor opioide en el heterodimero
DOR-KOR, pero no en cualquier homodimero, sugiriendo que este representa un ligando

especifico DOR-KOR. Este farmaco tiene efectos diferentes segun el sitio de administracion.
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La administracidon espinal conduce a la analgesia, apoyando la idea de que el blanco
especifico tisular selectivo de los heterodimeros de GPCR puede aumentar los efectos
locales de los farmacos. Otro ejemplo es que el SKF83959, un agonista D1 que
supuestamente se une al heterodimero D1-D2 y activa a la via Gag en el cerebro. Estos
hallazgos indican que los ligandos especificos de heterodimeros pueden también promover
o bloquear vias de sefalizaciéon mediadas por heterodimeros selectivos. Esto sugiere que el
blanco de los heterodimeros permite la intervencion farmacoldgica especifica para modular

la funcion del receptor especifico.

5.4.2 LIGANDOS BIVALENTES. Los heterodimeros del receptor opioide parecen
desempeiiar un papel en la modulacién de las respuestas analgésicas. Con los complejos
aislados DOR-MOR de las neuronas de la medula espinalla respuesta MOR fue
incrementada por la ocupacion del sitio de unién DOR por el antagonista TIPPpsi, en la cual
se encontré un aumento de la analgesia inducida por la morfina, y para reducir el desarrollo
de la tolerancia a la morfina. Esta propiedad Unica de los heterodimeros DOR-MOR sugieren
gue la orientacién de ambos receptores podria producir un aumento de la analgesia,
mientras que evitan el desarrollo de la tolerancia. El Mdan-18, es un agonista MOR
(oximorfona) y el antagonista (NTI) de DOR unido por un espacio, demostré mejorar la
actividad anti-nociceptiva comparada con la que se alcanza por la co-administracién de los
dos ligandos individuales, validando el concepto basado de ligando bivalente los receptores

heteromeros.

5.4.3 LIGANDOS MULTIPLES. Se han descrito evidencias que indican que la aplicacién de
tratamientos con ligandos altamente especificos es insuficiente en la modulacién de
algunos sistemas complejos in vivo. Por otro lado, también existen evidencias que sefalan
la interacciéon con mds de un receptor como una estrategia mas efectiva en algunos
desdrdenes, en contra de la establecida filosofia “un blanco para una enfermedad”. Los
primeros fdrmacos con accién multiple fueron descubiertos de manera fortuita y su modo
de accién se ha ido descubriendo retrospectivamente. Sin embargo, en la actualidad, el
disefio deliberado y racional de ligandos multiples, capaces de interaccionar con mas de un

receptor simultaneo, se ha establecido como una nueva tendencia en el desarrollo de
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agentes terapéuticos y moduladores de receptores. El uso de ligandos multiples presenta
cierta ventaja respecto a otras aproximaciones para la interaccion simultanea con multiples
dianas, como son los cécteles de farmacos (un principio activo por preparado) o los
farmacos multicomponentes (varios principios activos en un Unico preparado). Si la
aplicacion de una diana da lugar a resultados insuficientes, la modulacién equilibrada de un
numero pequeino de dianas es mas eficaz y da lugar a menos efectos secundarios que los
tratamientos con farmacos altamente selectivos. El disefio de este tipo de ligandos consiste
en una primera etapa basada en el conocimiento adquirido y focalizada en la interpretacién
de datos bioldgicos de farmacos o ligandos antiguos; y en una segunda etapa centrada en
la evaluacién bioldgica de estos compuestos, que puede ser masiva (extensas colecciones
de biomoléculas) o dirigidas (compuestos de los que se conoce su actividad en una de las

dianas).

La aplicacion de ligandos multiples para la regulacion de la neurotransmision en desdrdenes
del SNC es de especial relevancia, puesto que, en numerosos casos, los tratamientos
dirigidos a la interaccion con una sola diana han dado lugar a resultados insuficientes. Un
ejemplo de esta situacidn son los desérdenes poligénicos complejos como el ADHD vy la
esquizofrenia o las enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson.
Vendrell y colaboradores derivatizaron la estructura privilegiada del ergoleno con distintos
tripéptidos lineales consiguiendo ligandos duales para los receptores de dopamina vy
adenosina. Se identificaron ergopéptidos (ergoleno-péptidos) con actividad agonista de
receptores de dopamina y antagonista de receptores de adenosina cuyo perfil
farmacoldgico indica que podrian ser Utiles en el estudio del cross-talk dopamina-adenosina
en el SNC y para probar el potencial terapéutico de farmacos multiples en la enfermedad

de Parkinson.

Utilizando las similitudes estructurales entre la fluoxetina (inhibidor selectivo de la
recaptacion de serotonina) y la rivastigmina (inhibidor de la acetilcolinesterasa) se ha
disefiado un ligando multiple que mantiene la alta afinidad por ambas dianas y puede ser

un tratamiento util en la enfermedad de Alzheimer.
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5.4.4 MODULADORES ALOSTERICOS. Los compuestos que funcionan como moduladores
alostéricos actlan en un receptor y causan un aumento o disminucién la respuesta de un
receptor asociado dentro de un heterodimero, también representan nuevos candidatos
potenciales para apuntar como blancos de efectos especificos de los heterodimeros. La
heterodimerizacién del receptor de adenosina 2A (A2AR) y RD2 conduce a un efecto
antagonista reciproco entre los dos receptores. Como consecuencia, los antagonistas de
RA2A potencian los efectos de la activacion motora de la L-DOPA o de los agonistas del
receptor D2 éstos representan moduladores alostéricos prometedores para el tratamiento
de la enfermedad de Parkinson. Como se menciond anteriormente, los antagonistas de DOR
se intensifica la analgesia inducida por la morfina, al actuar como moduladores alostéricos
del heterodimero DOR-MOR, y se potencia la anti-nocicepcién de péptidos opioides

enddgenos o mejoran la accién de los agonistas MOR exdgenos tales como la morfina.

Los ligandos clasicos del GPCR modulan la sefalizaciéon del receptor estimulando
directamente la respuesta del receptor (agonismo), bloqueando la unién de los agonistas
enddégenos (agonismo competitivo), o bloqueando la actividad constitutiva de los
receptores (agonismo inverso). Estos ligandos clasicos ejercen sus efectos interaccionando
con el centro de unidon ortostérico del receptor (el centro que reconocen el agonista
enddgeno) y esta interaccién ha sido caracterizada clasicamente utilizando métodos de
union de radioligandos ortostéricos. En el caso del descubrimiento de farmacos, la mayor
parte de la atencidn se focaliza en la identificacién y estudio de moléculas que actian como
ligandos ortostéricos de determinados receptores diana para obtener un efecto
farmacoldgico (la activacién o inhibicion de la sefial de transduccién) Estos compuestos
compiten con los ligandos endégenos impidiendo la ocupaciéon simultanea del receptor por

ambas moléculas.

Se han encontrado que muchos GPCR poseen sitios de unidn alostéricos, los cuales son
topograficamente distintos de los sitios ortostéricos. La presencia de sitios de unién
alostéricos permite numerosas interacciones ligando-receptor, mas alld de las asociadas

con el sitio ortostérico. Ademas, los sitios alostéricos pueden estar menos conservados
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entre subtipos de receptores que los sitios ortostéricos, proporcionando un medio para

conseguir una verdadera selectividad de la accion farmacoldgica.

Los moduladores alostéricos de los GPCR acostumbran a presentar una o varias de las
siguientes propiedades farmacoldgicas, representadas en la Figura 44: modulaciéon de la
afinidad, en general se asume que la interaccién del ligando alostérico con su sitio de unién
causa un cambio conformacional en el receptor que es transmitido al sitio ortostérico, y
viceversa. La cualidad del efecto alostérico se define como modulacién positiva si el
modulador facilita la interaccion o modulacidn negativa si el modulador inhibe la
interaccion del ligando con el sitio de unidn ortostérico. Modulacién de la eficacia, el efecto
alostérico puede provocar el cambio de las respuestas intracelulares, lo que conduce a un
cambio en la capacidad de seiializacién (o eficacia intrinseca) de un ligando ortostérico;
agonismo/agonismo inverso, el modulador alostérico puede alterar la sefalizacion del
receptor en un sentido positivo (agonismo) o negativo (agonismo inverso),

independientemente de la presencia o ausencia de un ligando ortostérico.

Ortostérico Alostérico

~— Modulacion de afinidad

— Modulacion de eficacia

- Alosterismo agonista

= Control{agonismo ortostérico)

Respuesta

Figura 46. Modos de accion de los moduladores alostéricos. Los ligandos se unen a un sitio topograficamente
distinto en el receptor para modular la afinidad del ligando ortostérico (rojo) y/o eficacia (azul). Algunos
ligandos alostéricos pueden por ellos mismos alterar directamente la sefalizacion del receptor (verde).
Tomado de Conn P J (2009) Allosteric modulators of GPCRs: a novel approach for the treatment of CNS
disorders. Nat Rev. Drug Discover. 8: 41-54
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Al menos tres ventajas terapéuticas se han propuesto que pueden proporcionar los
moduladores alostéricos respecto a los ligandos ortostéricos. Primero, el efecto de los
moduladores alostéricos es saturable, lo que significa que incluso a altas dosis no
sobreestimularia o sobreinhibiria al sistema entero y no se produciria toxicidad. Esta
saturabilidad depende del grado de cooperatividad que existe entre el ligando alostérico y
ortostérico. Segundo, al menos que el farmaco presente actividades adicionales no-
alostéricas o agonismos por ellos mismos, el farmaco alostérico es activo Unicamente en los
sitios del tejido donde se produce la liberacién fisiolégica normal del ligando enddégeno, y
con la misma pauta temporal que el ligando enddgeno. Y por ultimo, los moduladores
alostéricos pueden ser selectivos de un determinado subtipo de receptor mediante su unién
a regiones no conservadas y/o a la cooperatividad con ligandos ortostéricos de un

determinado subtipo de receptor.

Ligando ' i
Ligando
endogeno ‘ ' alostérico
. Y N
v

Sitio N
ortoestérico .

Exterior
celular
Citoplasma
B & Intensidad de la
Q-‘J? sefial producida
i por el GPCR
R

Figura 47. Representacién esquematica del fendmeno de alosterismo en GPCRs. Un modulador alostérico
positivo aumenta la intensidad de la sefial del ligando enddgeno, mientras que un negativo la disminuye.
(Figura adaptada © Sven Jahnichen/wikimedia commons/ GNU-FDL).
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5.5. IMPORTANCIA TERAPEUTICA EN LA INDUSTRIA FARMACEUTICA 112122

Los GPCR representan la familia de proteinas de mayor impacto social terapéutico y
econdmico. Los GPCRs estan involucrados en una amplia diversidad de enfermedades como
son: alergias, disfuncidn cardiovascular, depresién, obesidad, cancer, dolor, diabetes, y una
variedad de trastornos del sistema nervioso central. Dado que los GPCRs representan
alrededor del 2% del genoma humano, sélo una porcién muy pequeiia de todos los GPCRs
son actualmente blancos farmacoldgicos. Por lo tanto, hay mucho interés en Ia
identificacion de nuevos receptores que puedan ser utilizados para el desarrollo de

farmacos. En la Tabla 5 se muestran algunos de los farmacos mds vendidos dirigidos a

GPCRs.

Accion Nombre Entidad Compaiiia Indicacion Ventas
Comercial Molecular terapéutica Mundiales
(Millones
De USS)

Antagonista  Allegra/Telfast® Fexofenadine  Sanofi-Aventis Alergias 1792
de H:
Antagonista  Diovan® valsartan Novartis Hipertensién 2214
de AT:
Antagonista  Gaster’ Famotidine Yamanouchi Ulcera 656
de Hz gastrica
Agonista de Imigran” Sumartriptan GlaxoSmithKline Migrafa 1454
5HT1p
Agonistade  Leuplin/Lupron”  Leuprorelin Takeda/Abbot Cancer 904
LH-RH
Agonista de Neurontin® GABApentin Pfizer Dolor 2480
GABA: neuroldgico
Antagonista  Plavix® Clopidogrel Bristol-Myers Ictus 5277
de P2Y1, Squibb
Antagonista  Risperdal® risperidone Johnson&Johnson Esquizofrenia 371
de 5HT:/D:

Tabla 5. Algunos de los farmacos mas vendidos de GPCR. Tomado de Jacoby et al. (2006) The 7 TM G-
protein-coupled receptor target family ChemMedChem.

Descubrimientos recientes ponen de manifiesto la clara complejidad de los procesos de
sefializacion a través de GPCRs. Asi, estos receptores pueden sefializar no sélo a través de
proteinas G sino también de forma independiente de las proteinas G (Figura 46), como por
ejemplo a través de las proteinas denominadas B-arrestinas (Tabla 1). De hecho, hay
ligandos que favorecen la activacién de una via frente a la otra (los denominados ligandos

“sesgados” o biased ligands).
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Figura 48. Representacidn esquematica del fenémeno
de agonismo “sesgado” o biased agonism. Distintos
ligandos agonistas (representados en rojo y en verde,
respectivamente) activan selectivamente vias de
transduccion diferentes (por ejemplo, sefializacién a
través de proteinas G heterotriméricas a través de

arrestinas). (Representacién del GPCR adaptada de

©Sven Jahnichen/wikimedia commons/GNU-FD
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Un modelo reciente supone la existencia de diversos estados conformacionales para un
GPCR dado de tal modo que un GPCR no existe exclusivamente en dos estados (activo e
inactivo), sino en varios. Este modelo propone que cada uno de estos estados
conformacionales activa de forma especifica una via de sefializacidn dada, de tal modo que
si un ligando favorece una de estas conformaciones frente a las demads, dicho ligando
activard especificamente una determinada ruta de sefializacion. Esta eficiencia de un
ligando para inducir especificamente una u otra via de sefializacién no estd relacionada con
la afinidad del ligando ni tampoco con el hecho de que funcionalmente se trate de un
agonista total o parcial o inverso o de un modulador alostérico. Puesto que distintas vias
pueden tener efectos celulares diferentes, claramente el desarrollo de ligandos sesgados
puede ser muy importante en términos terapéuticos con el fin de disociar efectos deseados

de aquellos no deseados.

Por ejemplo, la angiotensina Il es una hormona peptidica con un potente efecto
vasoconstrictor que produce un aumento inmediato en la tension arterial cuando se une a
su GPCR correspondiente y activa la via de |la proteina G heterotrimérica. Por tanto, los
antagonistas del receptor de angiotensina estan considerados como unos de los fdrmacos
mas importantes para el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares precisamente
porque bloquean este efecto contribuyendo a mantener una tension arterial baja. Sin

embargo, también bloquean, simultdaneamente, la sefializacién a través de la B-arrestina, la

86



cual tiene efectos beneficiosos citoprotectores y antiapoptéticos. Por tanto, un ligando
“sesgado” que bloqueara Unicamente la activacion de la proteina G y no la de la B-arrestina
en teoria deberia ser un fadrmaco que permitiria controlar la tensidn arterial manteniendo,
al mismo tiempo, efectos de proteccion celular. Otra aplicacién importante la podemos
encontrar en el caso de los receptores opioides del sistema nervioso central. Es bien sabido
que los ligandos agonistas del receptor p-opioide estan entre los analgésicos mas potentes
gue se conocen debido a su capacidad para activar la proteina G; a la que estdn acoplados.
Sin embargo, los opioides tienen multitud de efectos secundarios indeseables, entre los que
destacan la depresién respiratoria, el estrefiimiento y, sobre todo, la aparicidon de
tolerancia, es decir, la necesidad de dosis crecientes de farmaco para obtener el mismo
efecto. Todos estos efectos secundarios se deben a la activacidon de la via de la B-arrestina
y de hecho no aparecen en ratones a los que se ha eliminado el gen de esta proteina
(ratones knockout de B-arrestina) .1>® Por tanto, el desarrollo de ligandos sesgados para el
receptor p-opioide capaces de activar Unicamente la via de la proteina G heterotrimérica 'y
no la de la B-arrestina podria constituir un excelente punto de partida para obtener
farmacos con una potente capacidad analgésica pero carentes de los efectos secundarios

tipicos de los opioides.

5.6 FUNCIONES DE LA HOMO- Y HETERODIMERIZACION DE GPCR.1231% |3

formacién de homodimeros y heterodimeros tiene un papel importante en la regulacion de
la funcion de los receptores implicados. Esta regulacién tiene lugar a diferentes niveles,
desde la modulacién de la expresidn del receptor en la superficie celular hasta el hecho de
conferirles nuevas propiedades farmacoldgicas a los dimeros. Tanto la homo- como la
heterodimerizacion de GPCR confiere cooperatividad a la unién de ligandos ya que se ha
visto que la unién de un ligando especifico sobre un receptor en el homo- o heterodimero
puede alterar la unién del ligando especifico en el otro receptor, dando lugar a un
mecanismo donde un ligando modula la eficacia y/o potencia del otro ligando, es decir la
cooperatividad. En la figura 49 se resumen las posibilidades funcionales de la dimerizacién,

tanto mediada por interacciones directas como por indirectas.
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Figura 49. Posibles papeles de la oligomerizacién de GPCRs. 1. La oligomerizacion puede estar implicada en la
ontogénesis de GPCRs, es decir en el control de calidad del plegamiento y de la destinacion a la membrana de
receptores. 2. En algunos casos se ha observado una regulacién de la formacion/separacion de oligomeros
presentes en la membrana plasmatica mediada por ligando. 3. Se ha constatado que la oligomerizacién
confiere diversidad farmacoldgica ya que la unién de un ligando especifico de uno de los receptores puede
verse afectada por la oligomerizacidn, provocando cooperatividad de unién positiva o negativa. 4.La
oligomerizacién también puede modificar las propiedades de sefalizacion de un determinado logando
afectando la selectividad de interaccidn entre el receptor correspondiente y su proteina G, resultando en una
potenciacidn, atenuacion o acoplamiento con otra proteina G. 5. Finalmente, también se ha visto que la
oligomerizacién puede alterar el patron endocitico para un determinado receptor. Tomado de Terrillon S,
Bouvier M (2004) Roles of G-protein-coupled receptor dimerization. EMBO Rep:5:30-34. de Gonzélez S.
Receptores de dopaminay heterdmeros de receptores de dopamina en la modulacidon de la neurotransmision.
Tesis de doctorado. Barcelona (2012) Universidad de Barcelona.

Se ha encontrado que la formacion de heterocomplejos contribuye a la maduracién del
receptor, el plegamiento y la expresién en la superficie celular mediante la modulacién de
su orientacién o internalizacién. El heterodimero de CXCR1 y CXCR2 es un ejemplo del papel
de la heterodimerizacién del receptor en su orientacién a la membrana plasmatica. En la
heterodimerizacién de los receptores f2-adrenérgico (B2AR) -delta receptor opioide (DOR),
el receptor opioide mu (MOR) -somatostatina 2A receptor (SSTR2A), a2A-adrenérgico
receptor (a2AR) -Bl-adrenérgico receptor (B1AR) y receptores alA-alB-adrenérgicos,
basta con la activacion de un solo receptor para inducir la internalizacion de ambos
receptores. La heterodimerizacién de los receptores opioides DOR-kappa (KOR), B2AR-KOR,
B1AR-B2AR o B2AR-B3-adrenérgico (B3AR), la activaciéon de un receptor previene la

internalizacion del otro. Otros estudios muestran que la heterodimerizacion de GPCR puede
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modificar la internalizacion del receptor mediante la determinacion de la interaccién con -

arrestina.

Una vez en la superficie celular, el cross-talk entre GPCRs puede conducir a los receptores
especificos de los perfiles farmacoldgicos. De hecho, los procesos de unidn cooperativa
negativos (SSTR2A-somatostatina SSTR3, LH / CGR-TSHR o quimiocina CCR2-CCR5) vy
positivo (B1AR-B2AR) han sido descritos para muchos heterdmeros. La heterodimerizacion
de GPCR tiene otros roles funcionales importantes. Los heterémeros pueden regular
positivamente la transduccién de la seiial activada por el receptor D2R-somatostatina
SSTRS5, receptor de la angiotensina Il tipo 1 receptor-bradicinina B2, receptores al1B-al1D-
adrenérgicos o a2C-receptor adrenérgico B2AR. O negativamente (SSTR2A-SSTR3 o
melatoninareceptor MT1 receptor GPR50 huérfano). En algunos casos, la
heterodimerizacién puede cambiar la selectividad de un GPCR para diferentes tipos de
proteina G o B-arrestina, lo que conduce a la regulacién de una nueva via de sefializacion.
Los heterodimeros de GPCR introducen nuevas propiedades que conducen a una gran
complejidad de respuestas reguladoras mediadas por receptores. La complejidad
combinatoria introducida por este fendmeno de formacion de heterocomplejos dificulta la
comprension y el estudio de los mecanismos biolégicos de los GPCR. La existencia de
heterodimeros funcionales de GPCR representa tanto un desafio mayor como una
oportunidad para la neurociencia y el descubrimiento de farmacos. El nimero de GPCRs
para los cuales la evidencia sugiere un papel funcional de la heterodimerizacién estd
aumentando rapidamente. Dado el gran nimero de genes GPCR, su capacidad para formar
combinaciones plantea la posibilidad de que hay decenas o incluso cientos de miles de
receptores formando heterodimeros Unicos en el cerebro y el sistema nervioso. Elucidar la
funcién de cada uno de estos potenciales complejos de receptores distintos representa un
desafio considerable. Por otra parte, esta proliferacién de complejos funcionales trae
consigo un potencial para desarrollar farmacos dirigidos a heterdmeros especificos que han
aumentado considerablemente la especificidad terapéutica y redujeron los efectos
secundarios. Debido a que GPCRs incluyen muchos objetivos terapéuticos importantes, una

mejor comprension de la heterodimerizacion GPCR es esencial para comprender la
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farmacologia de los farmacos potenciales, especialmente en el tratamiento de trastornos

neurolégicos.

(b) Unidn del ligando

(c) Senalizacion

Figura 50. Funciones de la heterodimerizacion de GPCR.

(A) La heterodimerizacién se involucra primero en la maduracién, plegamiento y expresion del receptor en la
superficie celular modulando su orientacidn desde el reticulo endopldasmico o la internalizacién. (B) En la
membrana plasmadtica, la heterodimerizacién de GPCR puede inducir unién de ligando cooperativo positivo
(+) o negativo (-) que conduce a perfiles farmacoldgicos especificos. (C) La heterodimerizacion puede tener un
papel funcional promoviendo o atenuando el acoplamiento especifico de la proteina G de un Unico receptor
que constituye el heterémero. En algunos casos, esta regulacion puede abrirse a una nueva via de sefializacidon
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(a un nuevo acoplamiento de proteina G o a un cambio a otro reclutamiento de proteinas de sefalizacion
como el reclutamiento de B-arrestina). (R1: receptor 1, R2: receptor 2, L1: ligando 1, L2: ligando 2, G1: G
proteina 1, G2: G proteina 2, G3: G proteina 3, ER: reticulo endoplasmico). Tomado de Albizu L, et al (2010)
Heteromerization of G Protein-Coupled Receptors: Relevance to Neurological Disorders and
Neurotherapeutics. CNS Neurol Disord Drug Targets 9(5): 636—650.

5.7 HETERODIMEROS DEL RECEPTOR DE ADENOSINA Y DOPAMINA, 149150-185

Heterodimeros de Adenosina (A1R-A2AR) y Dopamina (D1R-D2R; D1R-D3R; D2R-D3R). Los
receptores de adenosina y dopamina estdn implicados en muchos procesos neuroldgicos
(motivacién, placer, cognicion, memoria, aprendizaje, control motor) y las alteraciones de
su sefializacidn estan involucradas en varios trastornos neuropsiquiatricos, incluyendo la
enfermedad de Parkinson, esquizofrenia, la adiccién a las drogas y la enfermedad de
Alzheimer. Los receptores de adenosina A1Ry A2AR y de dopamina D1R y D2R son objetivos
principales para los farmacos neuroldgicos (antipsicéticos o psicoestimulantes) y las
investigaciones de sus mecanismos de interaccidn son particularmente relevantes para la

comprensién de su diafonia funcional y el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.

La primera evidencia de dimerizacién del receptor de adenosina y dopamina se encontré
para la adenosina A1R y los homodimeros dopamina D1R y D2R. La colocacién de estos
diferentes subtipos de receptores en las mismas dareas llevé al estudio de su posible
heterodimerizacién. Recientemente, se han identificado complejos heterodimeros A1R y
A2AR en células vivas y terminales nerviosas del estriado combinando BRET (Transferencia
de Energia de Resonance Bioluminiscente), FRET (Transferencia de Energia de Resonancia
Fluorescente) y enfoques de co-immunoprecipitacion. Tanto D1R y D2R también pueden
formar heterodimeros y estos complejos presentan propiedades especificas de sefializaciéon
e internalizacién que son distintos de los de homodimeros D1R y D2R. El heterodimero D1R-
D2R esta asociado al acoplamiento de la proteina Gg/11 y activa la cascada de fosfolipasa C
en el cuerpo estriado, mientras que D1R estd acoplado especificamente a la proteina Gs y
D2R a la proteina Gi/o. También el heterodimero D1R-D2R cointernalizado después de la
activacion selectiva de cualquiera de los receptores. Recientemente, D1R se ha demostrado
gue interactua en las células vivas con otro subtipo de receptor de dopamina, D3R. Los
ensayos de union en las preparaciones de membrana estriatal muestran modificaciones de

las propiedades farmacolégicas del receptor, puesto que la activacion de D3R aumenta la
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afinidad del agonista de D1R. Por otra parte, los efectos de comportamiento mediada por
D1R se mejoran cuando D3R se activa sugiriendo la presencia del heterodimero D1R-D3R
en estriado. Los heteromeros D2R-D3R detectados en las células vivas y la co-localizacion
del receptor en las neuronas del acido gamma-aminobutirico striatopallidal (GABA) también
son potencialmente relevantes para la fisiopatologia y el tratamiento tanto de la

enfermedad de Parkinson como de la esquizofrenia.

Debido al crosstalk antagdnico de adenosina-dopamina en el sistema nervioso central y a la
co-localizacion estriatal de sus diferentes subtipos de GPCR, se ha investigado la existencia
de complejos funcionales entre ellos. De hecho, los sistemas de adenosina y dopamina
modulan la actividad de las neuronas de las vias estriatonigrales y estriatopalidales. Las
neuronas D2R dopaminérgicas expresan A1R y A2AR mientras que las neuronas
dopaminérgicas DI1R expresan sélo AlR. Basado en experimentos de co-
inmunoprecipitacién, BRET y FRET, varios grupos han proporcionado pruebas especificas

A1R-D1Ry A2AR-D2R de la formacién de heterodimeros tanto en las células vivas y estriado.

*Heterodimeros de Adenosina AlR-Dopamina D1R. Los experimentos de co-
inmunoprecipitaciéon realizados en células de fibroblastos co-transfectadas con dos
receptores proporcionan evidencia de un complejo heterodimérico A1R-D1R, pero no A1R-
D2R, que es modulado por ligandos. El pretratamiento de las células con un agonista
selectivo A1R aumenta la cantidad de complejo A1R-D1R detectado, mientras que un

agonista D1R tiene el efecto opuesto.

En el cerebro, la adenosina y la dopamina antagonizan los efectos farmacoldgicos y
bioquimicos del otro; esto puede resultar en parte de su actividad en el complejo A1R-D1R
heterodimero. Los experimentos farmacoldgicos muestran que los agonistas del receptor
de adenosina A1R desplaza el estado de unién a la dopamina D1R de alta afinidad a afinidad
baja. A1IR expresado en terminales nerviosos dopaminérgicos presinapticos disminuye la
liberacion de dopamina al inhibir la activacién D1R. Los antagonistas A1R conducen a una
potenciacion de la D1R inducida por la respuesta adenosin monofosfato ciclico (AMPc), un

efecto que podria resultar de su regulacion de proteinas G que tienen actividades de
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compensacion. D1R esta acoplado predominantemente a la proteina Gs que estimula la
adenilato ciclasa y A1R a Gi/o proteinas que tienen efectos inhibidores. Sin embargo, el
heterodimero introduce efectos de crosstalk que no pueden atribuirse completamente a
los efectos de sefalizacion separados de los dos receptores. La coactivacion del
heterodimero A1R-D1R induce una disminucion de la afinidad de D1R para el agonista y la
acumulacién de AMPc inducida por D1R. Un informe reciente demuestra que la activacién
de la adenosina A1R mejora la desensibilizacién de dopamina D1R en células de rifién
embrionario humano 293 (HEK293) y este efecto estd bloqueado por los antagonistas A1R.
Otro estudio muestra que la activacion de A1R bloquee D1R desensibilizaciéon en células
COS-7. Estas diferencias también destacan la importancia del contexto celular; las células
HEK293 y COS7 no expresan las mismas proteinas reguladoras tales como las quinasas
receptoras acopladas a proteina G (GRK) y la proteina B-arrestina que regulan la
desensibilizacion de DI1R. En general, estos datos sugieren fuertemente que el
heterodimero A1R-D1R alteran al receptor y ligando, su sefalizacion y mecanismos de
desensibilizacion. A nivel neuronal, los ensayos de doble inmunofluorescencia demuestran
una colocalizacion de A1R y D1R en soma y dendritas de las neuronas corticales. Muchos
estudios de comportamiento reportan antagonismo funcional de la adenosina Al1R-
dopamina D1R. Los agonistas selectivos de la adenosina inhiben los efectos activadores del
motor inducidos por los agonistas dopaminérgicos mientras que los antagonistas de la
adenosina aumentan el mismo efecto. Ademads, las Ultimas descripciones de las
propiedades farmacolégicas del heterodimero A1R-D1R proporcionan una base para el

disefio de nuevos compuestos farmacolégicos para tratar la adiccion.

Heterodimero serotonina 5-ht.ar-glutamato mglur2 86296 | 3 funcién de la serotonina en
el cerebro esta fuertemente asociada con respuestas fisioldgicas especificas, que van desde
la modulacién de la actividad neuronal y la liberacién del transmisor a los cambios de
comportamiento. El glutamato es el principal neurotransmisor de las células piramidales,
gue son las fuentes de vias eferentes e interconectadas de la corteza cerebral y los sistemas
limbicos. Se ha identificado una interaccién fisica y funcional entre el receptor 5-HT,A de

serotonina y el receptor subtipo 2 del glutamato metabotrépico (mGluR2) en neuronas
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piramidales corticales. Este heterodimero constituye un nuevo e inusual ejemplo de
asociacion fisica entre GPCR de diferentes clases, ya que la mayoria de los heterodimeros
gue se han descrito implican GPCR pertenecientes a la misma clase. Los experimentos de
hibridacién in situ fluorescente (FISH) mostraron la co-localizacién de la expresion de RNAm
de 5-HT,AR y mGIuR; en la capa V de corteza somatosensorial de ratén y cultivos primarios
corticales de ratén. La evidencia de una asociacidn de receptores ha sido proporcionada por
co-inmunoprecipitaciéon, BRET, FRET, ensayos de unién en sistemas heterdlogos y corteza
cerebral. El glutamato mGIluR;-serotonina 5-HT,AR heterodimero representa un ejemplo de
asociacién GPCR que tiene consecuencias especificas sobre la farmacologia, la sefializacion
y la farmacologia del comportamiento de los farmacos que actian en los componentes del
receptor. Los experimentos de unidn mostraron que un agonista de mGIuR2 aumenta la
afinidad de los farmacos alucinégenos para el sitio de unién a 5-HT-AR, y un agonista de 5-
HT,AR disminuye la afinidad de los agonistas para el sitio de unién a mGIluR;. Los cambios
en la unién de alta afinidad causada por el crosstalk mGluR,-5-HT2AR sugieren que este
complejo puede servir para integrar la sefializacidn del receptor de serotonina y glutamato
y modulando el acoplamiento de la proteina G. Farmacoldgicamente, alucinégenos y no
alucinégenos similares de serotonina 5-HT,AR agonistas provocan cualitativamente
diferentes eventos de sefializacién corriente abajo, como se refleja en el patron de
transcripcion de genes que inducen. Mas precisamente, los agonistas 5-HT,AR alucinégenos
inducen cambios conformacionales del receptor especifico dentro del heterémero mGIuR;-
5-HT,AR que conduce al reclutamiento de vias de sefalizacién mediadas por el 5-HT,AR
cortical especifico. Los agonistas alucinégenos 5-HT,AR inducen a través de Ia
heterodimerizacién con mGIuR2 la activacién de ambas proteinas Gaq / 11 y también Gai /
0, mientras que el 5-HT2AR y mGIuR: solo estan acoplados a las proteinas Gaq /11y Gai /
o, respectivamente (Figura 50). Curiosamente, el heterodimero mGIluR2-5-HT,AR puede
constituir un nuevo objetivo para farmacos antipsicéticos en el tratamiento de la
esquizofrenia puesto que los agonistas de mGIluR; inhiben mediante interacciones
alostéricas dentro del heterodimero la sefalizacion Gai/o especifica de alucinégeno

mediada por 5-HT,AR.
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Figura 51. El crosstalk entre el glutamato mGIuR2 y la serotonina 5-HT;AR resultante de su
heterodimerizacion. (A) La interaccion fisica entre la serotonina 5-HT;AR y el glutamato mGluR2
pertenecientes a las clases GPCR 1y 3, respectivamente, esta mediada por mGluR2 dominios transmembrana
4 (TM4) y 5 (TMS5). (B) Las afinidades del agonista alucinégeno 5-HT,AR (DOl / DOM / DOB) son mayores en
presencia del agonista mGIuR2 (LY379268) que induce una unidn cooperativa positiva dentro del
heterodimero (1 y 2). Por el contrario, las afinidades de agonista de mGIuR2 (LY379268 / DCG-IV / L-CCG-I)
son menores en presencia del agonista 5-HT2AR (DOI) que induce una unidn cooperativa negativa dentro del
heterodimero (3 y 4). (C) Aunque el 5-HT2AR y el mGIuR2 estan acoplados principalmente a las proteinas
Gag/11 y Gi/o, respectivamente, el heterodimero mGIluR2-5-HT2AR estimulado por el alucindégeno (DOI)
aumenta significativamente el acoplamiento proteico Gi (1). Este efecto se invierte en presencia del agonista
mGIluR2 (LY379268) que potencia el acoplamiento proteico Gg/11 (2), lo que sugiere un papel putativo de este
compuesto como un farmaco antipsicético capaz de eliminar efectos especificos inducidos por alucinégeno.
Tomado deAlbizu L, et al (2010) Heteromerization of G Protein-Coupled Receptors: Relevance to Neurological
Disorders and Neurotherapeutics. CNS Neurol Disord Drug Targets 9(5): 636—650.

Las diferencias en la capacidad de mGIuR; y mGIuRs para cambiar las propiedades
farmacoldgicas de 5-HTAR y su estrecha similitud de secuencia fueron la base para
identificar los dominios mGIuR2 especificos responsables de la formacién de
heterodimeros. El estudio de una serie de quimeras moleculares del mGluRz y mGIluR3
demostré que el segmento que contiene las hélices transmembrana 4 y 5 de mGIuR2 es
necesario y suficiente para la formacién heterodimérica con 5-HT2AR. Estos resultados

proporcionan evidencia estructural para la formacién de un heterodimero entre miembros
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de diferentes clases de GPCR e identifican la implicacién de dominios de proteinas

especificas en la interfaz de un heterodimero de GPCR.

La expresidon de cada componente del heterodimero mGIuR2 5-HT,AR se estudié en el
cerebro de pacientes con esquizofrenia. Las densidades de receptores en las membranas
corticales de sujetos esquizofrénicos no tratados se alteraron significativamente,
mostrando un aumento de 5-HT,AR y disminucién de los niveles de expresion mGIuR2. Es
posible que esta desregulacion de la expresion de 5-HT,AR y/o mGIuR; pueda alterar la
integracién cortical de la sefalizacién de serotonina y glutamato y contribuir a las
anormalidades del pensamiento y el comportamiento en la esquizofrenia. Estos resultados
son consistentes con la hipdtesis de que el heterodimero mGluR,-5-HT,AR integra
serotonina y glutamato en la sefializacién para regular las funciones sensoriales de la
corteza, un proceso que se interrumpe en la psicosis. Este complejo merece un estudio
adicional de su posible papel en los sintomas de la esquizofrenia y de su potencial como

objetivo terapéutico.

5.8 HETERODIMEROS DE GPCR Y DESCUBRIMIENTO DE FARMACOS.

94,150,154,169,197-205

Los complejos heterodiméricos de GPCR con propiedades bioquimicas y funcionales Unicas
proporcionan nuevos objetivos importantes para el descubrimiento de farmacos. Mientras
qgue la identificacion de heterodimeros ha complicado la busqueda de farmacos
proporcionando un aumento combinatorio en el nimero de objetivos, esta complejidad
trae consigo una nueva posibilidad para aumentar la eficacia terapéutica y reducir los
efectos secundarios. La heterodimerizacidn del receptor representa un mecanismo directo
para el crosstalk entre dos sefiales extracelulares. Los muchos ejemplos emergentes de
modificacidn de las propiedades farmacoldgicas y de sefalizacidon de un GPCR en presencia
de otro resaltan la importancia de identificar complejos heterodiméricos apropiados como
dianas de farmacos. Las funciones potenciales de los heterodimeros de los receptores
opioides en la analgesia y la tolerancia/dependencia del farmaco y de los heterodimeros

serotonina/glutamato en los efectos de los agentes antipsicoticos sugieren que los
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heterodimeros serdn cada vez mds importantes como dianas de fdrmacos para las

enfermedades cerebrales y del sistema nervioso.

Actualmente, la mayoria de los ligandos que actian en heterodimeros son moléculas que
se dirigen preferentemente a uno de los componentes del heterodimero (Figura 51). Por
ejemplo, se cree que SKF83959 que tiene efectos antiparkinsonianos y actua en el
heterodimero D1R-D2R e induce la sefializacion de proteina Gq/ 11 en el cerebro. SKF83959
se une preferentemente al componente D1iR del complejo. Es probable que una serie de
ligandos de GPCR que tienen potencial terapéutico (ligandos D3R, A;AR, 5-HT2AR, mGIuR;,
mGIuRs, CB1R y H3R) ejercen algunos de sus efectos clinicos en enfermedades que van desde
el Parkinson a la esquizofrenia a partir de su actividad en heterodimeros. Ademas, algunos
ligandos del receptor de dopamina originalmente descritos como selectivos para un solo
receptor pueden ser heterodimeros especificos. Un ejemplo es la I-estefolidina
antipsicdtica, que es farmacolégicamente un agonista D1R y un antagonista D3R, que puede
actuar especificamente en heterodimeros DiR-D;R. De la misma manera, agentes
antiparkinsonianos como 532504, ropinirol y pramipexol también representan agonistas
selectivos para heterodimeros D;R-D3R. Asi, aunque los compuestos heterodimeros
especificos son mas dificiles de caracterizar, su uso podria reducir los efectos secundarios

en el tratamiento de enfermedades neuroldgicas.
5.8.1 DIMERIZACION ENTRE RECEPTORES EN SISTEMA CARDIOVASCULAR.206-219

Existen por lo menos 4 receptores de Ang Il cada uno de ellos con caracteristicas propias
como son: AT, AT,, ATz y AT,. La Ang Il no distingue entre los receptores AT, y AT, y se
une al receptor AT, con la misma afinidad que al receptor AT, y la acciéon funcional
dependerd por lo tanto de que receptor se encuentre con mayor expresion en el organismo.
El sistema Cinina-Calicreina es un sistema de proteinas sanguineas que participan en la
regulacién de la presion arterial, los efectos de este sistema son mediados por la
estimulacion de los receptores B, y B, al unirse la bradicidina una hormona peptidica que
puede ser liberada como consecuencia de algunas enfermedades cardiovasculares. Como
respuesta de la unién de bradicidina a su respetivo receptor se genera NO el cual ejerce
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importantes efectos en muchos determinantes fisioldgicos de la presién arterial, en el
estudio de enfermedades cardiovasculares esta molécula al igual que el GMPc son
importantes marcadores bioquimicos. Debido a la necesidad sobre un conocimiento a
fondo de la fisiopatologia de la hipertension arterial surgen investigaciones en las cuales se
involucran a los receptores de sustancias enddgenas y exégenas que pueden estar
involucradas en la regulacion de la presion arterial, asi Abadir y col., en el 2006,
demostraron en células PC12W que para aumentar la produccién de dxido nitrico, existe la
formacién de un heterodimero entre los receptores AT, de Ang Il y B, de Bradicinina. El
resultado del tratamiento combinado entre un antagonista B, y un agonista AT, fue un
incremento del 250% de la formacion del heterodimero esta asociacion fisica entre la
dimerizacion de los dos receptores tuvo como consecuencia la actividad de varias vias de
sefializacion con el aumento de la produccion de NO y GMPc. Ademas de que existen otros
estudios que comprueban la formacién de estos dimeros entre los receptores de Ang Il y
los receptores de Bradicinina. La heteromerizacidn entre los receptores de angiotensina AT1
y Bz de bradicinina mejora la sefial del receptor AT: mientras que inhibe la del B; de
bradicinina mostrando que la heterodimerizacidén entre receptores diferentes puede ser un

nuevo modelo para la modulacidon de la respuesta de GPCRs por sus respectivos ligandos.

La activacién del receptor de la angiotensina Il tipo 2 (ATzr) o la bradicinina B, (B2r) aumenta
la produccién de NO. Recientemente, se ha demostrado una mejora de la produccion de
NO cuando ATar y Bar son activados simultdaneamente in vivo. Sin embargo, el mecanismo
implicado en esta mejora es desconocido. La velocidad de formacién de heterodimeros
AT,r-Bar es en gran medida una funcidn del grado de expresidon de ATar-B,r. La asociaciéon
fisica entre los receptores dimerizados inicia cambios en las actividades de sefializacién de
la fosfoproteina intracelular que conducen a la fosforilacién de la quinasa terminal c-Jun, la
fosfotirosina fosfatasa, la proteina inhibidora kBa y el factor 2 de transcripcién activante;
Desfosforilacion de la proteina quinasa activada por mitdgeno p38 y p42/44 y el inhibidor
de la transcripcion 3 del transductor de sefial; y el aumento de la produccion de NO y cGMP.

Controlando la expresion de AT.r-Bar, influyendo en consecuencia su dimerizacién
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biolédgicamente activa, presenta un potencial objetivo terapéutico para el tratamiento de la

hipertensidn y otros trastornos cardiovasculares y renales.

El receptor de tipo Il de la angiotensina Il (AT2r) media una cascada vasodilatadora que
incluye bradicinina (BK), NO y cGMP. BK, la principal hormona efectora del sistema cinina-
calicreina, actua principalmente a través del receptor BK B, (B2r) para mediar la mayoria de
sus acciones cardiovasculares y renales. Datos arrojados demostraron que, en comparacion
con las contribuciones de los receptores individuales, la activacidon simultdnea de ATary Byr
llevé a un aumento del 70% en la produccién de NO, sugiriendo la interaccidén entre estos
dos receptores. Sin embargo, el mecanismo molecular que implica la ruta AT.r-Bor-NO es

desconocido.

El crosstalk es un proceso esencial para los receptores localizados en la membrana
plasmatica, incluyendo aquellos que implican la superfamilia de los 7 receptores acoplados
a la proteina G trans-membrana (GPCR). Estd bien establecido que una variedad de
receptores de superficie celular interactian con cada uno Otros para formar dimeros y que
esto es esencial para su activacion. Estudios recientes demostraron la existencia de
homodimeros y heterodimeros de GPCR. La heterodimerizacién tiene efectos en la union al
ligando, la activacion del receptor, la desensibilizacion y el trafico, asi como la sefializacién
del receptor diferente de la del homodimero u oligdmero. La heterodimerizaciéon
proporciona un nuevo Medios reconocidos de modulacién de la funcién del receptor, asi

como entrecruzamiento entre GPCRs.

Se reporta la formacién de una unidad estable funcional del heterodimero AT,r-B,r. Este
resultado fue apoyado y reforzado por los resultados de coimmunoprecipitacion, lo que
indica que los heterodimeros de AT,r y Bar activos de alta afinidad eran estables sin
reticulacion previa, lo que demuestra la resistencia de la asociaciéon fisica entre los 2
receptores dimerizados. Los datos de C-FRET demostraron la asociacion fisica entre los 2
receptores dimerizados sin ninguna estimulacidn y sugieren la presencia de heterodimeros
constitutivos. Es posible que se formen homodimeros o incluso heterotetradores de ATar,

Bar y angiotensina Il tipo 1 (ATar).
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La velocidad de formaciéon del heterodimero AT.r-B,r parece estar regulada en gran parte
por el estado de expresion de ATar y Byr. El tratamiento con agonistas y / o antagonistas a
AT,r o Bar durante 30 minutos para influir en el estado de actividad del receptor sin cambiar
el nivel de expresion del receptor no afectd el nivel de formacién de heterodimeros, lo que
sugiere que la activacidn del receptor no contribuye principalmente al nivel de formacién
de heterodimeros. Se ha reportado un incremento en la expresion de receptores AT,y /o
B> fue acompafiado consistentemente por un aumento en la formacién de heterodimeros
después de la administracién de diferentes agentes farmacoldgicos durante 24 horas.
Observando que los agentes farmacoldgicos que aumentan un tipo de receptor afectan de
manera similar a la expresion o formacién de dimero del otro receptor, o ambos, a
diferentes niveles. Este hallazgo es consistente con estudios recientes que examinaron los
efectos de la angiotensina Il sobre la regulacién de los receptores B;. Lo contrario también

se observé entre la ATir y la terapia génica de la calicreina.

El aumento maximo de la formacién de heterodimeros AT,r-B,r se observé como resultado
del tratamiento combinado de un agonista de ATr y un antagonista de Bar, incrementando
cada uno individualmente la expresion de ambos receptores e induciendo un aumento del
250% en la formaciéon de heterodimeros. Es posible que el aumento en la formaciéon de
dimeros con el tratamiento de PD pueda ser debido a una conversion incrementada de
mondémero a dimero. Sin embargo, el mondmero no aumentd con el tratamiento de PD.
Ademas, se observo una disminucion en Bar dimero y mondmero en respuesta a PD. Aunque
el bloqueo Byr aumentd sustancialmente la expresidon de ATyr y Bar, sélo aumentd
ligeramente la formacién de heterodimeros AT.r-Bar. En la actualidad, se desconocen los
mecanismos subyacentes a la diferencia entre el antagonista Bar frente al agonista AT,r con
o sin antagonista Byr en la formacién de dimeros observada en el presente estudio. Es de
notar que la estimulacidn AT,r siempre estuvo asociada con una mayor formacion de
dimeros. Por lo tanto, los factores que influyen en la expresion de ATary la actividad pueden
desempeiiar un papel mas importante en la formacidon de dimeros que los factores que

afectan la expresién Bar. La dimerizacién ocurre en funcidn del nimero de receptores, pero
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también requiere la activacién de AT,r. Esto explica por qué el icatibant solo aumenta la

expresion de Bar y AT,r pero ni la formacion de dimeros ni la produccion de NO o GMPc.

5.9 OBJETIVOS DE FARMACOS ESPECIFICOS PARA HETERODIMEROS GPCR. 22

224

Un enfoque diferente es el desarrollo de ligandos bivalentes vinculante ambos
componentes individuales del heterémero (Fig. 50). Estos compuestos contienen dos
diferentes ligandos de GPCR (dos agonistas, dos antagonistas o uno de cada uno) que estan
unidos a través de espaciadores de aminodacidos. Un estudio reciente describe el desarrollo
de nuevos antagonistas del receptor adenosina A;AR antagonista - dopamina D3R
aglutinante bivalente Util para la detecciéon del heterodimero A,AR-D;R. En vista de los
antagonistas A2AR selectivos y de los agonistas D2R como compuestos antiparkinsonianos,
la accién bivalente adenosina / dopamina podria usarse para el tratamiento de la
enfermedad de Parkinson mejorando la especificidad y la eficacia. Ademas, los ligandos
GPCR que actian como moduladores alostéricos representan otra herramienta terapéutica

potencial para dirigirse a las entidades receptoras heterodiméricas.

(a) Ligando especifico del heterodimero (b) Ligando bivalente
‘V v, v VYV vy o VVV'
e . 22l
e e el dee S
v v
Modulacién especifica Modulacion especifica
del heterodimero del heterodimero

Figura 52. Objetivos de farmacos especificos para heterémeros GPCR (A) El direccionamiento especifico de un
GPCR sélo esta implicado en una formacién heteromérica. En cuanto a heterémeros receptores involucrados
en enfermedades neuroldgicas, antiparkinsoniano SKF83959 [178] y antipsicéticos I-stepholidine [179] son
especificos para DiR-D2R heterdmero mientras que antiparkinsonianos S32504, ropinirol y pramipexol son
especificos para D2R-D3R heteromero [59]. (B) Los ligandos bivalentes modulan especificamente heterémeros
uniendo ambos GPCR. El antagonista A2AR de adenosina - ligando bivalente agonista de dopamina D2R
especifico para el heterédmero A;AR-D2R podria ser utilizado como un potente agente antiparkinsoniano
Tomado de Albizu L, et al (2010) Heteromerization of G Protein-Coupled Receptors: Relevance to Neurological
Disorders and Neurotherapeutics. CNS Neurol Disord Drug Targets 9(5): 636—650.
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6. TECNICAS PARA EL ESTUDIO DE LA DE HOMO- Y
HETERODIMERIZACION DE RECEPTORES ACOPLADOS A
PROTE |'N AS G 225-229,164, 330,331, 177,125, 332-342, 139, 167, 343-354

Las técnicas utilizadas para el establecimiento de la formacion de homo- y heterodimeros
de GPCRs son de indole muy variada, como técnicas farmacoldgicas, utilizacién de
quimeras, aproximaciones bioquimicas y técnicas de biofisica. A menudo la demostracién

de la oligomerizacién de GPCRs requiere la utilizacidn de algunas o incluso todas ellas.

Los estudios farmacoldgicos pueden constituir la primera evidencia de la existencia de
homodimeros entre GPCRs en aquellos casos en los que se detecte tanto cooperatividad
positiva como negativa en la unién de ligando. El fendmeno de la cooperatividad no puede
ser explicado considerando la existencia de distintos estados de activacion de los receptores
monoméricos en equilibrio. La manera mas simple de explicar la cooperatividad requiere la
formulacién de un modelo que considera la forma dimérica del receptor y explica la
cooperatividad de manera natural por analogia con los enzimas. Por otro lado, una
evidencia farmacoldgica contundente de la existencia de heterémeros la constituyen los
cambios cinéticos en la unidn de ligandos a un receptor provocados por la unién de ligandos
al otro receptor en el heterdmero, en preparados de membrana de células o de tejidos que
expresen los receptores. En preparaciones de membrana aisladas no existe ninguna
magquinaria celular que pueda producir un cross-talk indirecto (por ejemplo, un cross-talk a
nivel de segundos mensajeros) y la existencia de una modulaciéon a nivel de unién de
ligandos sélo puede ser explicada mediante una interaccion molecular entre ambos
receptores. En estos casos la unién de un ligando a un receptor induce cambios
conformacionales en el otro receptor que modulan su capacidad de unir ligandos. Estos
cambios conformacionales sélo se pueden producir si ambas proteinas interaccionan

molecularmente.

En los ultimos afios, una de las aproximaciones bioquimicas mas usadas para el estudio de

la dimerizacién de GPCRs ha sido la coinmunoprecipitacidn de receptores diferencialmente
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marcados. El primer estudio que se llevo a cabo utilizando esta aproximacion fue realizado
por Herbert y colaboradortes en el cual demostraban la existencia de interacciones
especificas entre los receptores [.-adrenérgicos. Desde entonces, se han utilizado
estrategias similares para documentar la homodimerizacién de receptores D, de dopamina,
receptores metabotrépicos de glutamato tipo 5(mGIuRs) y otros. Mas recientemente, se
han efectuado experimentos de coinmunoprecipitaciéon para demostrar la existencia de
heterodimeros entre receptores relacionados, como los subtipos GABAgr1 Y GABAgr2 Y
menos relacionados como los receptores de adenosina A1 y D1 de dopamina, los receptores
de angiotensina AT: y Bradikinina B, el de §-opioide y de B.- adrenérgico. Aunque las
coinmunoprecipitaciones y los analisis por western-blot son bastante convincentes
requieren de la solubilizacion del receptor de la membrana, lo que no permite descartar
gue los dimeros observados puedan ser artefactos debidos al tratamiento con detergentes,
considerando la naturaleza hidrofébica de estas proteinas. A pesar de todos los controles
usados para descartar esta posibilidad, la aceptacién generalizada de la dimerizacién de
GPCRs permanecia pendiente de una demostracién directa de que estos complejos existen
en células vivas. Esto fue posible con el desarrollo y la utilizacion de métodos biofisicos

basados en la transferencia de energia por resonancia.

Estas aproximaciones estan basadas en la transferencia no radiactiva de energia de
excitacion entre un dador energético y un aceptor. En el caso de la transferencia de energia
de resonancia fluorescente (FRET: Fluorescence Resonance Energy Transfer), tanto el dador
como el aceptor son moléculas fluorerscentes, mientras que en la transferencia de energia
de resonancia bioluminiscente (BRET: Bioluminescence Resonance Energy Transfer) el
dador es bioluminiscente y el dador fluorescente?3'234, Para que este fenémeno tenga lugar
es necesario que se cumplan dos requisitos. El primero, que el espectro de emision del
dador y el espectro de excitacidén del aceptor se solapen, de forma que el dador no emite
completamente la energia que debiera, si no que transfiere parte de su energia al fluoréforo
aceptor, el cual emite como si hubiera sido excitado directamente. Y el segundo, que la
distancia entre el emisor y el aceptor sea menor o igual a 100 A. Esta dependencia critica

de la distancia entre dador y aceptor para la transferencia de energia hace que los sistemas
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de BRET/FRET sean los elegidos para monitorizar las interacciones proteina-proteina en

cultivos celulares.

Para la técnica de FRET se utilizan las diferentes variantes de la proteina verde fluorescente
(GFP: Green Fluorescence Protein) obtenidas por mutacién. Estas mutaciones confieren
diferentes propiedades espectrales, de forma que, utilizando dos formas diferentes de
mutantes con las caracteristicas espectrales adecuadas, fusionadas a las proteinas en
estudio, permite determinar si estas estan lo suficientemente cercanas como para
transferirse energia. La pareja mas ampliamente utilizada para los experimentos de FRET
son las variantes YFP (Yellow Fluorescence Protein) y GFP?. Esta ultima variante de la GFP
ha sido optimizada para ser usada como pareja de FRET con la YFP. La GFP? se excita a 400
nm y emite a 510 nm, mientras que la YFP se excita a 485 nm y emite a 530 nm. De esta
forma, tal y como se muestra en la Figura 52, la excitacién de las células que expresan la
proteina de fusién receptor-GFP? con un laser d una longitud de onda de 393-403 nm,
produce la emisién de energia a 510 nm, que es capaz de excitar a la proteina de fusién
receptor-YFP, cuya emisién a 530 nm es cuantificable. Debido a que hay cierto solapamiento
entre los espectros de emisidn de ambas proteinas de fusidn, es necesario separar los dos

espectros de emisidn para cuantificar la seiial de FRET.

Figura 53. Representacidén esquematica del fendmeno de FRET. Tomado de Gonzalez S. Receptores de
dopamina y heterdmeros de receptores de dopamina en la modulacion de la neurotransmision. Tesis de

doctorado. Barcelona (2012) Universidad de Barcelona.
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En la técnica de BRET se utiliza el enzima Renilla luciferasa (Rluc) fusionado a uno de los
receptores. Se produce la degradacion catalitica del substrato coelenterazina H por la
luciferasa en presencia de oxigeno, de forma que se genera luz que al ser transferida a una
variante de la proteina GFP fusionada al otro receptor, ésta emite fluorescencia a su
longitud de onda caracteristica si ambas proteinas estan lo suficientemente cercanas. En el
estudio de la dimerizacidn de GPCRs, se generan proteinas de fusién que consisten en la
unién de la proteina fluorescente GFP o sus variantes (por ejemplo, YFP) en el extremo
carboxi terminal de un receptor y la proteina luminiscente Rluc en el extremo carboxi
terminal del otro receptor vy, al igual que en la técnica de FRET, se co-expresan ambas
proteinas de fusion en células vivas. Como se muestra en la Figura 52a, en ausencia de
dimerizacion la adicion del sustrato coelenterazina H genera una senal bioluminiscente
caracteristica, mientras que, como se muestra en la Figura 52b, si se produce dimerizacion
entre ambos receptores, la energia es transferida de la RLuc a la proteina fluorescente,
dando lugar a la aparicién de una senal adicional fluorescente con un pico de emision

caracteristico de la variante usada.

Figura 54. Representacion esquematica del fendmeno de BRET. Tomado de Gonzélez S. Receptores de
dopamina y heterdmeros de receptores de dopamina en la modulacion de la neurotransmision. Tesis de

doctorado. Barcelona (2012) Universidad de Barcelona.

Hasta la fecha se han descrito dos variantes principales de esta técnica, la que se conoce
como BRET o BRET! y la denominada BRET2. Aunque el principio biofisico de ambas técnicas

es el mismo, difieren por el sustrato que cataliza la Rluc y por la proteina aceptora. En el
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BRET el sustrato que se usa es la coelenterazine H, que al ser metabolizado por la Rluc
genera luz con un pico de emisién a 480 nm; emisidn que permite excitar a la YFP (ya que
se solapa con su pico de excitacion), de forma que ésta emite a 530 nm. En el BRET2 el
sustrato es DeepBlueC que al ser oxidado por la Rluc emite una luz a 400 nm de forma que
puede excitar a la GFP?; en este caso la longitud de onda a la que emite esta variante de la

GFP es 510 nm.

Mediante técnicas de transferencia de energia se ha demostrado la existencia de
homodimeros de los receptores P2-adrenérgico 6-opiodes y A2A de adenosina entre
muchos otros. También se ha realizado una aproximaciéon similar para el estudio de
heterdmeros de receptores acoplados a proteina G, como por ejemplo entre los receptores
de somatostatina SSTR2A y SSTR1B, los receptores de somatostatina SSTR1B y los D2 de
dopamina, los receptores A2A de adenosina y D2 de dopamina, los receptores de dopamina
D1y D3, los receptores A2A de adenosina y CB1 de cannabinoides y los receptores D1 de
dopamina y H3 de histamina entre otros. En los ultimos afios se han desarrollado multitud
de variantes de estas técnicas entre las que cabe destacar la técnica de SRET (sequential
resonante energy transfer) basada en las técnicas de BRET y FRET y la técnica de BRET y
complementacidon bimolecular que permiten la deteccidon de heterémeros de mas de dos

receptores.

Las técnicas de transferencia de energia ponen de manifiesto que dos proteinas tienen la
capacidad de interaccionar molecularmente en cultivos celulares, y esta es evidentemente
la primera condicidon que se debe cumplir para que las proteinas en estudio estén formando
heterdmeros in vivo. Sin embargo, una sefial positiva en células transfectadas con proteinas
de fusién no significa necesariamente que en un tejido que exprese endégenamente estas
proteinas, éstas formen heterdmeros. Para detectar heterdmeros en tejidos nativos deben
utilizarse otro tipo de estrategias. Existen técnicas directas para detectar oligdmeros en
tejidos nativos. Una de ellas utiliza la microscopia de fuerza atomica. Palczewski y
colaboradores usando microscopia de fuerza atémica demostraron, por primera vez,
oligdmeros de rodopsina en la retina con un determinado patrén de distribucidn. Esta

técnica es factible cuando la concentracién de receptores en el tejido es muy elevada como
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ocurre con la rodopsina en la retina, pero es de dificil aplicacién para la mayoria de
receptores del sistema nervioso central cuya expresién es moderada. La técnica de In Situ
Proximity Ligation Assay (PLA) es una técnica directa muy Uutil para el estudio de
heterdmeros de receptores si se dispone de anticuerpos especificos para. Como se muestra
en la figura 55, la técnica se basa en la unién de los anticuerpos primarios a los receptores
a estudiar y la posterior unién de anticuerpos secundarios, previamente conjugados a las
sondas PLA, a estos anticuerpos primarios. A continuacioén, se produce la hibridaciéon de
unos oligonucleétidos a las dos sondas PLA conjugadas utilizando una solucidn de ligacién.
Esta hibridacién da lugar a un DNA circular que es posteriormente amplificado utilizando
polimersas y, a continuacién, detectado utilizando sondas especificas previamente

marcadas con un fluordforo.

(e e

Fijar el frotis de células o Lavar y adicionar dos Lavar y agregar las sondas
tejidos para observarlos al anticuerpos primarios  PLUS y MINUS PLA
microscopio, agregando una
solucion bloqueante

=9 ———

= aL P T AFE T =
(W)

(%) _—
Lavar y agregar la
Lavar y adicional la solucién Amplificadora Lavar, secar y montar
solucion del ligando (verde, naranja, rojo, rojo
lejano)

Figura 55. Representacion de la técnica ‘In Situ Proximity Ligation Assay’ (PLA) utilizada para la deteccién de

interacciones entre receptores. Tomado de Olink Bioscience, 2011.

La utilizacion de ligandos para heterdmeros constituye otra técnica directa para su

detecciéon. Como se muestra en la Figura 54, se pueden seguir varias estrategias
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dependiendo de las propiedades del heterodimero. Uno de los enfoques consiste en el
diseio y sintesis de ligandos bivalentes que interaccionen con los dos receptores del dimero
(Figura 56a). Estos ligandos pueden tener mayor afinidad y selectividad si se compara con
los ligandos clasicos de los receptores. Esta estrategia se ha utilizado para determinar la
presencia de heterémeros de receptores de adenosina A;A y de dopamina D; en el estriado
de cerebro de cordero. Otra aproximacion es el desarrollo de ligandos selectivos de un
determinado heterodimero (Figura 56b). Estos ligandos interaccionan con el centro de
unién Unicamente cuando forma parte del heterodimero. Waldhoer y colaboradores
demostraron que el compuesto 6’-guanidinonaltrindole (6’-GNTI) no podia unirse a
receptores opioides individuales pero si era capaz de unirse y activar al heterodimero de
receptores opioides k-6. Experimentos in vivo demostraron que el compuesto 6’-GNTI
producia analgesia cuando se administraba directamente en la médula espinal, pero
practicamente no tenia efecto cuando se administraba directamente en el cerebro.
Ademas, este efecto analgésico selectivo de la médula espinal se bloqueaba por un
antagonista bivalente selectivo del heterédmero k -8 confirmando a éste como diana

funcional para la analgesia in vivo.

<» .

Ligando bivalente

<

Ligando selectivo
de heterodimeros

" ‘1 )[‘ '“0’ v S

Figura 56. Ligandos que interaccionan especificamente con heterodimeros. Tomado de Rozenfeld R, et al.
Heterodimers of G protein-coupled receptors as novel and distinct drug targets. Drug Discov Today: Ther
Strat. 2006; 3:437-443.

Un ejemplo interesante de ligando que no se une al heterodimero pero si selectivamente a

los receptores individuales es el antagonista del receptor adrenérgico aip denominado BMY
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7378. Este resultado sugiere que es posible generar fdrmacos o ligandos que interaccionen
selectivamente con homodimeros, y no heterodimeros, de receptores o vice-versa. Tanto
la estrategia de los ligandos bivalentes como la de los ligandos selectivos de un
heterodimero tiene sus pros y sus contras. En la tabla 5 se indican las ventajas e
inconvenientes de cada estrategia. Actualmente existen varias empresas, como CARA
Therapeutics, Dimerix Bioscience o PatoBIOS Incorporated, que estan desarrollando
estrategias adecuadas para la identificacién de heterodimeros o de moléculas que

interaccionan selectivamente con heterodimeros (Milligan, 2006).

Ligandos Bivalentes

Ligandos selectivos
de heterodimero

Ventajas

Alta selectividad.

Pocos efectos secundarios
Disefio racional del compuesto
Alta selectividad.

Pocos efectos secundarios.

Bajo peso molecular de los

Inconvenientes

Alto peso molecular de los compuestos.

No poseer las propiedades fisicoquimmicas de
un farmaco (i.e. no satisfacer las reglas de
Lipinski; (Lipinski, et al., 2001)).

Se basa en el supuesto de que Ia
heterodimerizacion altera drdsticamente el
sitio de unioén.

Dificil disefio racional de los compuestos.

compuestos.
Necesita una extensa exploraciéon para la

Pueden satisfacer las reglas jdentificacién del ligando.

Lipinski (Lipinski, et al., 2001).

Tabla 6. Ventajas e inconvenientes del desarrollo de ligandos bivalentes y selectivos de heterodimeros.

Extraido y modificado de Rozenfeld et al., 2006

Existen técnicas indirectas para detectar oligdmeros en tejidos nativos como por ejemplo la
coinmunoprecipitacion de las proteinas implicadas a partir de tejido, pero como hemos
comentado anteriormente, la coinmunoprecipitaciéon requiere de la solubilizacién de los
receptores de la membrana, lo que no permite descartar que los oligdmeros observados
puedan ser artefactos debidos al tratamiento con detergentes. Una manera bastante eficaz
de detectar oligdmeros en tejidos nativos es determinar alguna caracteristica especifica de
los heterodimeros en células donde se haya demostrado la heterodimerizacidn y utilizar
esta propiedad como huella dactilar para detectar el heteromero en tejidos nativos. La
determinacion de cross-talk entre cascadas de sefializacién intracelular, el antagonismo
cruzado en el que un antagonista especifico de un receptor inhibe la sefializacién mediada
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por un agonista del otro receptor o bien el estudio de cambios en la unién de ligandos en
uno de los receptores en presencia de un ligando para el otro receptor en preparaciones de
membranas obtenidas de tejidos vivos pueden constituir una huella dactilar si se ha
demostrado previamente que es una caracteristica del heterémero. Estas estrategias se han
utilizado para detectar heterdmeros entre receptores de dopamina Di y histamina Hs o
entre receptores de dopamina D1 y receptores sigma 1 en el tejido estriatal de cerebro entre

otros.

7.0 CONCLUSIONES

La acumulacién de pruebas muestra el papel fundamental de los heterodimeros de los GPCR
en los procesos fisiopatoldgicos, y pone de relieve la importancia de estos complejos como
blancos terapéuticos. La identificacion de heterodimeros especificos que son
sobreexpresados durante eventos patoldgicos y/o una chaperona especifica del
heterodimero es al parecer lo que conduce a nuevas estrategias para las intervenciones

farmacoldgicas.

LosGPCRs son una gran familia de receptores de superficie celular que responden a una
variedad de sefiales externas. La unidn de una molécula de sefializacién a un GPCR resulta
en activacion de la proteina G, que a su vez desencadena la produccién de segundos
mensajeros. A través de esta secuencia de eventos, los GPCR ayudan a regular una increible

variedad de funciones corporales en diversos procesos fisioldgicos.
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8.0 PERSPECTIVAS FUTURAS

Los GPCRs estan involucrados en una amplia diversidad de enfermedades como son:
alergias, disfuncion cardiovascular, depresién, obesidad, cancer, dolor, diabetes, y una
variedad de trastornos del sistema nervioso central. Por lo que, hay mucho interés en la
identificacidon de receptores que se dimericen y tengan cdmo consecuencia una respuesta
o efecto farmacolégico deseado, lo que abre una linea importante de investigacién para
conocer como es que los receptores de un mismo tipo o diferente pueden acercarse y
generar vias de sefalizacion que traen como consecuencia un mejor efecto farmacoldgico.
De hecho, existen técnicas histoldgicas avanzadas que se aplican para determinar el
acercamiento de estos receptores acoplados a proteinas G. Un modelo reciente supone la
existencia de diversos estados conformacionales para un GPCR dado de tal modo que un
GPCR no existe exclusivamente en dos estados (activo e inactivo), sino en varios. Este
modelo propone que cada uno de estos estados conformacionales activa de forma
especifica una via de sefializacién dada, de tal modo que si un farmaco favorece una de
estas conformaciones, se activara especificamente una determinada via de sefializacidn. La
eficiencia de un farmaco para inducir especificamente una u otra via de sefalizacién no est3
relacionada con la afinidad, ni tampoco con el hecho de que funcionalmente se trate de un

agonista total o parcial o inverso o de un modulador alostérico.

Por otro lado, la identificacidn de los heterdmeros receptores “in vivo” y su participacion
en los procesos fisiopatoldgicos es fundamental para su reconocimiento como nuevos
objetivos farmacoldgicos. Sélo unas pocas técnicas permiten la deteccién directa de
complejos GPCR en tejidos nativos. Se han desarrollado ligandos acoplados a fluoréforo que
podrian usarse para llevar a cabo analisis de FRET entre receptores endégenos que
interactuan. Los anticuerpos que reconocen especificamente los heterémeros receptores
representan herramientas Utiles para la deteccidn y el andlisis de complejos de GPCR “in
vivo”. Comprender los mecanismos que gobiernan la heteromerizacidon de GPCR representa
un desafio sobresaliente en todas las dreas de la biologia, y es un requisito previo para el

desarrollo de farmacos dirigidos a heterémeros GPCR. De hecho se ha preguntado:
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1) Sidosreceptores que pueden interactuar se expresan en una célula en igual medida,
éformaran preferentemente heterémeros?

2) ¢éCuantos receptores hay en un oligdmero?

3)

éLos receptores estdn en un heterémero en una relacién estequiométrica? Si no, en

el contexto de un heteroligdmero, écudl es la proporcidn minima de un protdmero

requerida para cambiar las propiedades del otro protémero?

4) ¢Hay formas de "forzar"

a los receptores a asociarse que aumenten la

homogeneidad (forma heteromérica) de una muestra?

@ }:}/ g}/ x;;/_.ﬁ
QP e
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Figura 57. Técnicas emergentes para detectar heterodimeros. Detectan (a-c) y modulan (d-i) heterodimeros.
Los heterodimeros GPCR pueden ser detectados usando tres enfoques principales.
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(A) Fluoroforo acoplado FRET mediado por ligando. Los ligandos fluoréforo acoplado para dos receptores se
pueden analizar utilizando FRET sdlo si sus dos receptores afines estan en estrecha proximidad en un complejo
heterodimérico.

(B) Anticuerpos heterodimero selectivo que reconocen sélo heterodimeros; se pueden utilizar para estudiar
la localizacion y los niveles de heterémeros.

(C) Ligandos especificos para el heterodimero pueden unirse solamente a la alteracién de unién al receptor
de bolsillo formado en un heterodimero.

heterémeros GPCR puede ser modulada usando seis enfoques principales.

(D) Los agonistas-heterodimero especifico pueden activar un receptor sélo si esta en una forma
heterodimérica.

(E) Antagonistas heterodimero-especificos pueden bloquear un receptor sdlo si estda en una forma
heterodimérica.

(f) Anticuerpos heterodimero-especificos pueden bloguear la unién al receptor y / o de sefializacion sélo si
estan en una forma heterodimérica.

(G) La activacién de anticuerpos especificos heterodimero pueden activar los receptores sélo si estd en una
forma heterodimérica.

(h) Ligandos bivalentes pueden unirse y activar los receptores sdlo si sus receptores afines se encuentran en
una heterodimero.

(1) El ligando de un receptor puede actuar como un modulador alostérico negativo o positivo del receptor
interactdan en un heterodimero. El modulador alostérico puede alterar las propiedades de unién y / o de
sefializacidn del receptor de la interaccion.
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