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Presentacion

En el vasto y fascinante mundo de la bioclogia celular y la sefalizacién mo-
lecular, existe un infricado lenguaje que las células utilizan para comunicarse
entre si y coordinar una variedad de procesos fisioldgicos esenciales. Esta
obra se adentra en los misterios de esta comunicacidon intracelular para
proporcionar a los lectores una comprension sélida de los fundamentos de
la sefalizacién molecular y transduccion de senales.

Elcapitulo 1, titulado"Comunicacién celular', marca el comienzo de nuestro
vigje. Aqui, exploraremos la comunicacién celular en su esencia, entendida
como la base fundamental de numerosos procesos fisioldgicos. Aprendere-
mos sobre los diferentes tipos de comunicacién celular, desde la pardcrina
hasta la autdcrina, y cdmo se transmiten lassefales a través de receptores
especificos. Ademds, nos sumergiremos en los detalles de la fransduccién de
sefales, explorando los receptores acoplados a proteinas G (GPCR), los re-
ceptores tirosina cinasa (RTK), los canales idnicos y los receptores nucleares.
Este capitulo establece los cimientos para el conocimiento que desarrollare-
mos en los capitulos posteriores.

El capitulo 2, titulado "Proteinas del hardware de senalizacién”, se enfoca
en las moléculas clave que facilitan la comunicacién intracelular. Explo-
raremos las proteinas de andamio, las proteinas cinasas y sus diversas subfa-
milias, asi como las fosfatasas. Comprenderemos que estas proteinas desem-
pefan un papel crucial en la transduccion de sefales y como su disfunciéon
puede tener consecuencias significativas para la salud.

Posteriormente, en el capitulo 3, titulado "Receptores acoplados a protei-
nas G", la lectura nos sumergird en un mundo intrigante de proteinas recep-
toras en la membrana celular. Descubriremos la estructura de los GPCRs y
su clasificacién en diversas familias. Ademds, exploraremos los mecanismos
generales y los cambios conformacionales que permiten que estos recep-
tores actuen como interruptores moleculares. A medida que avanzamos en
este capitulo, serd claro lo fundamental que son estas proteinas para la sena-
lizacién celular y regulacion de una multitud de procesos bioldgicos.

En el capitulo 4, "Receptores para factores de crecimiento”, la lectura
nos llevard a un nivel mds profundo de sefalizacidon molecular al explorar los
receptores de tirosina cinasa y los receptores de citocinas. Aprenderemos
como estas proteinas receptoras desempenan un papel critico en el control
del crecimiento celular y la diferenciacidn, mientras que su disfuncidon puede
contribuir a enfermedades como el cdncer.



En el capitulo 5, "Canales idnicos”, se explora el emocionante mundo de
los canales idnicos, que son responsables de regular el flujo de iones a través
de las membranas celulares. Descubriremos los diferentes tipos de canales
idnicos vy su distribucién en el organismo, asi como su relevancia en una varie-
dad de procesos bioldgicos.

En el capitulo 6, "GTPasas de bajo peso", se explora la superfamilia Ras y las
subfamilias de GTPasas que desempenan un papel crucial en la senalizacién
celular. Comprenderemos que estas proteinas regulan la actividad de otras
moléculas clave y su influencia en el destino de la célula.

El capitulo 7, "Receptores nucleares”, nos llevard a un nivel aln mds pro-
fundo al explorar cédmo los receptores nucleares controlan la expresion géni-
cay participan en una amplia gama de procesos fisioldgicos. Aprenderemos
sobre su estructura, funcidn y regulacién, y su papel en la respuesta a diversas
sustancias quimicas y medicamentos.

Finalmente, el capitulo 8, "Enfrecruzamiento de vias de senalizacién”, nos
mostrard coémo estas diferentes vias de sefalizacion interactian y se en-
trelazan en un intfrincado sistema de comunicacién celular. Descubriremos
que los receptores acoplados a proteinas G pueden influir en los receptores
tirosina cinasa, los canales idnicos y los receptores nucleares, y viceversa.

Alolargo de este libro, los lectores encontrardin objetivos especificos, casos
clinicos, preguntas de integracion y referencias que enriguecerdn su com-
prensidon y les permitirdn aplicar los conceptos aprendidos en situaciones
précticas. Estoy seguro de que este libro serd una guia valiosa para estu-
diantes y profesores de biologia celular y fisiologia celular, que los inspirard a
profundizar en los misterios de la comunicacidn celular en busca de respues-
tas a preguntas aln no resueltas en el campo de las ciencias biomédicas.
iDisfruten de este emocionante viaje de descubrimiento!

Dr. Raul Sampieri Cabrera
Departamento de Fisiologia
Facultad de Medicina, UNAM



Capitulo

Comunicacion celular

Raul Sampieri Cabrera, Ernesto Calderén Martinez,
Wilber Montejo Lépez, Aline Ruiz Ldpez

Contenido tematico
¢ Objetivos
e Caso clinico
¢ Introduccidn
> La comunicacién celular como base fundamental de
procesos fisioldgicos
¢ Tipos de comunicacion celular: pardcrina, enddcrina y autdcrina
¢ Transduccion de senales
> Receptores acoplados a proteinas G (GPCR)
> Receptores tirosina cinasa (RTK)
e Canalesidnicos
* Receptores nucleares
¢ Reflexion del capitulo
¢ Preguntas de integracién
e Referencias

Objetivos
Explicar los mecanismos y caracteristicas generales de la comunicacion
celular, la transmision y fransduccidén de senales, asi como sus implicaciones
fisioldgicas.

Caso clinico

Paciente femenina de 50 anos que acude a consulta general por fuertes
palpitaciones en el pecho reporta no tener antecedentes de enfermeda-
des cardiovasculares y diabetes, sin embargo, es fumadora activa y con-
sume de 4 a 5 tazas de café al dia, se encuentra sometida a fuertes periodos
de estrés laboral.



TRANSDUCCION DE SENALES: DE LO MOLECULAR A LO FUNCIONAL

Intfroduccién

La comunicacién celular como base fundamental de procesos fisiolégicos

El estudio de la comunicacidén celular se centra en cdmo una célula emite y
recibe mensajes con su entorno y consigo misma. Debemos pensar que las
células no viven aisladas, sino que se encuentran recibiendo y procesando
informacién del medio externo; esta referencia se puede relacionar con los
nutrientes, cambios de temperatura, variaciones de luz, pH del medio, entre
ofros.

Las células se pueden comunicar entre si, y realizar cambios en sus mecanis-
mos internos, por medio de una variedad de senales quimicas y mecdnicas.
Si analizamos la respuesta de una célula a un estimulo, como, por ejemplo,
la contraccién de una célula cardiaca tras un estimulo eléctrico, debemos
preguntarnos gqué mecanismos internos se estdn activando?, scudl es la
senalizacion interna que participa? y 3qué implicaciones genéticas tiene
la activacion de la senalizacion?

La senalizacién celular generalmente comienza en la membrana celu-
lar e involucra proteinas en forma de receptores que captan la senal del
medio y desencadenan mecanismos quimicos vy fisicos dentro de la célula.
Las senales que se detectan en la membrana también pueden favorecer
la entrada de iones a través de canales idnicos, que permiten su paso direc-
to entre los compartimentos externos e internos de la célula.

La comunicacidén desde un punto de vista literal es una accién consciente,
en la cual se intercambia informacidn entre los participantes, a fin de trans-
mitirla o recibirla. Los pasos bdsicos de la comunicacién son la necesidad
de comunicar, composicidon del mensaje, codificacidén del mensaje, trans-
misidon de la senal, recepcion de la senal, decodificacién del mensaje, inter-
pretacién del mensaje y generacién de una respuesta.

Las células al comunicarse realizan estas acciones hacia si mismas (comu-
nicacién autdcrina), células cercanas (pardcrina) y células con ubicaciones
distantes (enddécrina). Para poder comunicarse, las células han desarrollado
una variedad de mecanismos de senalizacién y, con ello, logran la transmis-
i6n de informacién bioldgica importante. Algunos ejemplos son los receptores
que permiten que las corrientes idnicas fluyan en respuesta a los fotones, los
cuales tfraducen la luz en mensajeros quimicos dentro del cono vy las células
de varilla (bastones) de la retina. Factores de crecimiento que interactian
con la membrana celular pueden modular la expresién génica; y metabolitos
en la sangre que al activar receptores celulares causan la liberacion de
hormonas necesarias para la regulacion de la glucosa; y receptores regula-
dos por el desarrollo que pueden guiar estrictamente el camino de una
célula migratoria, controlando, finalmente, la forma en que todo un organis-
mo estd conectado entre si.

La comunicacién celular es la base fundamental de los procesos fisioldgicos,
pero aun hay una pregunta que no se ha respondido de forma completa:
scomo se procesa la senal dentro de la célula?
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Para poder responderla, se han seguido dos enfoques: uno reduccionista,
en el que las células se aislan y se cultivan in vitro para que las sefales espe-
cificas puedan analizarse a detalle y, con ello, medir las respuestas celulares
a estimulos en entornos controlados. El ofro enfoque es holistico y consiste en
medir la senalizacién celular en un organismo intacto (in vivo), aplicando ago-
nistas y/o antagonistas de los receptores y luego midiendo la respuesta fisio-
l6gica que se genera. Para ambos enfoques, la medicion de la respuesta
es de vital importancia, y la medicion de la dindmica de las pequenas enti-
dades celulares (proteinas, RNAmM, microRNAs, entre otras) aun es un desafio.

La compresidon de los mecanismos que subyacen tras la activacién de
un receptor es estudiada por un drea sumamente especializada de la
comunicacién celular y es lo que se conoce como transduccidn de sena-
les, en donde su comprensidon global, jerarquias internas y naturaleza alta-
mente integrada y extremadamente dindmica siguen siendo en gran medi-
da misteriosas.

Un avance potencial del campo de la transduccién de senales es la
homologia que existe entre ella y los circuitos electrénicos, ya que ambos
implican jerarquias, conmutadores, modularidad, redundancia y la existen-
cia de mecanismos de refroalimentacion. Este enfoque ha generado un
campo emergente de biologia computacional aplicado a la senalizacion
celular; el abordaje multidisciplinario de los fendmenos bioldgicos requiere
la contribucién de ingenieros y biofisicos, que puedan crear algoritmos com-
putacionales para modelar la estructura de una red de senalizacién basada
en mediciones bioldgicas. Estos modelos puedan usarse para predecir el re-
sultado de condiciones experimentales.

La regulacién de los procesos funcionales en los sistemas bioldgicos se cen-
tra en orquestar los mecanismos altfamente dindmicos, que son modulados
por la comunicacién celular. Comprender los mecanismos en su totalidad
requiere de herramientas que integren los resultados de enfoques reduccio-
nistas y holisticos, y sean capaces de predecir con un alto nivel de confianza
los resultados, tras la activacién o supresidon de una via de senalizacién.

Tipos de comunicacioén celular: pardcrina, endocrina y autocrina
Desde el punto de vista de la fisiologia de sistemas, podemos clasificar a los
mecanismos de comunicacion celular en tres tipos: enddcrina, pardcrina y
autéerina.

Pardacrina

En la comunicacién pardcrina, una célula produce una seial para inducir
cambios enlas células cercanas, modulando su comportamiento. Las molécu-
las de senalizacién son conocidas como factores pardcrinos y difunden en
una distancia relativamente corta (accién local); en el medio extracelular
inmediato y el resultado producido en la célula receptora depende del gra-
diente del factor, el tiempo contacto, la sensibilidad del receptor celular y
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los mecanismos de regulacién intrinsecos de la célula receptora. Aunque se
sabe que este tipo de comunicacién es local, ain no se conoce cudl es la
distancia exacta que pueden recorrer los factores pardcrinos.

Este tipo de comunicacion puede contribuir a mecanismos de regulacién
implicados en el precondicionamiento celular, en el cual las células que reci-
ben un insulto pueden comunicarlo a las células vecinas y estas inducir una
respuesta de proteccidn precondicionante o una respuesta previa al evento.

Endécrina

Por ofro lado, los factores enddcrinos (generalmente hormonas) vigjan dis-
tancias considerablemente mds largas desde el punto de liberacién hasta el
receptor y lo hacen a través del sistema circulatorio.

Este tipo de comunicacién celular modula eventos fisioldgicos complejos
como la glucemia y el parto. Los factores enddcrinos pueden tener recep-
tores en la membrana celular o en los nUcleos de las células receptoras.

Si la comparamos con los sistemas de comunicacién cotidianos, podria-
mos decir que las hormonas son como la senal de wifi que se produce en un
ruteador y vigja a través del aire de una habitacion (ambiente, en las hor-
monas, la sangre) a un televisor en la misma habitacién (como un receptor
de membrana) o hasta una computadora en ofra habitacién cerrada (como
en un receptor nuclear). Sin embargo, la organizacién de los procesos fisio-
l6gicos en los seres vivos es mucho mds compleja que el ejemplo anterior,
por la existencia de asas de realimentacién que modulan la comunicacidén
celular.

Autécrina

Es la comunicacion que establece la célula consigo misma, para ello libera
factores al medio extracelular e induce la activacién de receptores expre-
sados en su membrana celular. Un ejemplo cldsico de este tipo de comuni-
cacién es la liberaciéon de factores de crecimiento por el embridén, los cuales
favorecen la divisién celular y el crecimiento controlado y regulado del pro-
ducto. Otro ejemplo parecido, pero no igual, es el que regula el crecimiento
tumoral de las células cancerigenas, donde el crecimiento no estd controla-
do niregulado.

Transduccion de senales

Tomando como base el ejemplo de la sefal de wifi, la comunicacién se esta-
blece desde un mddulo de liberaciéon de la sefal (ruteador) hasta un apara-
to receptor (televisor o computadora). Hasta ese momento tenemos los ele-
mentos bdsicos de una comunicaciéon, un emisor (ruteador), mensaje (senal
de wifi) y receptor (computadora o televisor), pero 3qué sucede despuése,
scémo se transforma esa sefal de wifi en otra de distinta naturaleza?, squé
mecanismos internos se modulan tras la senal?
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Para poder responder esas preguntas, es importante definir qué es frans-
duccién de sefiales. Esta es entendida como la transformaciéon de un
tipo de senal o energia en otra de distinta naturaleza, es decir, un flujo de
fotones es capaz de activar un canal idnico y la célula transduce esta sefial
en otra que sea entendida por sus mecanismos de codificacion para even-
tualmente generar una respuesta.

Los mecanismos de codificacion de la senal los podemos entender como
las vias de senalizacién, que son evocadas tras la activacién de un receptory
gue pueden ser moduladas por fendmenos de fosforilacion y desfosforilacion
(son los mds conocidos, aungue existen otros); ademds, una via de seidli-
zacion puede modular otras vias, lo que se conoce como entfrecruzamiento
de vias.

Los elementos bdsicos que participan en la transduccién de seiales son
una senal (ligando), receptor, mecanismo de sefalizaciéon y respuesta.

La activacién de un receptor especifico por un ligando especifico desen-
cadena una via de sendadlizacién que produce una respuesta (mecdnica,
génica, eléctrica, entre ofras). La naturaleza de la respuesta dependerd
del tipo de receptor que esté participando, la sensibilidad del receptor por
el ligando, el niUmero de receptores expresados, la cantidad de ligando, el
tiempo de unién ligando-receptor y los mecanismos de regulacién internos.

La regulacion a la baja por mecanismos internos tras la activacién prolon-
gada de un receptor es la internalizacién de este y su reciclaje a la membra-
na o su degradacion.

Desde el punto de vista intracelular, la capacidad de las células de esta-
blecer una armonia entre las senales que recibe y las respuestas que evocan se
puede llevar a cabo mediante los receptores, los cuales son modulados, regu-
lados y controlados por mecanismos alfamente especializados y dindmicos.

Debido a esta caracteristica de los receptores celulares, se han estableci-
do diferentes clasificaciones que, por su gran nivel de especializacién, no se
incluyen en el texto, pero se resaltan los receptores y vias mds utilizadas en el
estudio de la fisiologia.

Receptores acoplados a proteinas G (GPCR)
Por su caracteristica molecular, también son conocidos como receptores de
siete pasos fransmembranales y constituyen una gran familia de receptores
de membrana. AUn no se conoce el tamano exacto de esta familia de re-
ceptores, pero se estima que aproximadamente el 4% del genoma codifica
para ellos.

Las senales que pueden activarlos incluyen compuestos sensibles a la luz,
odorantes, hormonas y neurotransmisores.

Las principales vias de fransduccién de sefales que son evocadas tras la
activacién de un GPCR son la via de adenosin monofosfato ciclico (CAMP) y
la de fosfatidilinositol.
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Los GPCR se llaman asi porque se encuentran acoplados a proteinas G,
especificamente a proteinas G heterotriméricas, es decir, formadas por tres
subunidades proteicas diferentes: a, B y y. Ademds, existen diferentes tipos
de subunidades a, tipicamente se conocen como Ga y los mds comunes
son Gas, Gai, Gaq y Gal12/13. Cuando un ligando se une a su GPCR diana in-
duce un cambio conformacional en él y activa a la proteina G asociada (en
su estado inactivo se encuentra unida a GDP y en su estado activo a GTP).
Una vez activa, la proteina G se disocia en Ga y Gy, las cuales inician vias
de sefdlizacién especificas, que dependen del fipo de subunidad a a la que
se encuentre acoplado el GPCR, las subunidades B y y permanecen unidas
como un dimero (GRy), que es capaz de senalizar de forma independiente
de Ga (Figura 1.1).

Figura 1.1. Mecanismos de activacién de un GPCR.
Tras la activacién del GPCR, la proteina G inactiva (unida a GDP) se activa (se une a GTP) y
se le libera Ga y GBy para iniciar la senalizacion celular. (Li, J. et al., 2002).

El efector de las vias Gas y Gai es la enzima adenilato ciclasa (AC), la cual
cataliza la conversién de adenosina trifosfato (ATP) a cAMP. La subunidad
Gas estimula directamente ala AC y con ello la formacién de cAMP. Mientras
que la subunidad Gai impide que la AC genere cCAMP. Por lo tanto, un GPCR
acoplado a Gas confrarresta las acciones de un GPCR acoplado a Gai, y
viceversa.

Por otro lado, la subunidad Gaqg es responsable de activar a la fosfolipasa
CB (PLCB). la cual es capaz de catdlizar lipidos de membrana como el fos-
fatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), obteniendo como productos los segundos
mensajeros inositol (1,4,5) trisfosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 actua
sobre los receptores de IP3 que se encuentran en la membrana del reticulo
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endopldsmico y provocan la liberacién de Ca? de este, mientras que el DAG
activa a la proteina cinasa C (PKC). El Ca? que es liberado por el IP3 puede
activar un tipo de proteinas denominadas calmodulinas, que, a su vez, con-
tinban uniéndose y activando alostéricamente enzimas como las cinasas,
dependientes de la calmodulina (Ca?/CAMK).

La activaciéon de la subunidad Gal12/13 induce la activacién de la proteina
Rho, responsable de la regulacidon del citoesqueleto. La mayoria de los GPCR
gue se acoplan a Gal2/13 también se acoplan a otras subclases, como Gag.
Esta via de senalizacién estd muy descrita en enfermedades como el cancer.

El dimero GBy induce la activacion de vias importantes, particularmente
en el caso de GPCR acoplados a Gas/i. En este caso, los principales efectores
de GBy son distintos canales idbnicos, como los canales de K* rectificadores de
entrada, los canales de Ca? regulados por voltaje de tipo P/Q y N, asi como
algunas isoformas de AC y PLC.

Los GPCR regulan una gran cantidad de procesos fisiolégicos, por ejemplo:
en el sentido visual, las opsinas utilizan una reaccién de fotoisomerizacion para
traducir la radiacion electromagnética en sefales celulares. En el gusto regu-
lan la liberacién de gustducina en respuesta a sustancias de sabor amargo,
umamiy dulce. En el olfato responden a senales como odorantes (receptores
olfativos) y feromonas (receptores vomeronasales). En la regulacion del com-
portamiento y del estado de dnimo, siendo receptores de varios neurotrans-
misores diferentes, que incluyen serotonina, dopamina, GABA y glutamato.
En la transmisién del sistema nervioso auténomo, tanto el sistema nervioso
simpdtico como el parasimpdtico estdn regulados por las vias de senalizacién
a través de los GPCR y son responsables del control de muchas funciones
automdticas del cuerpo, como la presion arterial, la frecuencia cardiaca y
los procesos digestivos. En el sistema enddcrino son receptores de hormonas
derivadas de péptidos y aminodcidos para activar vias del cAMP, que a su
vez activa a varias cinasas, capaces de inducir la transcripcion génica.

Receptores tirosina cinasa (RTK)

Sonreceptores ubicados en la membrana celular con alta afinidad para fac-
tores de crecimiento, citocinas y hormonas. La mayoria de los RTK en su forma
inactiva se encuentran como mondmeros, pero en algunos casos se encuen-
fran como dimeros, por ejemplo, el receptor de insulina.

En la region extracelular, los RTK presentan sitios de reconocimiento a
ligando y en la regidon intracelular presenta un alto nivel de conservacién y
comprende los dominios cataliticos responsables de la actividad cinasa de
estos receptores, que cataliza la fosforilacién del receptor en los residuos
de firosina.

La unidn del ligando estabiliza la dimerizacidon del receptor y permite la
transfosforilacion de los receptores. La fosforilacién de residuos de tirosina en
la porcién intracelular del receptor activado es susceptible de reconocimien-
to por proteinas que fienen dominios de la homologia 2 de Src (SH2) y el
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dominio de unién a fosfotirosina (PTB). Las proteinas especificas que contie-
nen estos dominios incluyen Src y fosfolipasa Cy. La fosforilacién y activaciéon
de estas dos proteinas en la unién del receptor conducen al inicio de las
vias de transduccidn de senales. Ademds, existen otras proteinas que inte-
ractUan con el receptor activado y actian como proteinas adaptadoras.
Estas proteinas adaptadoras vinculan la activacién de RTK con ofras vias de
transduccion de senales, como la cascada de senalizaciéon de las MAP cina-
sas. Como los receptores RTK fosforilan muchos residuos de tirosina, pueden
activar multiples vias de transduccién de seiales.

Los mecanismos de regulacion de los RTK involucran a proteinas tirosina
fosfatasas (PTP), las cuales son enzimas que poseen un dominio catalitico con
actividad de fosfohidrolasa especifica de fosfotirosina. Las PTP pueden des-
fosforilar los residuos de tirosina fosforilados activados en los RTK, lo que con-
duce a la inactivaciéon del receptor. Ademds, se ha descrito que el receptor
activado puede ser endocitado vy llevado a degradacion intracelular.

Canales idnicos
Desde el punto de vista bioquimico, los canales idbnicos contribuyen a mantener
el medio intracelular y extracelular en condiciones estables para la célula.

Sin embargo, su participacién en los procesos de comunicacién celular
involucra la capacidad inherente de las células excitables de utilizar a los
canalesidnicos como receptores para convertirmensajes quimicos o mecdni-
cos en sefnales eléctricas (es decir, fransducir una sefal).

Existen diferentes tipos de células excitables —como las neuronas, células
musculares y células del tacto—, todas ellas tienen en comuin su capacidad
para generar un gradiente de concentracion idnica en la membrana
plasmdtica (potencial eléctrico), cuando las condiciones son las adecuadas,
los canales especializados en la membrana plasmdtica se abren y permiten
el movimiento rédpido de iones dentro o fuera de la célula, y este movimiento
crea una sefnal eléctrica.

Los canales idnicos en su mayoria son proteinas multiméricas organizadas
de manera que forman un poro que comunica el espacio infracelular con el
extracelular. Los poros pueden abrirse y cerrarse en respuesta a senales quimi-
cas o mecdnicas. Cuando el canal estd abierto, los iones se pueden mover
hacia adentro o fuera de la célula. Los canales idnicos tienen propiedades
que les permiten discriminar entre diferentes iones, volviéndolos especificos,
lo que significa que generalmente permiten que un solo tipo de ion pase a
través de ellos. La especificidad estd dada por los aminodcidos que recubren
el poro como el ancho fisico de este. En la mayoria de los canales idnicos, la
apertura de un canal es un evento fugaz. Denfro de unos pocos milisegun-
dos de apertura, la mayoria de los canales idnicos se cierran y entran en un
estado de reposo, donde no responden a las senales por un corto periodo de
tiempo (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Comparacion de la activaciéon de un receptor de tipo canal idénico
con la de un receptor acoplado a proteina G.
La activacion de la proteina G (a) puede llevar a multiples eventos infracelulares a través
de una variedad de proteinas infracelulares. Esta sefalizacién puede tomar de segundos a
minutos. En los receptores de tipo canales idnicos esta activacién del receptor provoca una
respuesta en el orden de milisegundos (Moreau et al., 2008).

La apertura de los canales idbnicos modifica el gradiente electroquimico,
que es una combinacion de un gradiente quimico y un gradiente de car-
ga. La apertura de los canales idnicos permite que los iones a ambos lados
de la membrana plasmdtica fluyan hacia abajo en este gradiente dual. La
direccién del flujo varia segun el tipo de ion y depende de la diferencia de
concentracion y de la diferencia de voltaje para cada ion. Este flujo de iones
da como resultado una senal eléctrica. El nUmero de iones necesarios para
modificar el voltaje a través de la membrana es muy pequeno, esto es debi-
do a que durante el momento que un canal estd abierto (milisegundos), la
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concentracién del ion en el citoplasma no cambia significativamente, solo
la concentracién en las inmediaciones del canal. La seial eléctrica iniciada
por la actividad del receptor del canal idnico vigja rdpidamente sobre la
superficie de la célula debido a la activacion de otfros canales idnicos.

Como es natural, las sefales eléctricas viajan mucho mds rdpidamente
que las sefales quimicas (ya que dependen de procesos de difusion molecu-
lar). Esta propiedad hace que las células excitables respondan mucho mds
répido que las células que solo dependen de senales quimicas.

Algunos ejemplos cldsicos de células excitables son las neuronas, células
musculares y células receptoras tdctiles. De estas, las neuronas son quizd las
mdas familiares. Las sefales eléctricas pueden producir la liberacién de men-
sajeros quimicos (neurotransmisores). Si el neurotransmisor se une a un recep-
tor de tipo canal idnico u ofra célula adyacente, el canal idnico se abre y
una senal eléctrica se propaga a lo largo de la célula objetivo.

Las neuronas tienen receptores de canales idnicos especificos para mu-
chos tipos de neurotransmisores. Algunos de estos neurotransmisores actian
en una capacidad excitadora (glutamato), acercando cada vez mds a sus
células diana a la propagacién de la senal. Otros neurotransmisores ejercen
un efecto inhibitorio (GABA), contrarrestando cualquier entrada excitadora y
disminuyendo la posibilidad de que la célula objetivo se dispare.

Las células musculares esqueléticas también dependen de senales quimi-
cas para generar senales eléctricas. Estas células tienen sinapsis que estdn
llenas de receptores para la acetilcolina, que es el neurotransmisor primario
liberado porlas neuronas motoras. Cuando la acefilcolina se une a los recep-
tores en una célula del musculo esquelético, los canales ibnicos de esa célula
se abren, y esto inicia una secuencia de eventos que resultan en la contrac-
cion de la célula.

Por otro lado, existen células que responden a estimulos mecdnicos en lugar
de a sefales quimicas. Un ejemplo son las células ciliadas del oido interno de
los mamiferos y las células receptoras del tacto.

Este tipo de regulacion de la comunicaciéon celular se le conoce amplia-
mente como comunicacidn ionotrépica, y a la regulada por receptores
acoplados a proteinas G como metabotrépica. Aungue la clasificacion es
correcta, el enfoque de este capitulo se centra en redescubrir el conocimiento
sin generar vicios de aprendizaje.

Receptores nucleares

Este tipo de receptores son activados por ligandos liposolubles (como algunas
hormonas), ya que es necesario afravesar la membrana celular para poder
activarlos. Una vez activados, la mayoria funciona como factores de trans-
cripcién para regular la expresion de genes en numerosos procesos bioldgicos,
incluidos la proliferacion celular, el metabolismo vy la reproduccion.
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Los receptores nucleares comparten una estructura comin, que com-
prende un dominio altamente variable en el amino terminal, un dominio de
unién al ADN conservado que incluye dos dedos de zinc (el dominio C), una
region corta responsable de la localizaciéon nuclear (el dominio D) y un gran
dominio de unidn a ligando en el carboxilo terminal que se encuentra bien
conservado y gue también contribuye a las interacciones del subconjunto de
receptores nucleares que forman heterodimeros.

Los receptores pueden existir como mondmeros, homodimeros o heterodi-
meros y reconocen secuencias de ADN denominadas elementos de respuesta
hormonal. Se pueden agrupar en cuatro subtipos segin su modo de accién,
aungue para fines précticos nos centraremos en dos tipos. Losreceptores tipo |,
como el receptor de andrdégenos, el receptor de estrdgenos y el receptor
de progesterona estdn anclados en el citoplasma por proteinas chaperonas.
La unidn del ligando libera al receptor de la chaperona, lo que permite la
homodimerizacién, la exposicion de la secuencia de localizacion nuclear y
la entrada en el ndcleo. Una vez en el nicleo, el complejo ligando-receptor
se asocia con coactivadores transcripcionales que facilitan la unidén y la ac-
tivacion de los genes diana. Los receptores tipo I, como el receptor de la
hormona tiroidea y el receptor del &cido retinoico, por el contrario, residen
en elnucleo unido a sus elementos especificos de respuesta al ADN, incluso en
ausencia de ligando.

Reflexion del capitulo

Los mecanismos de comunicacién celular establecen la dindmica de la
fisiologia, modulan los procesos de regulacién funcional y mantienen las
condiciones adecuadas para la vida.

Estudiarlos no solo implica conocerlos, se debe analizar y entender que
aun faltan piezas clave que se siguen descubriendo, por lo que no deben
memorizarse.

Los mecanismos de tfransduccidon de sefales y las vias de senalizacion
celular forman redes entramadas de codificacién de senales, y para ser inte-
gradas se requiere un abordaje holistico de la fisiologia.

Preguntas de integracién
Basdndote en los sintomas que la paciente explica:

1. 3sCudl es el mecanismo de senalizaciéon celular que produce las
palpitaciones?

a. Respuesta: El mecanismo regulado por proteinas Gas a través
de la via del AMP/PKA capaz de activar los canales de calcio
tipo L en los cardiomiocitos que se traduce en un incremento
de la frecuencia cardiaca.
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2. 5Qué tipo dereceptor modula la respuesta excitatoria de la paciente
al estrés laboral?
a. Respuesta: Un receptor de tipo canal idnico (ionotrdpico)
que facilita la liberacién del glutamato, un neurotransmisor
excitatorio.

3. 3Qué mecanismos de regulacidon negativa puede experimentar el
receptor implicado en la respuesta cardiaca?
a. Respuesta: Al ser un GPCR, el mecanismo de regulacién cldsico
es la internalizacion del receptor.
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Capitulo

Proteinas del hardware
de senalizacion

Gustavo Lépez Toledo, Gerard Lépez Garcia, César Martinez Pefia

Contenido temdtico
e Objetivo general
> Objetivos particulares
¢ Infroduccion
e Proteinas de andamio
> Aspectos generales
> AKAPs
> |RS
> Pseudocinasas y pseudofosfatasas
¢ Proteinas cinasas
> Estructura general y funcién
> Proteina cinasa A (PKA)
> Via de las cinasas PI3K/AKT
> Fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K)
> Proteina cinasa B (AKT)
> Proteina cinasa C (PKC)
> Cinasa dependiente de calcio-calmodulina (CAM)
> Fosfatasas
¢ Preguntas de integraciéon
e Referencias

Objetivo general
Describir la participacién funcional de las proteinas del hardware de sena-
lizacion (proteinas andamio, cinasas y fosfatasas) en los mecanismos de trans-
duccion de sefales.
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Objetivos particulares

e Explicar las caracteristicas estructurales y funcionales de las proteinas
de andamio en la transduccién de senales.

¢ Describir el mecanismo de control y refinamiento de la transduccion
de senales mediado por las proteinas de andamio a través de
procesos fisioldgicos celulares.

e Explicar la estructura general de las cinasas y su mecanismo en la
amplificacion y transduccién de senales.

¢ Describir el proceso funcional de la tfransduccién mediado por las
cinasas y fosfatasas.

¢ Integrarla transduccion mediada por las cinasas y fosfatasas y su
correlacion con eventos celulares.

Infroduccién

Las células suelen recibir senales en forma fisica, quimica o eléctrica, trans-
mitiendo la senal a un receptor en su superficie, esto desencadena una
serie de eventos que no solo llevan la senal al interior de la célula, sino que
también la amplifica. Los principales elementos para la transduccion
de senales comprenden a los receptores, a las enzimas de seializacion, a los
segundos mensajeros y a las proteinas de andamiaje (adaptadoras). Pocas
vias de sefalizacidn son lineales, por lo que la mayoria se ramifica y se entre-
cruza, lo que permite que las células integren informacién de multiples recep-
tores y controlen multiples sistemas efectores simultdneamente, por lo cual
las células requieren de proteinas que permitan tfransmitir, amplificar, especifi-
car y refinar senales, como las proteinas de andamio que organizan la trans-
duccién de manera espacial y temporal, asi como de cinasas y fosfatasas
qgue amplifiquen vy finalicen la transduccién. En este capitulo describiremos
a este grupo de proteinas basados en aspectos como la estructura, funcion,
clasificacion y su participaciéon en la transduccion de senales a través de
ciertos procesos fisioldgicos y patoldgicos.

Proteinas de andamio

Aspectos generales

Las proteinas de andamio son elementos organizativos no cataliticos con
sitios de unidn a enzimas que participan en la transduccién y terminacién
de senales, permitiendo un control preciso sobre multiples procesos celulares
(Mugabo y Lim, 2018). Debido a su interaccién con diversos componentes de
las vias de sefalizacidn, las proteinas de andamio pueden:

a. Dirigir proteinas a una localizacién subcelular particular;

b. Permitir el control temporal de la sefalizacion;

c. Mantener en su lugar a los miembros de una cascada de senalizacién,
enfocando la actividad enzimdtica en un determinado sitio; y
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d. Modular alostéricamente la actividad de las enzimas a las que se
unen, convirtiéndose en blancos de regulaciéon (Figura 2.1) (Lange-
bergy Scott, 2015; Rusnak y Fu, 2017).

Figura 2.1. Las proteinas de andamio organizan el flujo de informacién celular.
1) Las proteinas de andamio pueden restringir o dirigir a las enzimas a una localizacién
subcelular particular (organizacion espacial). 2) Las proteinas de andamio son dianas de
refroalimentaciéon positiva o negativa: la latencia y duracion de esta retroalimentaciéon
las convierte en organizadores temporales de la seializacion. 3) Las proteinas de anda-
mio mantienen en sitio a los miembros de una cascada de sefalizacién, aumentando la
eficacia de la sefal. 4) Las proteinas de andamio son un blanco de regulacién desde otras
vias, debido a su papel como moduladores alostéricos de las enzimas a las que se unen.

Desde el punto de vista estructural, las proteinas de andamio son diversas
y se componen de multiples dominios de interaccién modular (Good et al.,
2011). Los dominios modulares confieren funciones especificas a las proteinas
de andamio, como la capacidad de ensamblarse en complejos multiprotei-
cos dindmicos y dirigirse a una localizacién subcelular particular; por ejem-
plo, el dominio de homologia a pleckstrina (PH), que se une a fosfoinositidos
con alta afinidad, recluta a las proteinas de andamio al lado interno de la
membrana para el ensamblaje de complejos de senalizacion. Asi como el
dominio de homologia Sarc 2 (SH2) o el dominio de unidn a fosfotirosina (PTB)
de ciertas proteinas de andamio, las cuales se ensamblan a un residuo de
tirosina fosforilado del extremo N-terminal de los receptores tirosina cinasa,
ocasionando la fosforilacidon de la proteina adaptadora y permitiendo que
las proteinas efectoras se acoplen a la proteina de andamio y se realice la
transmisién de la sefal (Mayer, 2015).
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En esta seccidn, se examinan las propiedades y funciones de las proteinas
de andamio mediante algunos ejemplos prototipicos, asi como su relevancia
en la fransduccién de senales.

AKAPs

Las proteinas de anclaje de cinasa A (AKAP, por sus siglas en inglés) son un
grupo de alrededor de 50 proteinas de andamio cuya funcidn comuin es
unirse a la proteina cinasa A (PKA) y secuestrarla dentro de dominios sub-
celulares especificos (Dema et al., 2015). Aungue son estructuralmente
diversas, las AKAP tienen como motivo distintivo una hélice anfipdtica que se
acopla a los dominios de dimerizacién/acoplamiento (dominios D/D) en el
extremo N-terminal de las subunidades reguladoras tipo | (RI) y tipo Il (RIl) de
la PKA (Figura 2.2) (Sarma et al., 2010). La PKA es una serina/treonina (Ser/Thr)
cinasa ubicua con cientos de sustratos y funciones, como la regulacién trans-
cripcional, el metabolismo energético, la activacion de canales idnicos, el
reordenamiento del citoesqueleto, entre otras (Omar y Scott, 2020). Algunos
de estos procesos se ejecutan de manera simultédnea en una misma célula,
por lo que la organizacién espacio-temporal que permiten las AKAPs es
fundamental para asegurar la especificidad de la sefalizacién y minimizar la
interferencia entre las vias de senalizacion conocida como diafonia (cross-
talk) (Taylor et al., 2012).

Figura 2.2 Proteinas de anclaje de cinasa A (AKAP).
Modelo estructural de una enzima PKA unida a AKAP18 mosfrando un ensamblaje hetero-
pentamérico; una subunidad AKAP18, un dimero de subunidades reguladoras de fipo Il (RIl)
y dos subunidades cataliticas (C) de PKA.
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Por ofra parte, las diferentes conformaciones de los complejos AKAP
diversifican las funciones de la PKA y aproximan los componentes de una via
de transduccion, aumentando la eficacia de la senalizacién (Torres-Quesada
et al., 2017). Un ejemplo de esto es AKAP1, que forma complejos adyacentes
a la membrana externa mitocondrial en cardiomiocitos, facilitando la fos-
forilacion de sustratos criticos de la respiracién mitocondrial, como el cito-
cromo C oxidasa (Marin, 2020). Se ha demostrado que la delecién del gen
AKAP1 empeora la respuesta cardiaca a la isquemia miocdrdica y acelera
la progresién a insuficiencia cardiaca, probablemente debido a su papel
en la regulacién de la funcién mitocondrial; sus efectos cardioprotectores
la convierten en una diana terapéutica potencial para la prevencién y el
tratamiento del infarto agudo al miocardio y la hipertrofia cardiaca patoldgi-
ca (Schiattarella et al., 2016, 2018).

En resumen, las AKAP ilustran la capacidad de las proteinas de anda-
mio de formar complejos multiproteicos y de dirigir a los componentes de
una cascada de senalizacidén hacia microdominios sulbbcelulares puntuales,
confiriendo especificidad a la actividad enzimdtica y aislando la sefal de
perturbaciones.

IRS

Los sustratos del receptor de insulina (IRS, por sus siglas en inglés) son la clase
mejor descrita de andamios del receptor de insulina (IR). Aunque existen 6
isoformas, de las cuales las isoformas IRS1 y 2 median la gran mayoria de
los efectos metabdlicos de la activacién del IR (Eckstein et al., 2017). Los IRS
estdn caracterizados por un dominio PH en su segmento N-terminal, un do-
minio de unidn a fosfotirosina adyacente y una cola C-terminal con numero-
sos sitios de fosforilacion de tirosina y serina/treonina (Figura 2.3A) (Petersen 'y
Shulman, 2018).

Luego de la unién de la insulina a su receptor, se produce un cambio
conformacional en las subunidades B del IR que permite la autofosforilacion
de residuos tirosina, lo cual sirve como sitio de reconocimiento y unién del IRS
a través de su dominio PTB, mientras que el dominio PH permite su anclaje a
la membrana; después, la fosforilacidon de IRS por el IRB resulta en el recluta-
miento de moléculas que contienen dominios de homologia Src-2 (SH2) vy la
activacién de vias de senalizacion especificas, como la cascada PI3K-AKT,
regulando la sintesis de glucdégeno y proteinas de crecimiento, diferenciacion
y proliferacion celular (Eckstein et al., 2017). Aungue las IRS no poseen activi-
dad catalitica, la ausencia de las isoformas 1y 2 produce muerte embrionaria
en modelos murinos, mientras que la deficiencia aislada de IRS2 conduce a
diabetes debido al desarrollo de resistencia a la insulina (Peng y He, 2018).

Los IRS demuestran el papel de las proteinas de andamio como sitio de
regulaciéon fina de la sefalizacion. La fosforilacion de los residuos de Ser/
Thr del IRS por retroalimentacion de cinasas estimuladas por insulina regula
a su vez el grado de fosforilacion de los residuos de tirosina del IRS, lo cual
modula la interaccién con el receptor de insulina (Eckstein et al., 2017).
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En esta retroalimentacion compleja, que puede ser positiva o negativa, par-
ticipan multiples cinasas y al menos 50 sitios de fosforilacion Ser/Thr de RS, y
su importancia se pone de manifiesto en la diabetes, pues esta patologia
exhibe patrones alterados de fosforilaciéon de los IRS (Copps y White, 2012).
Un ejemplo de esta retroalimentacién es la activacion de Akt (proteina cina-
sa B) inducida por insulina-IRS, lo que conduce a la activacion indirecta del
complejo de rapamicina 1 (MTORC1), el cual a su vez fosforila a la proteina
ribosdémica Sé cinasa 1 (S6K1); finalmente, mTORC1 y SéK1 fosforilan al IRS1 en
residuos serina (Figura 2.3B), conduciendo a la terminacion de la sefalizacion
debida a la disociacion del IRS1 del receptor de insulina y su posterior degra-
dacién dependiente de proteasoma (Yoon, 2017).

Figura 2.3. Estructura y funcién de IRS1.
A. La estructura del IRST es modular, conformada por un dominio PH N-terminal de unidén a
la membrana, un dominio PTB que le permite asociarse al receptor de la insulina y una cola
C-terminal con numerosos sitios de fosforilacién. B. Se ilustra la cascada de sefalizaciéon de
la insulina mediada por IRS1, mismo que se convierte en un sitio de regulacién por retroali-
mentacion por el complejo mTORCI vy la cinasa S6K1. Akt, proteina cinasa B; IR, receptor de
insulina; IRS1; sustrato delreceptor de insulina 1; mMTORC 1, complejo de rapamicina 1; P, grupos
fosfatos; PDK1, proteina cinasa 1 dependiente de 3-fosfoinositido; PH, dominio de homologiaa
pleckstrina; PI3K, fosfoinositol 3-cinasa; PTB, dominio de unién a fosfotirosina; SéK1,
proteina ribosémica Sé cinasa 1.
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Ademds de la fosforilacion como mecanismo de modificacién postra-
duccional, los IRS pueden regularse por ubiquitinacion. La proteina Mitsu-
gumin 53 especifica de musculo (MG53) actUa como una ligasa de ubiquitina
dirigida al IR y al IRS para su degradacién, siendo un mecanismo central
de regulacién de la fuerza de la sefalizacién de insulina (Song et al., 2013).
En este sentido, aunque la regulacién de las proteinas de andamio es un
campo complejo y actualmente en desarrollo, abre la posibilidad de es-
trategias terapéuticas novedosas. Por ejemplo, un disruptor de MG53 ha sido
probado con éxito en modelos murinos en el fratamiento de la resistencia a
la insulina (Park et al., 2018).

La naturaleza transitoria de estas y otras modificaciones postraduccio-
nales, asi como la atenuacién o amplificacion con el tiempo debido a retro-
alimentacién, les confiere a los IRS y otfras proteinas de andamio su papel
en el control temporal de la senalizacién. Por otra parte, el reclutamiento
de moléculas que participan en funciones celulares distintas convierte a las
proteinas de andamio en nodos de ramificacion de las vias de senalizacion.

Pseudocinasas y pseudofosfatasas

Alrededor de 8-10% de las proteinas cinasas y fosfatasas humanas carecen
de los restos clave para la actividad catalitica, por lo cual se han denomi-
nado pseudocinasas y pseudofosfatasas, respectivamente (Langeberg vy
Scott, 2015). Estas pseudoenzimas, también llamadas enzimas muertas, son
proteinas con un dominio de unién a sustrato funcional, pero sin un nivel de-
tectable de actividad catalitica, con motivos dirigidos a orgdnulos y dominios
de interaccién proteina-proteina (Aggarwal-Howarth y Scott, 2017).

Las pseudocinasas funcionan como moduladores alostéricos, interrup-
tores moleculares, formadores de complejos e inhibidores competitivos en
vias de senalizacion, usando el sitio catalitico inactivo de la pseudocinasa
como moddulo de interaccion proteina-proteina (Mace y Murphy, 2021).
Debido a que las cinasas se caracterizan por su capacidad para unir ATP y
Mg?#, y catalizar la transferencia de fosforilo, las pseudocinasas se clasifican
de acuerdo con si son incapaces de unir nucledtidos y cationes (clase 1),
solo son capaces de unir nucledtidos (clase Il) o cationes (clase lll), o unen
nucledtidos y cationes, pero aun asi no pueden transferir el fosforilo (clase V)
(Murphy et al., 2014).

Un ejemplo de pseudocinasa es la cinasa supresora de Ras (KSR), un
andamio que une a tres miembros sucesivos de la cascada ERK, la cual
impulsa la proliferacion y diferenciacién celular (Figura 2.4A) (Langeberg y
Scott, 2015). EI KSR es un promotor e inhibidor de la senalizacién de Ras, pues
a un nivel éptimo promueve la fosforilacién de la proteina cinasa activada
por mitdgenos (MEK) a través de la Ser/Thr cinasa Raf, ocasionando una
mayor activacion de la proteina cinasa regulada por senales extracelulares
(ERK) mediado por el aumento de la fosforilacion de MEK; sin embargo, a
niveles superiores de KSR, esta misma funcién de andamiaje secuestralos com-
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ponentes individuales de la cascada MAPK (Raf, MEK y ERK) interrumpiéndola
(Frodyma et al., 2017). Por otro lado, el oncogén Ras se encuentra mutado en
25% de los cdnceres, por lo cual la interrupcidon de esta via adquiere especial
importancia clinica (Frodyma et al., 2017). El hallazgo en ratones tfransgénicos
carentes del gen KSR1 los cuales son fenotipicamente normales, pero resis-
tentes a la tumorogénesis inducida por Ras, convirtiendo a KSR en una diana
terapéutica atractiva contra el céncer (Neilsen et al., 2017).

Un arquetipo de pseudofosfatasa es la proteina que interactia con seri-
na/tfreonina/tirosina (STYX), que compite con la fosfatasa de especificidad
dual 4 (DUSP4) por la unién a la cinasa ERK-1/2 en el ndcleo (Figura 2.4B)
(Langeberg y Scoftt, 2015). De este modo, la proteina STYX funciona como
una tframpa de sustrato, afectando el fransporte nucleocitoplasmdtico de
ERK. En conjunto, STYX representa dos propiedades de las pseudoenzimas: la
competencia con la enzima activa y la capacidad de anclaje en dominios
subcelulares definidos; esto Ultimo, aunado a una mayor temporalidad de la
unién al sustrato en comparaciéon con las enzimas activas, convierte a STYX
en un coordinador espacio temporal de la sefalizacion (Reiterer et al., 2017).

Figura 2.4. Pseudocinasas y pseudofosfatasas como proteinas de andamio.
A. La pseudocinasa KSR es una proteina de unidn para miembros sucesivos de la cascada
RAF-MEK-ERK. Cuando aumenta su concentracion relativa, secuestra estos componentes
e interrumpe la sefalizacién. B. La pseudofosfatasa STYX compite con las fosfatasas DUSP
por la unién de ERK en el nicleo. La unién de DUSP a ERK produce la desfosforilacion del
segundo y translocacién hacia el citoplasma, mientras que la unién de STYX secues-
tra a ERK en el nUcleo. La DUSP4, fosfatasa de especificidad dual 4; ERK, proteina cinasa
regulada por senales extracelulares; GTP, guanosina trifosfato; KSR, cinasa supreso-
ra de Ras; MEK, proteina cinasa activada por mitdgenos; RAF, cinasa de fibrosarcoma
rdpidamente acelerada; STYX, proteina que interactia con serina/treonina/tirosina.
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En resumen, las proteinas de andamio cumplen un rol fundamental en
la senalizacion intracelular. Por lo que resulta apremiante desentranar su
participacién como coordinadores de senales, pues los hallazgos en el cam-
po de estas proteinas responden muchas de las preguntas que no quedaban
satisfechas con los modelos lineales de sefalizacion centrados en elemen-
tos cataliticos. Ahora sabemos que algunos elementos considerados inertes,
como las llamadas enzimas muertas, adquieren propiedades emergentes
en la organizacion y regulacion de la senalizacion. La alta heterogeneidad
estructural de los andamios asegura la especificidad de la senal, pues su
composicidn modular hace posible una amplia variedad de arreglos que,
por ofra parte, diversifican las funciones de las enzimas, como en el caso
de las AKAP. Su estructura compleja permite, a su vez, la existencia de mul-
tiples sitios de regulacién por modificacion postraduccional desde otras vias
y desde la misma via, formando bucles de retroalimentacion que confieren
robustez a la sefalizacion, ejemplificado en los IRS. Finalmente, la latencia de
estas modificaciones postraduccionales y la capacidad de las proteinas
de andamio de dirigir a los elementos de una cascada de senalizacion hacia
un dominio subcelular especifico convierten a los andamios en elementos
esenciales de la organizacion temporal y espacial de la sefalizacién.

Proteinas cinasas

Estructura general y funcion

Las proteinas cinasas (PK, porsussiglaseninglés) presentanun papelimportante
en la homeostasis celular como mediadoras y efectoras de la transduccion
de senales, controlando procesos como la transcripcién de genes, de rutas
metabdlicas, de apoptosis, entre otros y repercutiendo en los diversos siste-
mas del cuerpo humano (Manning et al., 2002). Desde su descubrimiento en
la década de los cincuenta, los subtipos de proteinas cinasas han ido aumen-
tando. En la actualidad podemos clasificarlas en 10 subtipos (Tabla 1) entre
los que enconframos a las proteinas serina/treonina (Ser/Thr) cinasa y a las
tirosina (Tyr) cinasas (Cheek et al., 2005).

Tabla 1. Clasificacion de las proteinas cinasas

Subtipos de proteinas cinasas Ejemplos
Grupo 1: Proteina serina/treonina -PK dependiente de calcio/
cinasa calmodulina.
-PI3 cinasa
Grupo 2: Tipo Rossmann secuencia 17071 -Glucocinasa
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Grupo 3: Cinasa plegable de tipo -Nucledsido difosfato cinasa
ferredoxina secuencia 10973 -Arginina cinasa
Grupo 4: Tipo ribonucleasa H -Hexocinasa

secuencia 2768

Grupo 5: Cinasa TIM barril B/a -Piruvato cinasa
secuencia 1119

Grupo é: Cinasa GHMP secuencia 885 -Galactocinasa

Grupo 7: Tipo sintfetasa AIR -Tiamina fosfato cinasa
secuencia 1843

Grupo 8: Riboflavina cinasa secuencia 565  -Rivoflavina cinasa

Grupo 9: Dihidroxiacetona cinasa -Clicerina cinasa
secuencia 197

Grupo 10: Glicerato cinasa secuencia 148  -Glicerato cinasa

La estructura general de las PKs en las células eucariotas estd constituida
por un ldbulo C-terminal y un ldbulo N-terminal de menor tamano, unidos
mediante una unidn bisagra y organizados alrededor de una hélice aF, con-
formando dos estructuras denominadas espiga catalitica y espiga reguladora
(Figura 2.5) (Meharena et al., 2013). La funcién principal de las PKs es llevar
a cabo la transferencia de fosfato del ATP a un residuo de Thr/Ser/Tyr de un
sustrato, evento que depende de la interaccién de los motivos particulares
de cada lébulo (Patel y Doerksen, 2010).

Figura 2.5. Estructura general de conformacién bilobular de las proteinas cinasas.
El Idbulo N-terminal conformado mayoritariamente por I[dminas B anfiparalelas y las hélices
aB y aC. El lébulo C-terminal se encuentra conformado por hélices a en su mayoria.
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Para la unién de la molécula de ATP y su posterior fosforilacion del sustrato
cada lébulo posee motivos con caracteristicas particulares. El Idbulo-N estd
conformado por cinco Idminas-B asociadas en forma de cadena: B1, B2, B3,
B4 y B5. En este I6bulo podemos encontrar el sitio de anclaje de la molécula
de ATP en el motivo rico en dglicina entre B1 y B2 (Taylor et al., 2012), mientras
gue entre las [dminas B3 y B4 encontramos a la hélice aC, la cual contiene un
grupo glutamato que al entrar en contacto con la porcion rica en lisina de
B3 se convierte en el sitio de anclaje del grupo fosfato-y del ATP siendo esta
interaccion un marcador de activacion de la cinasa (Figura 2.6) (Taylor y
Kornev, 2011), denominado bucle de iniciacién.

Figura 2.6. El fosfato del ATP es posicionado entre las Idminas 1y B2 a través
del motivo rico en glicina 3.

El l6bulo-C se encuentra constituido por las hélices aD, aE, aF, aG, aH (Figura
2.5) y 4 l&dminas-B: B4, B7, B8 y BY? (Meharena et al., 2013). Asi como en el Iébulo-N,
el l6bulo-C se encuentra dividido en motivos para la catdlisis y la fosforilacion
de sustratos, entre las [dminas Bé y B7 encontramos el bucle catalitico (Hys-Arg-
Asp) y entre B8 y B9 el motivo de activacién (Asp-Phe-Gly) (Taylor y Kornev,
2011). EI ATP anclado a la cinasa presenta dos moléculas de Mg? (Meharena
et al., 2013), las cuales son reconocidas y ancladas al ldbulo-C en su bucle de
posicionamiento de Mg?, entre las I[dminas B8 y BY (Taylor et al., 2012).

La activaciéon de la cinasa ocasiona que dos aminodcidos de leucina de
la ldmina B4 delldbulo-N entren en contacto con los aminodcidos fenilalanina
y tirosina del I6bulo C, formando la espiga reguladora y a su vez permitiendo
que el aspartato del motivo de activacion interactUe con las moléculas de
magnesio (Taylor y Kornev, 2011). El acoplamiento y la formacién de la espiga
reguladora es un regulador de la actividad de las cinasas (Taylor et al., 2012;
Taylor y Kornev, 2011). A diferencia de la espiga reguladora, la espiga catalitica
se encuentra completa con el anillo de adenina del ATP anclando directa-
mente a los residuos del I6bulo-N (valina de B2 y alanina de B3) y el residuo
del I6bulo-C (leucina de B7), contribuyendo con el posicionamiento del ATP
(Figura 2.7) (Taylor y Kornev, 2011).
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Figura 2.7. Representacion grdfica de los componentes involucrados
en la formacién de las espigas regulada y catalitica.
La espiga reguladora presenta 4 residuos de subdominios cinasa, anclado a la hélice aF por
aspartato 220. La estructura de la espiga catalitica es completada por la molécula de ATP.

La funcidén catalitica comUn de las proteinas cinasas especificas de Ser/
Thry Tyr es la fosforilacidon covalente de las proteinas del sustrato mediante la
transferencia del fosfato-y del ATP al grupo hidroxilo de los residuos de serina,
treonina o tirosina, requiriéndose aminodcidos dcidos de la regién catalitica
para estabilizar el estado de transicién, la presencia de un grupo OH-activa-
do dado por el sustrato para el ataque de electrones sobre el grupo fosfato
del ATP, la presencia de los iones magnesios ya mencionados para estabilizar
el posicionamiento de la molécula de ATP, asi como de aminodcidos bdsi-
cos para estabilizar las cargas negativas del estado de transicion y el grupo
saliente de ADP (Wang y Cole, 2014).

Proteina cinasa A (PKA)

La proteina cinasa A (PKA) es un tipo de serina/treonina cinasa dependiente
de AMP ciclico (AMPc). En su forma inactiva existe como holoenzima tetra-
mérica, conformada por dos subunidades cataliticas dada por 3 isoformas
(Ca, CB o Cy) y dos subunidades reguladoras de tipo Rl (Rla o RIB) o RIl (Rlla o
RIIB) (Turnham y Scott, 2016). La clasificacién de la PKA estd dada por el tipo
de subunidad presente en su estructura (Tabla 2), asi como por su ubicacién,
siendo las PKA | de predominio citosdélico y la PKA Il de membrana celular
(Diviani et al., 2019).
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Tabla 2. Isoformas de la PKA dado el tipo de subunidad que la conforma

Regién catalitica Regién reguladora
a Rla
B RIB
y RIB/Rlla

El acoplamiento de 2 moléculas de AMPc por cada subunidad regula-
dora permite la disociacion de las subunidades cataliticas y su respectiva
activacién, permitiendo la fosforilacién de una serina o treonina (Figura 2.8)
(Diviani et al., 2019).

Figura 2.8. Componentes de una PKA.
En azul las subunidades cataliticas y en verde las subunidades reguladoras en contacto con
una enzima de andamio AKAP (amairillo). El segundo mensajero AMPc (negro) se une a la
subunidad reguladora liberando la subunidad catalitica.

En un ejemplo fisiolégico, la actividad de la PKA juega un papel en laregu-
lacién de la glucemia. La presencia de incretinas inicia una cascada de
sefalizacion que comienza con la unién de GLP-1 a los receptores acopla-
dos a proteina Gs, con la consiguiente activacién de la adenilato ciclasa y
el aumento de AMPc, ocasionando la activacion de la PKA y la subsecuente
fosforilacion de CREB que como factor transcripcional aumenta la transcrip-
cién de IRS-2 y de insulina, asi mismo PKA media la fosforilacion del canal
Cav 1.2, favoreciendo el flujo intracelular de calcio vy la fosforilacion de la
proteina asociada a vesiculas secretoras Snapin, dando como resultado un
aumento en la liberacién de la insulina (Yang y Yang, 2016).
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Via de las cinasas PI3K/AKT

La via de sefalizacion PI3K/AKT es esencial en la supervivencia celular, pues
media acciones de proliferacién, adhesion, metabolismo y crecimiento celu-
lar; por lo que alteraciones en su regulacién son causa del crecimiento y
mantenimiento de células cancerigenas (Porta et al., 2014).

Fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K)

PI3K pertenece a un grupo de cinasas lipidicas capaces de fosforilar el anillo
inositol. Se constituye por una subunidad reguladora encargada de mediar
la interaccidén de los receptores tirosina cinasa con la subunidad catalitica.
Las cinasas se dividen en tres clases de acuerdo con el sustrato de activacion
(Goncalves et al., 2018). La clase |, activadas por insulina; se subclasifica en
IA, ligadas a proteinas tirosina cinasa, y IB, activadas por receptor acoplado
a proteina G (Porta et al., 2014). La clase Il carece de subunidad regulado-
ra e influye indirectamente en la senalizacién celular al regular el tréfico de
membrana. La clase lll regula procesos de autofagia, pinocitosis y fagocitosis;
VPS34 es el Unico ejemplar en humanos (Bilanges et al., 2019).

La molécula de fosfatidilinositol es un lipido constituido por una molécula
de diacilglicerol y una cabeza inositol, cuya carga puede ser alferada me-
diante la fosforilacién a través de PI3K, generando los segundos mensajeros
fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P), fosfatidilinositol 3,4-bifosfato (PI-3,4P2) y fos-
fatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP,) (Figura 2.9) (Goncalves et al., 2018).

Figura 2.9. Estructura del fosfatidilinositol y sus sitios de fosforilacion.
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La membrana celular es el sitio de inicio de la via de senalizacion a través
de receptores de membrana; una vez formado, PIP, funciona como sitio de
anclaje para dos cinasas PDK1 y PDK2 (mTORC2), las cuales fosforilan vy
activan la serina/treonina cinasa AKT.

La via PI3K/AKT regula acciones pro-inflamatorias y activa acciones anti-
inflamatorias al ser participe de la polarizacién de los macréfagos (diferentes
respuestas funcionales en respuesta al ambiente). Al recibir estimulacion por
IL-10, TGF-B o por TLR4, la cinasa PI3K inicia una cascada de regulacion a
la baja en la produccién de citocinas, iniciando con la formacion de PIP,
a partir de PIP,, seguido de la activacion de AKT por mTORC2, una vez activa
AKT esta activa mTORCI, la cual induce la polaridad de tipo M2 en macréfa-
gos, disminuyendo la respuesta a lipopolisacdridos y la sintesis de dxido nitrico
(Vergadi et al., 2017).

Ofro ejemplo mediado por la cinasa PI3K es la regulacién a la baja de
PTEN, la sobreexpresidn del receptor de factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) y la regulacion al alta de RAS, culminando en la estimulacién excesiva
de angiogénesis por secreciéon aumentada del factor de crecimiento endo-
telial vascular (VEGF) y sintesis aumentada de proteinas del factor inducible
por hipoxia (HIF, por sus siglas en inglés). El entorno hipdxico es caracteristico
de cdnceres como el glioblastoma, ocasionando el aumento en la concen-
tracién de las proteinas HIF (Karar y Maity, 2011).

Proteina cinasa B (AKT)

La cinasa AKT media reacciones antiapoptdticas, es capaz de generar una
respuesta de supervivencia, inducir la sintesis de glucdégeno, la angiogénesis,
el crecimiento celular y la glucdlisis (Zhang et al., 2011).

El efector de la senalizacién de PI3K es la proteina cinasa AKT. A nivel
estructural, esta proteina se conforma por un dominio de pleckstrina (PH)
en el extremo amino, un dominio cinasa tipico y un dominio regulador en el
carboxilo terminal. La activacion de AKT estd mediada por diferentes
mecanismos como: la unién al segundo mensajero PI3P al dominio PH, pro-
ducto de la reaccién de la PI3K, la fosforilacion del aminodcido Thr308 en el
bucle de activacion del dominio cinasa mediado por la proteina cinasa 1
dependiente de fosfoinositidos (PDK1), asi como por la fosforilacion depen-
diente de estimulo y contexto de la Ser473 del dominio regulador dado por
las cinasas relacionadas a PIBK como mTORC2, y por la desfosforilacion de la
fosfo-Ser473 por la proteina fosfatasa 2A (PP2A) (Xu et al., 2020).

La via candénica de senalizacion implica el reclutamiento de AKT en la
membrana para su posterior fosforilacion en la Thr308 por PDK1, la cual con-
tiene un dominio con alta afinidad a PI3P, para la completa activacién de
AKT se requiere la fosforilacién adicional en la Ser473 por reguladores de PKB
como mTORC2. La focalizacién de AKT en la membrana y la doble fosfori-
lacién permiten la fosforilacidn de sustratos posteriores.
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Proteina cinasa C (PKC)

La familia PKC comprende un grupo de serina/freonina cinasas activadas
por receptor, distribuidas en diversos tejidos denfro del cuerpo humano.
Las cuales regulan actividades como el crecimiento, la proliferacién y dife-
renciacién celular, por lo que alteraciones en la regulacion de la sefalizacion
de PKC estdn relacionadas con patologias autoinmunes, metabdlicas y can-
cerigenas (Isakov, 2018).

Desde su descubrimiento en 1982 como factor de promocién tumoral, la
familia PKC ha ido aumentando hasta estar compuesta por 13 miembros, cla-
sificadas en tres grupos: cldsica, nueva y atipica, basado en el requerimiento
para su activacién, ya sean dependientes de calcio, diacilglicerol (DAG) o
ésteres de forbol (Tabla 3) (Dobrikov et al., 2018).

Tabla 3. Clasificacion de las subfamilias de PKC de acuerdo con su dominio
regulador y a su cofactor como requisito

Subfamilia Isoenzimas Activacion dependiente de
PKC clésica a, Bl BIl, y Ca?y DAG

PKC nueva 0,€,n,6 DAG

PKC atipica A C Calcio independiente

Interaccion proteina-proteina

La estructura general de este grupo de proteinas estd compuesta por 2
dominios (regulador y cinasa), cada uno de estos dominios con dos regiones
conservadas (regidon C). El dominio regulador contiene la region C1, rica en
cisteina y el sitio de unidn a DAG, y la regién C2, sitio de unién del ion calcio;
mientras la regidn catalitica o de cinasa contiene la regidn C3, sitio de unién
para ATP, y la regién C4, sitio de unién al sustrato (Figura 2.10) (Singh et al.,
2017). Si bien las fres clases de PKC presentan la misma estructura de domi-
nios, hay ciertas diferencias con respecto a la regién C2 que condicionan
su activacion: la clase nueva no presenta un sitio de unidn para calcio en la
region C2, pero si es dependiente de DAG, mientras que las isoformas atipi-
cas carecen de la regién C2, porque no dependen de calcio (Mochly-Rosen
et al., 2012; Singh et al., 2017).

Figura 2.10. Dominios estructurales de las isoenzimas de la proteina cinasa C.
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Todas las PKC tienen una regidén de pseudosustrato en la regiéon C1 en
donde los residuos Ser o Thr son reemplazados por una alanina, manteniendo
el estado inactivo en ausencia de senal, previo a la activacion, la PKC pri-
mero debe someterse a fosforilacién por la cinasa PDK1 en el bucle de acti-
vacion, después es fosforilada en la regiéon C-terminal por la cinasa mTORC2
en dos de sus residuos Ser/Thr. lo cual evita la degradacién de la cinasa (New-
ton, 2018). La activacién de la clase cldsica se lleva a cabo mediante dos
pasos, la exposicion de C2 a calcio y PIP, permiten la separacion de la union
bisagra entre los motivos regulador y catalitico, seguido de la unién de DAG
alaregién C1 (Trexler y Taraska, 2017).

La presencia de los cofactores es necesaria para el acceso a sustrato, la
asociacion de membrana y la activacién de los subtipos de PKC. El calcio
y el diacilglicerol son segundos mensajeros derivados de diferentes rutas de
senalizacién, siendo un componente principal de las vias de estos segundos
mensajeros la fosfolipasa C (PLC), que tras su activacion mediador por los re-
ceptores tirosina cinasa o los receptores acoplados a proteina G, produce las
sustancias inositol 3,4,5-frifosfato (IP3), Ca? y DAG, evento que continua con
la activacién de PKC y la consecuente fosforilacién de sustratos (Figura 2.11).

Figura 2.11. Proceso de activacion de la enzima PKC.
Unién de un ligando a un GPCR Gag con la consecuente activacién de PLC ocasionando
la generacién inositol 3,4,5-frifosfato (IP3) y la apertura de canales de calcio dependientes
de IP3 del reticulo endopldsmico y DAG como cofactor para la PKC.
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Un ejemplo mds claro sobre la regulacién de PKC puede observarse al
analizar la respuesta celular durante el sindrome de dificultad respiratoria
aguda caracterizada por lesidén de tejido pulmonar mediado por neutréfilos.
La inhibicién de PKC aresulta en una terminacién de sefal para los receptores
Toll que se activan alinteractuar con el peptidoglucano de la bacteria, mien-
tras que la inhibicidn de PKC & disminuye la sefalizacién por lipopolisacdri-
dos con la consiguiente disminucién en la sintesis de TNF-a, IL-6 y dxido nitrico
(Liverani et al., 2020; Mondrinos et al., 2013; Wang et al., 2018). Asi mismo,
terapias dirigidas contra la regulacion de PKC mejoran aspectos clinicos de
enfermedades reumdticas a fravés de un aumento de la maduracion
de células T reguladoras (Zanin-Zhorov et al., 2011).

Cinasa dependiente de calcio-calmodulina (CAM)

La senalizacion mediada por calcio se encuentra presente en diversos or-
ganos como el cerebro, el pdncreas, el higado, el misculo esquelético, el
corazdn, entre otros y funge como mediador en la sefalizacién de hormonas,
proteinas inflamatorias y neurotransmisores (Marcelo et al., 2016).

La proteina calmodulina es una ubiquitina cuya funcidn es anclar calcio
y de esta forma interactuar con proteinas cinasas, entre las cuales encon-
framos las cinasas dependientes de calcio/calmodulina (cinasas CAM), las
cuales son una familia de serina/treonina cinasas (Wayman et al., 2011).

La cinasa CAMII (CAMK2) es codificada por 4 genes (CAMK2A, 2B, 2G, 2D),
su estructura general consiste en una regién reguladora, un sitio de anclaje al
complejo Ca?/calmodulina, una regién cinasa N-terminal para la unién de
ATP, y una regién C-terminal para la formacién de holoenzimas (Takemoto-
Kimura et al., 2017). El inicio de la cascada de sefalizacién requiere un aumento
transitorio en la concentracién de calcio intracelular, suficiente para formar el
complejo Ca?*/calmodulina que permite el anclaje del sustrato ala cinasa, sin
embargo, pueden existir mecanismos de memoria molecular que mantienen
activa la cinasa mediante procesos de fosforilacion en la posicidon Thr286 o
el anclaje a un receptor como el NMDA, permitiendo que la actividad de la
cinasa CAM pueda ser independiente del calcio (Bayer y Schulman, 2019).
Las isoformas Ay B de la cinasa CAM abundan en las neuronas postsindpticas
del hipocampo, y sus propiedades autondmicas son un elemento importante
en la formacién de memoria (Takemoto-Kimura et al., 2017).

Fosfatasas

El balance en el estado fosforilado de las proteinas resulta de la accidn de
cinasas, encargadas de fransferir fosfato a una serina o freonina, y fosfata-
sas que median la hidrdlisis y remocién de dicho fosfato. La desfosforilacion
de proteinas mediante fosfatasas sirve como un mecanismo regulador de la
actividad celular mediante la terminaciéon de la cascada de sefalizacion
(Moura y Conde, 2019).
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Las fosfatasas pueden ser clasificadas en 3 superfamilias, de proteina tiro-
sina fosfatasa (PTP), de fosfoproteina fosfatasa (PPP) y de fosfatasas depend-
ientes de metal (PPM), estas pueden encontrarse en diversos tejidos y regular
cinasas diversas (Yadav et al., 2017). La PTEN, primera fosfatasa descubierta,
con localizacién nuclear y en citoplasma se encarga de terminar la sefal-
izacion en la via PI3K/AKT y PKC mediante la desfosforilacion de PIP,, con-
virtiéndolo a PIP, (Chen et al., 2018).

Son 6 las fosfatasas que conforman la familia PPP siendo PP1, PP2A y PP3
(antes PP2B) las mds estudiadas y con mayor presencia en laregulacion celular
(Ruvolo, 2019). Dentro de su estructura, las proteinas PPP contienen una region
catalitica activadora con dos iones metdlicos, Mn?* e Fe?, blanco para las
proteinas inhibidoras de PPP tales como Inhibitor-1, Inhibitor-2 y DARPP-32 (Peti
et al., 2013; Ruvolo, 2019). La fosforilacién de DARPP-32 en la posicidon Thr34,
por aumento de cAMP o inducida por dopaming, lleva a su activacion; tanto
DARPP-32 como la proteina "Inhibidor-2" inhiben a la proteina PPP mediante
dos subunidades: anclaje e inhibidora, las cuales interaccionan con la region
activadora de la enzima (Leslie y Nairn, 2019).

La proteina fosfatasa 1 en las células musculares se encuentra en su mayo-
ria anclada a particulas de glucdgeno, al reticulo sarcopldsmico y a las fibras
de miosina, donde permite la relajaciéon de musculo liso (Karar y Maity, 2011);
a su vez, tiene un papel en el mantenimiento del microambiente tumoral,
dada su inactivacion por la proteina de ataque nuclear de PP1 (PNUTS),
evitando la reparacion de DNA (Ruvolo, 2019).

La PP2A es la fosfatasa mds relacionada con los procesos celulares de
apoptosis, transcripcién y traduccion de proteinas, asi como la progresion del
ciclo celular, tal es suimportancia que la pérdida de actividad de PP2A es fun-
damental para la progresion de la leucemia mieloide crénica. Conformada
por una subunidad catalitica, un andamio A y una region B reguladora (Figura
2.12), la PP2A es una enzima heterotrimérica con presencia en tejido cere-
bral, cardiaco y mUsculo esquelético. Al ser un supresor tumoral es un blanco
de restauracion en la terapia antineopldsica (Clark y Ohlmeyer, 2019; Perrotti
y Neviani, 2013; Ruvolo, 2019).

Figura 2.12. Estructura de PP2A y activacién por AMPc.
PKA fosforila la subunidad reguladora 568 con la consiguiente activacion y aumento de
actividad de la enzima.
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Un ejemplo de regulacién dado por las PPP involucra la via de WNT en
la activacion del ciclo celular: ante una carencia de sefalizaciéon de WNT
las proteinas CK1 y GSK3B fosforilan a la B-catenina, fomentando su ubiquiti-
nacioén y degradacién, pero ante un estimulo por WNT aumenta la transcrip-
cién de ciclina D1 a través de B-catenina debido a que las fosfatasas PP1
y PP2A permiten la desfosforilacién de B-catenina, permitiendo su concen-
tracién a nivel nuclear y su transcripciéon génica (Wlodarchak y Xing, 2016).

La PP3/2B (calcineurina) es una holoenzima heterodimérica, encargada
de regular procesos inmunoldgicos, metabdlicos, de memoria, impulsos car-
diacos y neurotransmision (Hell, 2016). Su estructura consiste en una unidad
catalitica A y una unidad reguladora B; su actividad es regulada por las con-
centraciones de calcio y la presencia de calmodulina que al unirse a la sub-
unidad A permite la separacion de la hélice autoinhibitoria, activando a la
fosfatasa (Nygren y Scott, 2016). La diferencia en la sensibilidad por calcio y
calmodulina, asi como su posicidn, son algunas de las hipdtesis del porqué
su actividad puede llevarse a cabo después de la actividad de las cinasas
dependientes de calcio vy evitar su traslape (Nygren y Scott, 2016; Tu et al.,
2014). Su activacion es un blanco terapéutico en la supresion inmune y su
relacién en la senalizacién de insulina y conduccién cardiaca lo hacen una
opcidn para diversas patologias degenerativas.

La transduccidn de sefales en las células eucariotas precisa de modifica-
ciones postraduccionales como mecanismo de regulacién de los procesos
biolégicos; enfre estos procesos reguladores se encuentran la accién de las
cinasas y fosfatasas como los representantes de la regulacion enzimdatica al
tener una amplia presencia en los sistemas del cuerpo humano. Su actividad
antagdnica es comparable a la de un interruptor, mediante sus mecanismos
moleculares permiten generar cambios conformacionales en diferentes
proteinas con la consiguiente modificacién en la posicién y actividad. Elman-
tenimiento arménico entre la activacién y desactivacién por grupos fosfato
permiten la homeostasis de cada sistema; la desregulacion de los eventos
de fosforilacion y desfosforilacién es la génesis en diversas enfermedades. La
Tercera Ley de Newton establece que toda accidn tiene una reaccion de la
misma magnitud en direccién opuesta, por lo que un entendimiento a detalle
en la actividad de las cinasas y fosfatasas permitirdn desarrollar acciones
terapéuticas de forma efectiva en diversas patologias.

Preguntas de integracién
1. 3Cudl es el papel principal de las proteinas de andamio?

2. sCudles son algunos de los mecanismos por los que se regula a las
proteinas de andamio?

3. Menciona un proceso fisioldgico que puede estar regulado por
proteinas de andamio.
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4. Ejemplifica una patologia asociada a alteraciones en las proteinas de
andamio.

5. sCudl es el papel principal de las cinasas y fosfatasas?
6. 3Cudl es la estructura general de una cinasa?

7. Ejemplifigue una cascada de sendalizacién mediada por cinasas del
grupo Ser/Thry asécielo a un proceso fisiolégico.

8. Explique qué pasaria con la senalizacién de una cascada de trans-
ducciéon dependiente de fosforilacion tras la ausencia de fosfatasas.
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Objetivos
Explicar la importancia y las caracteristicas generales de los GPCRs, asi como
sUs mecanismos y procesos de sefalizacion implicados en su actividad.

Objetivos especificos
¢ Describir y explicar las caracteristicas estructurales y funcionales de los
GPCRs.
¢ Describir el proceso funcional de la transduccién mediado por GPCRs.
¢ Integrarla senalizaciéon por GPCRs y su correlacion con eventos
celulares vy fisioldgicos.

Intfroduccién

Los receptores acoplados a proteina G (GPCR, por sus siglas en inglés) son
la clase mds grande de proteinas de membrana celular codificadas por el
genoma humano. Hasta el momento se han identificado alrededor de 800
GPCR en el ser humano, de los cuales aproximadamente la mitad cumple
funciones sensoriales como el olfato (~400), el gusto (33), la percepcion de la
luz (10) y la senalizacién de feromonas. Los ~350 GPCR no sensoriales restan-
tes median sefalizaciones mediante la unién de ligandos que varian desde
moléculas pequenas hasta péptidos y proteinas grandes (IUPHAR).

Debido a su amplia distribucidén en el cuerpo humano y por las diver-
sas funciones que regulan, han constituido blancos farmacoldgicos impor-
tantes para el manejo de diversas enfermedades. Por ejemplo, la morfina
fue el primer fdrmaco regulado y aprobado federalmente en los Estados Uni-
dos en 1827; sin embargo, hasta varios anos después se demostré que su
mecanismo de accidén se dirigia a un GPCR, especificamente al receptor
opioide p (MOR) (M.S. Kinch, 2014) (Mores et al., 2019). El estudio de estos
receptores adqguiere especial interés e importancia debido a que 30% de
todos los medicamentos aprobados actualmente por la Administracion
de Drogas y Alimentos (CFDA)se dirigen a los GPCR (Finlay et al., 2020).

Estructura de los GPCRs

La estructura primordial de los GPCR consta de siete dominios fransmembra-
nales incrustados en el ambiente apolar de la bicapa lipidica y conectados
entre si por tres bucles extracelulares y tres bucles intracelulares que propor-
cionan estabilidad mediante residuos de cisteina y enlaces disulfuro alta-
mente conservados. Cada dominio estd conformado por 25 a 35 residuos de
aminodcidos hidrofébicos organizados en estructuras alfa hélice. Los GPCRs
poseen un extremo amino terminal orientado hacia el espacio extracelular
que contiene una zona de unién al ligando y un extremo carboxilo terminal
orientado hacia el espacio infracelular, porcion encargada de la interaccion
con la proteina G heterotrimérica responsable de la activacién de las vias de
sefalizacion subsecuentes.
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Clasificacion de las familias de los GPCRs
De acuerdo con la homologia de su secuencia y vias de senalizacién, los
GPCR se han logrado agrupar en cinco grandes familias segun la clasifi-
cacién GRAFS (nombre derivado del acrénimo de glutamato, rodopsina,
adhesion, frizzled/taste 2 y secretina) propuesta por Fredriksson y colabora-
dores, quienes consideraron los criterios filogenéticos establecidos por la
IUPHAR para conformarla (Guzmdan-Silva y y Garcia-Sdinz, 2018).

A continuacién, se describen con mayor detalle cada uno de los grupos y
subgrupos pertenecientes a esta clasificacion:

Grupo A (familia de rodopsina)

Es la familia mds extensa y diversa, posee al menos 19 subfamilias. La carac-
teristica principal de este grupo es la presencia de rodopsinas. Son receptores
para gran variedad de moléculas y hormonas pequenas como odorantes,
monoaminas, purinas, hormona estimulante del tiroides (TSH), hormona lutei-
nizante (LH), hormona foliculo estimulante (FSH) y neurotransmisores.

Los ligandos de estos receptores se unen a una cavidad enfre las regiones
fransmembrana, sin embargo, existen excepciones como los receptores para
glicoproteinas (p. €j. LH y FSH) cuyo sitio de unidn se encuentra en el extremo
amino-terminal del receptor. Esta familia se subclasifica en 4 grupos: a, B,y y &:

¢ Grupo a. Receptores de serotonina, dopamina, adenosina, opsinas
(Unico grupo que responde a fotones de luz) y receptores muscarinicos
(MACHh).

¢ Grupo B. Los receptores de este subgrupo Unicamente se unen a ligan-
dos de tipo peptidicos como los receptores de taquicininas, colecisto-
cinina, oxitocina y neuropéptido Y.

e Grupo y. Incluye tres subgrupos: receptores somatostatina-opioides-
galanina (SOG), receptores de hormona concentradora de melanina
(MHC) y de guimiocinas. Incluye a los receptores de somatostating,
opioides y angiotensina.

¢ Grupo 0. Receptores del oncogén MAS1 y receptores de nucledtidos
(P2Y).

Grupo B (familia de la secretina)

Este grupo de receptores se unen principalmente a grandes péptidos (p. €j.
hormonas) y en su mayoria intervienen en senalizaciones pardcrinas y endé-
crinas. En cuanto a su estructura, el extremo amino terminal presenta entre
60-80 aminodcidos y puentes disulfuro entre los residuos conservados de
cisteina. Algunos ejemplos de ligandos a estos receptores son la hormona
paratiroidea (PTH), la proteina relacionada con la hormona paratiroidea con
(PTHrP) y la calcitonina.
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Grupo C (familia del glutamato)

Todos los miembros de esta familia son dimeros, el extremo amino-terminal
es largo y forma dos I6bulos. En este grupo estdn clasificados los receptores
metabotrépicos de glutamato (mGlu), dos receptores metabotrépicos de
GABA, un receptor sensible al calcio extracelular (CaSR) y cinco receptores
del sabor de tipo 1 (TASIR).

Grupo D (familia de adhesién)

Los GPCRs de esta familia se caracterizan por presentar uno o varios dominios
funcionales con motivos de adhesidén en el extremo amino-terminal, estan
implicados en el proceso de adhesién celular. Este extremo es de longitud
variable (desde 200 a 2800 aminodcidos) y rico en sitios de glicosilacion y
residuos de prolina.

Grupo E (frizzled/sabor tipo 2)
La familia se divide en 2 subtipos con marcadas diferencias:

e Sabor tipo 2 o Taste 2. Receptores para sabor amargo tipo 2 (TAS2R),
se encontraron al menos 13 receptores de este tipo. Presentan un ex-
fremo amino-terminal muy corto y no se ha descrito la existencia de un
dominio de unidn de ligandos en él.

e Frizzled. Receptores que regulan procesos de desarrollo. Es una familia
que consta de 10 receptores. Poseen un extremo amino-terminal de
unos 200 aminodcidos con cisteinas conservadas.

Mecanismos generales y cambios conformacionales de los GPCR

Activacién de los GPCR

Los GPCR modulan una cascada de proteinas efectoras intracelulares y
segundos mensajeros quimicos esenciales para la regulacion de diversas
funciones fisiolégicas de células y sistemas.

En estado de reposo, es decir, en ausencia de la unién del ligando al
receptor, los GPCR se unen a proteinas G heterofriméricas inactivas, que
consisten en el dimero Ga-GDP y GBy (Almutairi et al., 2020). En respuesta a
una variedad de estimulos extracelulares, los GPCR experimentan cambios
conformacionales que les permiten actuar como factores de infercambio
de nucledtidos de guanina (GEF); estos factores intfercambian el nucledtido
GDP por GTP de la subunidad Ga (Higashijima et al., 1987). Como resultado,
la subunidad Ga ahora unida a GTP se disocia de la subunidad GBy con
lo que adquiere la capacidad de regular proteinas efectoras rio abajo que
inician diversas vias de senalizacidn que median las respuestas celulares
segun el tipo de subunidad a (Gas, Gai/o, Gaqg/11, Gal12/13) al que se en-
cuentre acoplado el GPCR (Sampieri-Cabrera et al., 2019) (Figura 3.1).



RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G

Figura 3.1. Activacion de GPCR.
La unién del agonista al GPCR induce un cambio conformacionaly, con ello, el intercambio
de GDP a GTP con la consecuente disociacion del dimero GRY de la subunidad Ga.

La senalizacién es intrinsecamente cinética ya que la amplitud de la senal
estd determinada por el equilibrio de las tasas de intercambio de GDP/GTP
(activacién) y de las tasas de hidrdlisis de GTP (desactivacién). Por lo tanto,
este equilibrio determina la cantidad de proteina G en estado activo, unido
a GTP (Ross y Wilkie, 2000).

Desactivacién de los GPCR

La respuesta celular finaliza cuando la subunidad Ga hidroliza GTP a GDP
debido a su actividad como GTPasa intrinseca; una vez hidrolizado el GTP,
Ga se vuelve a asociar con GBy, completando el circulo de activacion de
la proteina G (Figura 3.2). Las proteinas activadoras de GTPasa (GAP) vy los
reguladores de la senalizacién de proteinas G (RGS) interactan con las sub-
unidades Ga activas para aumentar su tasa de hidrdlisis de GTP intrinseca
hasta mds de 2000 veces, por lo que representan mecanismos sinérgicos en
la modulacién de la intensidad y duracién de senalizacién mediada por el
GPCR (Ross y Wilkie, 2000).
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Figura 3.2. Desactivacién de GPCR.
La disociacion del agonista al GPCR provoca cambios conformacionales que inducen el
intercambio de GTP a GDP. La actividad de GAP y RGS aceleran la hidrdlisis de GTP vy, por
tanto, la asociacion de las subunidades Ga-Gy.

Proteinas activadoras de GTPasa (GAP)

Las proteinas GPCR también se conocen como GTPasas; sin embargo, la
reaccion de hidrdlisis de GTP es demasiado lenta, por lo que se requiere de
la interaccidon con una GAP para catalizar la reaccion.

Debido a la gran variedad de isoformas de GPCR, existe gran multitud
de GAP que garantizan la especificidad de la senalizacién como Rho-GAP,
Ran-GAP, Rab-GAP, Ras-GAP y Rap-GAP, donde cada uno de ellos tiene un
mecanismo ligeramente distinto para estimular la hidrdlisis de GTP.

Las GAP estdn reguladas por interacciones proteina-proteina o protei-
na-lipido, unidn de segundos mensajeros y/o modificaciones postraduccio-
nales. Estas intferacciones y modificaciones inducen translocaciones al sitio
donde se encuentra la proteina G vy se liberan de la autoinhibicidon por una
modificacién alostérica de la actividad catalitica.

Reguladores de la sefalizacién de proteina G (RGS)

Las RGS se caracterizan por la presencia de nueve hélices a y representan
una gran familia de proteinas intracelulares estructurales y multifuncionales
que regulan la actividad y la transduccién de senales mediadas de los GPCR.
Ademds, actian como proteinas activadoras de GTPasa (GAP,) ya que acele-
ran la hidrélisis de GTP unida a la forma activa de Ga (Ga-GTP) (Almutairi et
al., 2020). Mostrando una actividad GAP hacia los miembros de las familias
Gaiy Gaqg (Ross y Wilkie, 2000).
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A diferencia de los GAP para proteinas G pequenas que aportan una
arginina critica (u ofro residuo) en el sitio activo para la hidrélisis de nucledti-
dos (Vetter IR, 2001), las proteinas RGS no aportan ningln residuo que sea
directamente necesario para el mecanismo catalitico (Kimple, 2009).

En general, la regulacién de la activacién de la proteina G estd mediada
por la actividad GTPasa de las proteinas G, asi como por los reguladores de
la sefalizacién de la proteina G (RGS) que estimulan la hidrdlisis de GTP en la
subunidad Ga. Otro mecanismo de regulacion de GPCR implica la fosfori-
lacién de GPCR por cinasas especificas de receptores acoplados a proteinas
G (GRK) seguido de su interaccién con B-arrestinas que causan la desensibili-
zacién e internalizacion de GPCR.

Senalizacién

Los procesos de sefnalizacién celular dependen del ligando, del tipo de re-
ceptor, de la interaccidén con proteinas intracelulares y de los mecanismos
de autorregulacion del receptor (p. e]. B-arrestinas que participan en la de-
sensibilizacion de la sefalizacion de los GPCRs y promueven la endocitosis
dependiente de clatrina) (Sampieri-Cabrera et al., 2019).

En los GPCR, los mecanismos de senalizacidén son mediados por protei-
nas G (heterotriméricas) Ga-GBy, que, a su vez, se subdivide en 4 famili-
as segun la actividad de la subunidad Ga en Gas, Gai, Gag/11 y Gal2/13
(Chaudhary y Kim, 2021) (Figura 3.3 y Tabla 3.1).

Figura 3.3. Vias de sehalizacién mediadas por proteinas G.
Subdivision de familias Gas, Gai, Gag/11 y Gal12/13.
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Tabla 3.1 Importancia fisiolégica de la subunidad G.
AC, adenilato ciclasa; PLC, fosfolipasa C; PGP, proteinas G pequeias; KTnR, cinasas de
tirosina no receptores; (+), estimulacion; (-), inhibicién. (Cossio et al., 2007; Ennis, 2011;
Sdnchez-Lemus y A Arias-Montafo, 2004).

Subunidad  Distribucion Funciéon Receptor asociado

Gai Cerebro, SNC, plaquetas, AC (-). AMPc (-), M2, Receptor a2
médula espinal, pdncreas K+ (+), Na+ (-) adrenérgico
y canales de troncoy Cl- (-)
encefdlico.

Gas Corazén, rinones, adipocitos, AC (-), AMPc (+). Receptor B-
musculo estriado, ndcleo Canales de Na+ (+) adrenérgico
olfatorio, y corteza cerebral, Cl- (+) Receptor
nucleo cerebeloso, fronco del glucagdn

encéfalo y médula espinal.

Gag/11 Pulmon, rindn, higado, cerebelo, PLC (+); IP3y DAG M1, receptor al
prostata, hipocampo y (+); CA2+; PLC (+) -adrenérgico
musculo liso.

Gal2/13 NuUcleos basales, corteza PGP (+); KTnR (+) Receptor que
cerebral, cerebelo e hipocampo modula
predominantemente
la dopamina

Senalizacién dependiente de proteina G

Gas, Gai

El efector de las vias Gas y Gai es la enzima adenilato ciclasa (AC). Hasta
ahora se han identificado nueve isoformas de AC (AC1-AC?9) ancladas a la
membrana celular (glucoproteinas de 120 kDa) y una isoforma soluble con di-
versas propiedades reguladoras. La AC es una enzima catalitica que transfor-
ma el mononucledtido lineal frifosfato ATP en mononucledtido monofosfato
ciclico AMPc. Esta actividad catalitica puede aumentar o disminuir segun su
unién a Gas o Gai, respectivamente (Ferndndez et al., n.d.)

El aumento de la disponibilidad de AMPc induce la actividad de la proteina
cinasa A (PKA), heterotetrdmero compuesto por dos subunidades cataliticas
unidas a un dimero regulatorio cuyo ensamble forma las isoformas PKA-l y
PKA-Il (Ferndndez et al., n.d.). Asi, al unirse el AMPc a la PKA, las subunidades
cataliticas se activan y fosforilan diversas proteinas al transferir un grupo fosfato
del ATP a residuos de serina (Ser) y freonina (Thr), modificando su actividad
y/o locdlizacién. Por lo tanto, el AMPc se considera un segundo mensajero y
PKA un efector secundario (Sampieri-Cabrera et al., 2019) (Figura 3.4).
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La ubicacién de la PKA estd determinada por las subunidades regula-
torias de proteinas de anclaje de la A-cinasa, (AKAPs, por sus siglas en
inglés). La PKA-I es soluble y citoplasmdtica, mientras que PKA-Il estd confina-
da a estructuras subcelulares.

La senalizacién de AMPc-PKA regula numerosos procesos fisioldgicos
como la proliferaciéon y diferenciacién celular, el ensamblaje de la envoltura
nuclear, la regulacion del fransporte intracelular en todos los tejidos y la exoci-
tosis en células epiteliales, es la principal via de senalizaciéon de los receptores
B-adrenérgicos del sistema cardiovascular y del tejido adiposo, por lo que
también participa en patologias como la diabetes mellitus tipo 2, la diabetes
insipida, la hipertension arterial y el asma. Estd implicada en la funcién
reproductiva, la respuesta inmune y ofros efectos provocados por hormonas
y neurotransmisores (Ferndndez et al., n.d.).

Figura 3.4. Mecanismo cldsico de las proteinas GQs y Gdi.
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Gaq/11

Existen diferentes vias de la cascada de senalizacion para Gag/11; sin embargo,
la mejor conocida es la activacion via la fosfolipasa C. Esta via actla por un
mecanismo totalmente independiente de Gas y Gai (Figura 3.5).

La subfamilia de Gq se encuentra formada en los humanos por Gaq, Gall
y Galé; sin embargo, los mds parecidos entre si son Gaqy Gall (idénticos en
88%). Debido a su gran similitud, las funciones que realizan son précticamente
iguales, resaltando como diferencia su distribucién en los distintos tejidos.

La activacién cldsica de Gag aumenta la actividad de la enzima fos-
folipasa CB que hidroliza al fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,) anclado a la
membrana celular para producir diacilglicerol (DAG) y 1,4,5-inositoltrifosfato
(IP,). EI'IP, libre tiene la capacidad de dirigirse a la membrana del reticulo
endopldsmico donde se une con receptores asociados a canales de cal-
cio dependientes de ligando. La activacién de estos canales tiene como
consecuencia la liberacién masiva de calcio hacia el citosol, aumentando
drdsticamente su concentracion intracelular y asi participar en diferentes vias
metabdlicas y de senalizacion.

Figura 3.5. Regulacién dual de la actividad de la adenilato ciclasa
por las proteinas Gas y Gai.
Los GPCR interactuan con proteinas G heterotriméricas compuestas por subunidades a, B
y Yy que se unen al GDP en el estado de reposo. La unién del agonista desencadena un
cambio conformacional en el receptor, que cataliza la disociacién de GDP de la subunidad
a seguida de la unién de GTP a Ga y la disociacién de Ga de las subunidades GBy. Las fami-
lias Gas y Gai regulan la actividad de la adenilil ciclasa. Por lo general, Gas estimula la ade-
nilil ciclasa y aumenta los niveles de AMP ciclico (CAMP), mientras que Gai inhibe la adenilil
ciclasa y reduce los niveles de cAMP, AKAP se adhiere a la PKA y la localiza en la membrana
plasmdtica. La PKA localizada en la membrana plasmdatica luego fosforila sus efectores.
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Por otra parte, el DAG obtenido a partir de la hidrdlisis del PIP, se une y ac-
tiva a distintas isoformas de la proteina cinasa C (PKC) capaces de fosforilar
residuos de serina, treonina vy tirosina de diversas proteinas que participan en
la cascada de senalizacion.

Se ha encontrado en diversos estudios que la proteina cinasa C presenta
estrategias para suprimir la estimulacién de la PLC-B a través de Ca? y dcido
fosfatidico. Esto se explica porque al unirse Gaq vy los iones de calcio, la
actividad lipasa de la PLC-B incrementa, por lo que, si se altera la regulacion
de este, serd inhibida dicha actividad. Lo mismo sucede con el dcido fos-
fatidico, regulador de varias proteinas, entre las que se encuentran miembros
de la familia de las PIP,-PLC.

Figura 3.6. Mecanismo cldsico de las proteinas Gaq.
Una vez que GPCR es activado por su agonista, la sefalizacién de Gaqg activa la fosfolipasa
CB (PLCB). lo que conduce a la hidrdlisis de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) y diacilglicerol
(DAG). El primero conduce a iniciar la liberacién de 1,4,5-inositol tris fosfato (IP3) iniciando la
liberacién de calcio, activando la proteina tirosina cinasa 2 (PYK2), que conduce al protoon-
cogén tirosina proteina cinasa (Src), activando el intercambio de nucledtidos de guanina
Ras (Ras GEF), que conduce a la activacién de la sefializacién MAPK. La via de senalizacion
de MAPK también puede estar aguas debajo de DAG que activa la proteina cinasa C
(PKC), lo que conduce a la activaciéon de la sefalizacion de MAPK. La sefdlizacién de Gaqg
también puede ser indirecta de PLCB mediante la activacién de Rho GEF, lo que lleva a la

activacién de la via de sefalizacién de Rho/ROCK.
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Gal2/13

Los miembros de la familia G,,son Ga,,y ,,. Mediante factores intercam-
biadores de nucledtidos de guanina regulan la actividad de la GTPasa Rho
para modular las respuestas celulares como cambios en el citoesqueleto,
apoptosis, respuestas oncogénicas, activacién de distintas fosfolipasas, MAPK,
canales y bombas. Ultimamente se ha estudiado que también son capaces
de interactuar con proteinas para regular su actividad.

Se considera que los Gal2/13 requieren de una tasa baja de intercambio
de nucledtidos e hidrdlisis de GTP para llevar a cabo sus funciones fisioldgicas.
Esta via de senalizacion cuenta con 3 efectores principales que fungen como
RhoGEF: p115RhoGEF, LARG y PDZ-RhoGEF.

Sefalizaciéon GRy

Antiguamente, se creia que la Unica funcidn de este dimero era inactivar la
subunidad Ga, permitiendo que, de esta manera, se uniera con el receptor
para asi continuar con la sefalizacién. Sin embargo, a raiz de que estas sub-
unidades fueran purificadas, se observd que podian tener mds funciones.

La subunidad GBy es capaz de asociarse con distintos efectores para
regularlos, por ejemplo, algunos canales de potasio, canales de calcio media-
dos por voltaje, la fosfolipasa C y algunas isoformas de la proteina adenilato
ciclasa (Figura 3.7 y Figura 3.8). Este dimero y sus efectores se encuentran en
mUltiples sitios infracelulares.

Figura 3.7. Senalizacion de proteinas G independiente de GPCRs.
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Figura 3.8. Efectores GBy candnicos y no candénicos.
Las subunidades GBy regulan una serie de efectores en la superficie celular, incluidas las
isoformas de adenilil ciclasa, Kir3 y los canales de calcio dependientes de voltaje, las iso-
formas B de la fosfolipasa C y las isoformas PI3K, entre otras. Mds recientemente, se han
identificado varias proteinas interactuantes novedosas que transducen senales dependi-
entes de G By en ofros compartimentos subcelulares como endosomas, mitocondrias, ER
(receptores IP3), aparato de Golgi (cinasa Raf, PKD), citosol (HDACS), nucleo [AP-1, R7BP,
AEPB1 (proteina de unién al potenciador de adipocitos), GR y posiblemente HDAC] y
citoesqueleto (tubulina, EImoE). Si fodos estos eventos intracelulares requieren GPCR o Ga.
Las subunidades quedan por determinar. Los ejemplos presentados aqui son representa-
tivos y no incluyen todos los efectores cldsicos.

Actlivadores de la senalizacion de proteina G (AGS)

La sefalizacién independiente de GPCRs plantea la idea de que es innece-
saria la disociaciéon de las subunidades para lograr activar la via de segundos
mensajeros, siendo suficiente un cambio conformacional en el sitio de unién
con el GTP mediado por senalizacion de proteinas G (AGS) a través diversos
mecanismos categorizados a continuacién:

e El grupo | se compone de factores intercambiadores de nucledtidos de
guanina, que inducen la activacion de la proteina G a través de la diso-
ciacién de GDP.

e El grupo Il (proteinas GolLoco) lleva a cabo un mecanismo muy distinto
que inhibe la disociacion del GDP e induce de esta forma la sefalizaciéon
a través de GRy.
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e El grupo lll se une directamente a Gy, lo cual se cree que provoca una
disociacion entre las subunidades y/o compite por la interaccion con Ga.
Es necesario mencionar que adn no se conoce la funcidén exacta de es-
tas proteinas.

Al fratarse de un drea relativamente nueva y poco estudiada, se desco-
nocen varios procesos reguladores de esta senalizacién.

Desensibilizacion de los GPCRs

La desensibilizacién de los GPCR describe como la pérdida de respuesta del
receptor después de la repetida o prolongada administraciéon de un ago-
nista (Hausdorff et al., 1990). Esta desensibilizacién puede ser homdloga o
heterdloga; la desensibilizacidn homdloga hace alusion a la pérdida de
respuesta Unicamente a los agonistas que actuan en un subtipo de GPCR;
en cambio, la desensibilizacién heterdloga se refiere a un efecto mds
generdlizado e implica la pérdida simultdnea de la capacidad de respuesta
del agonista en multiples subtipos de GPCR.

Este proceso puede ocurrir en diferentes periodos, ya sea de forma rdpi-
da o corta (pérdida de respuesta en minutos) y lenta o alargo plazo (pérdida
de respuesta en horas y dias) asociado a la internalizacién y degradacion del
receptor.

Existen dos familias de proteinas involucradas en la modulacién y de-
sensibilizacion: la familia de cinasas de receptores acoplados a proteina G
(GPCR, por sus siglas en inglés) denominadas receptores cinasa acoplados
a proteina G (GRK, por sus siglas en inglés) que fosforilan a los receptores y
las proteinas desacoplantes B arrestinas que se unen a los receptores que
han sido previamente fosforilados por GRK para impedir la fransduccidn de la
senal de las proteinas G heterotriméricas.

La subunidad Gy puede reclutar GRK en la membrana y regular los
canales de potasio rectificadores internos acoplados a proteina G, canales
de calcio dependientes de voltaje, AC, fosfolipasa C, fosfoinositol 3 cinasa y
mitdégeno.

Las B arrestinas son proteinas solubles que desempenan un papel impor-
tante en la desensibilizacion de GPCR. Hasta el momento se han identificado
dos tipos la B-arrestina 1y la B-arrestina 2 (Sulon y Benovic, 2021). Se cree que
las B-arrestinas apagan la sefalizacién de los GPCRs mediante la unién de
alta afinidad entre el extremo C-terminal del GPCR previamente fosforilado
y el previamente fosforilado de un GPCR activado y exirema N-terminal de
las B arrestinas, lo que ocasiona una inhibicién estérica de la proteina G en el
segundo y tercer bucle intracelular del GPCR. Este impedimento desacopla
los GPCR del proceso de transduccion de senales, lo que resulta en la desen-
sibilizacién de las vias del segundo mensajero.

Ahora se sabe que para detener la senalizacién mediada por GPCR se
requiere de la actividad sinérgica de B-arr y GRK, puesto que hace algunos
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anos se descubrié que la fosforilacion aislada por una GRK era insuficiente
para detener la senalizacién mediada por GPCR, entonces surgid la idea de
qgue mds moléculas se encuentran involucradas en el proceso, entre ellas
B-arr (Figura 3.9).

Figura 3.9. Descripcién general de la orientacion de GRK a GPCR y nodos

de regulacion de GRK.

Figura 3.10. Modelo de especializaciéon funcional de los diferentes GRKs.
Tras la estimulaciéon del agonista, GRK2 y 3 se reclutan en la membrana plasmdtica al in-
teractuar con las subunidades GBy. GRK2 y 3 tienen un papel predominante en la fosfo-
rilaciéon del receptor, el reclutamiento de B-arrestina al receptor activado, la desensibili-
zacién y la internalizacion. GRK5 y 6 estédn asociados constitutivamente con la membrana
plasmdtica. Ambos son necesarios para la activacion de ERK dependiente de B-arrestina,
aunque el lugar de su accidon podria estar en el receptor o corriente abajo. En algunos
sistemas, GRK5 y 6 también pueden mediar la desensibilizacion y la internalizacién. Flechas
de puntos verdes: activacién; flechas de puntos rojos y lineas rojas: inhibicion. Abreviatura:
E, enzima generadora de segundo mensajero.
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Ubiquitinacion

La funcién principal de la ubiquitinacién de proteinas es actuar como una
senal de orientacién para inducir la degradacién de las proteinas (Jeremy
2019).

La ubiquitina es una proteina de 76 aminodcidos que se une covalente-
mente a ofras proteinas mediante las acciones secuenciales de las ligasas de
ubiquitina E1, E2 y E3. Los GPCR contienen tres bucles infracelulares y una cola
carboxilo terminal que estdn expuestos al citoplasma y son accesibles por las
ligasas de ubiquitina E3. Una vez ubiquitinados y transportados al endosoma
temprano, los GPCR pueden interactuar con la maquinaria de Sorting Com-
plexes Required for Transport (ESCRTs) que transportan los GPCR ubiquitinados
a vesiculas intraluminales de cuerpos multivesiculares (MVB).

Los complejos ESCRT-0, - y -Il contienen proteinas de unidn que interactian
secuencialmente directamente con la carga ubiquitinada. Por lo tanto, el
estado de ubiquitinacion del GPCR generalmente determina si estd compro-
metido o no con una via de degradacién.

El tiempo vy la dindmica de la ubiguitinaciéon de GPCR estdn controlados
por las ligasas de ubiquitina E3, asi como por las enzimas desubiquitinantes o
DUB. La asociacién de GPCR con DUB tiene multiples funciones, incluido el
rescate de GPCR ubiquitinados de la degradacién lisosomal. Este mecanismo
permite que las células bajo estimulacién prolongada con ligandos restablez-
can la expresién de superficie de GPCR o mantengan poblaciones de GPCR
en compartimentos endosdémicos para una senalizacién continua.

Preguntas de integracion
1. Menciona a qué familias de GPCRs pertenecen los receptores de la
hormona luteinizante y de la hormona paratiroidea.

2. 3Qué moléculas aceleran la hidrolisis de GTP para la desactivacién de
GPCR?

3. 3Cudl es la funcién de ubiquitinizar proteinas?

4. 3Qué efecto tiene la activacién del receptor de Glucagdn mediante
la subunidad Gas en el AMPc?
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Receptores para factores
de crecimiento
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Contenido temdatico
e Objetivos
¢ Introduccién
e Receptores tirosina cinasa
e Receptores de citocinas
> Receptores de citocina clase |
> Receptores de citocina clase |I
e Receptores serina/treonina cinasa
¢ Receptores de la familia de factor de necrosis fumoral
¢ Preguntas de integracion
¢ Referencias

Objetivos
Describir la estructura, senalizacién y mecanismos de los receptores para fac-
tores de crecimiento y comprender su importancia en los diversos procesos
fisioldgicos.

Infroduccién

Los factores de crecimiento (proteinas o esteroides) son moléculas producidas
porlascélulasconelfinde modularsu crecimiento, proliferacién, supervivencia,
migracion y diferenciacién en células vecinas (senalizacion pardcrina) o ala
misma célula (senalizacion autdcrina); esta modulacién puede ser tanto posi-
tiva como negativa y desempena un papel esencial en el crecimiento del
organismo. De forma general, los factores de crecimiento pueden actuar
sobre receptores especificos de la superficie de la membrana celular que
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posteriormente fransmiten sus senales a ofros componentes infracelulares y
eventualmente da comoresultado una modificacién enla expresidon genética
(Stone et al., 2021).

Los receptores de los factores de crecimiento son proteinas en la superficie
de la membrana celular que pueden ser activados por sus respectivos ligan-
dos (los factores de crecimiento); en ellos, las cascadas de fosforilacién de
proteinas juegan un papel esencial en la transmision de las senales de crec-
imiento; en este sentido, las enzimas con actividad cinasa o fosfatasa son im-
portantes en este proceso de senalizacion. Porunlado, las cinasas agregan un
grupo fosfato aresiduos especificos en una proteina, mientras que las fosfata-
sas eliminan el grupo fosfato enresiduos especificos de una proteina (Figura 4.1)
(Stone et al., 2021); de hecho, se ha descrito que el genoma humano codifica
cerca de 600 proteinas cinasas y 100 diferentes fosfatasas (Alberts, 2015).

En general, las células animales contienen dos tipos de proteinas cinasas:

* Las que agregan un fosfato al grupo hidroxilo ferminal de los residuos
de tirosina (proteinas tirosina cinasas); de hecho, es la que presentan la
mayoria de los receptores de superficie para factores de crecimiento.

* Lasque agregan un fosfato al grupo hidroxilo de los residuos de serina o
treonina (o0 ambos) (proteinas serina/treonina cinasas), como el recep-
tor de superficie para la familia de citocinas del factor de crecimiento
fransformante beta (TGF-B).

Figura 4.1. Regulacién de la actividad de las proteinas

mediante un interruptor cinasa/fosfatasa.
La fosforilacion y desfosforilacion ciclica de una proteina es un mecanismo celular
comun para regular la actividad de las proteinas. En este ejemplo, la proteina objeti-
vo, o sustrato, estd inactiva (verde claro) cuando no estd fosforilada y activa (verde
oscuro) cuando estd fosforilada; algunas proteinas tienen el patrén opuesto. Tanto
la proteina cinasa como la fosfatasa actuan solo sobre aminodcidos especificos en
proteinas objetivo-concretas, y sus actividades suelen estar muy reguladas. (Tomado, mo-

dificado y tfraducido de Lodish et al., 2016)
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Hasta la fecha se han descrito multiples ligados de los receptores de
factores de crecimiento. Por ejemplo, algunos factores de crecimiento son
pequenos péptidos llamados citocinas, si bien todas ellas intervienen en las
vias de transducciéon de senales, solo aquellas que participan en las vias de
senalizacion de diferenciacion y/o crecimiento celular son consideradas fac-
tores de crecimiento (Anaya, 2013). Un buen ejemplo de una citocina como
factor de crecimiento es el factor estimulante de colonias de granulocitos y
macréfagos (GM-CSF) debido a que promueve la produccién de glébulos
blancos por parte de las células madre (Becher et al., 2016). Por ofro lado, el
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF)
son ejemplos de factores de crecimiento de tipo proteina (Stone et al., 2021).

Por ofra parte, algunos factores de crecimiento, como las hormonas
esteroideas, no fienen un receptor de superficie debido a que por su alta
solubilidad pueden atravesar directamente la membrana de las células y
unirse a un receptor infracelular o receptores nucleares y luego fransmitir una
senal de crecimiento; de la misma forma, no todas las hormonas son clasifi-
cadas como factores de crecimiento, solo las que lo afectan el crecimiento
celulary la diferenciacion celular como los estrégenos, andrégenos y proges-
tadgenos (Migliaccio et al., 2002).

Finalmente, entender las principales vias de sefalizacién de los factores de
crecimiento ayuda a comprender su importancia en una gran variedad
de procesos fisioldgicos, como la cicatrizaciéon de heridas, en donde juegan
un papel esencial después de un traumatismo en piel o inclusive después
de una cirugia; por el contrario, también ayuda a entender su relevancia en
una gran cantidad de enfermedades como la diabetes e inclusive el cdncer,
para el cual en la actualidad existe una diversa variedad de tratamientos
que se enfocan en antagonizar los efectos de los factores de crecimiento en
las células malignizadas (Stone et al., 2021). En este capitulo nos centraremos
a describir cuatfro de los principales receptores de factores de crecimiento:
1) los receptores de tirosina cinasa; 2) receptores de citocinas; 3) receptores
de serina /treonina cinasas; y 4) receptores de la familia TNF.

Receptores de tirosina cinasa

Los organismos multicelulares han desarrollado vias complejas de comuni-
cacion celular, muchas de las cuales estdn controladas por proteinas cinasas
para permitir que las células individuales se comuniquen de maneras muy
especificas. Un ejemplo lo proporciona el grupo diverso de receptores de su-
perficie celular denominado receptor de tirosina cinasas (RTK). Los RTK estdn
dotados de una capacidad intrinseca para fosforilar residuos de tirosina
en las proteinas del sustrato, lo que sirve como sefales importantes para el
mantenimiento de la homeostasis o cambios en la funcidn celular (Wheeler
y Yarden, 2015q).

Los RTK son receptores de una sola cadena polipeptidica acoplados a
enzimas que presentan un dominio extracelular con monémeros RTK de varios
cientos de aminodcidos que contienen los sitios de unién al ligando (estd
formado por una disposicidn de varios motivos estructurales y presenta un
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patrén distintivo de residuos de Cys, asi como enlaces N y O azicares);
un solo dominio fransmemlbrana que consiste en un tramo de residuos hidré-
fobos seguido de varios residuos bdsicos; y finalmente, la parte intracelular
contiene un dominio yuxtamembrana, el dominio catalitico que presenta
aproximadamente 250 residuos de longitud excluyendo los insertos presentes
en algunos RTK y una cola C-terminal que varia desde unos pocos residuos
hasta 200 residuos (Wheeler y Yarden, 2015b). Sin embargo, a diferencia de
losreceptores que estdn acoplados a proteinas G heterotriméricas, su dominio
citosdlico tiene una actividad enzimdtica intrinseca, en ofras palabras, su
actividad se asocia directamente con una enzima (Alberts, 2015).

Estos receptores estéin conservados en especies inferiores y mucho del
conocimiento acerca de sus propiedades funcionales proviene de estudios
de la Drosophila y del Caenorhabditis elegans; en el humano se han descrito
aproximadamente 58 RTK que han sido clasificados en 20 subfamilias relacio-
nadas estructuralmente (Figura 4.2).

Figura 4.2. Arquitectura de los dominios de las 20 familias de RTK humanas.
Cada RTK contiene cinco estructuras fundamentales: un dominio extracelular de unién al
ligando, una regién transmembrana helicoidal corta, una regién yuxtamembrana, un do-
minio citoplasmdatico con actividad tirosina cinasa y una regiéon de cola C-terminal flexible.
El dominio extracelular de unidn al ligando presenta una importante variabilidad entre las
familias, con notables adiciones de motivos ricos en glicina, cisteina o leucina y dominios
similares a las inmunoglobulinas, entre otfros. La familia de receptores de insulina se diferen-
cia del resto por su complejo multimérico, precomplejo multimérico preensamblado (Toma-
do de Critchley et al., 2018).
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Como se menciond previamente, todos lo RTK presentan tres componentes
esenciales: un dominio extracelular como un sitio de unién al ligando, una
Unica hélice alfa transmembrana hidrofébica y un segmento citosdlico que
incluye un dominio con actividad de proteina tirosina cinasa (Figura 4.3).
La mayoria de los RTK son monomeéricos, y la unidn del ligando al dominio
extracelular induce la formacién de dimeros del receptor y, al igual que con
los receptores de citocinas, la formacién de dimeros funcionales es un paso
necesario en la activacién de todos los RTK (Lodish et al., 2016).

Figura 4.3. Representaciéon esquemadtica de un modelo genérico de RTK.
Con un ectodominio de unién al ligando extracelular, una Unica hélice tfransmembrana,
una region JM bdsica y un dominio cinasa. Las regiones TM y JM se han resaltado en rojo.
(Tomado y modificado de Hedger et al., 2015)

De forma muy general, la activacion de los RTK puede resumirse en los
siguientes pasos (ver Figura 4.4):
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1)

2)

3)

En un estado no estimulado (sin la unién de su ligando), la actividad
cinasa intrinseca de un RTK es muy baja; sin embargo, estos recep-
tores confienen un dominio muy flexible denominado bucle de acti-
vacion, el cual en el estado de reposo no se encuentra fosforilado y
adquiere una conformacién que bloquea la actividad de la cinasa,
por ejemplo, en el receptor de insulina previene la unidon de ATP o en
el FGF previene la unién del sustrato.

La unidén de su respectivo ligando provoca un cambio conformacio-
nal que promueve la dimerizacién de los dominios extracelulares de
los RTK, lo que acerca sus segmentos fransmembrana vy, por lo tanto,
sus dominios citosdlicos; posteriormente, la cinasa de cada subunidad
fosforila un residuo de tirosina particular en el bucle de activacién de
la ofra subunidad (transautofosforilacion).

Esta fosforilacién conduce a un cambio conformacional en el bu-
cle de activacién que desbloquea la actividad cinasa al reducir la
constante de disociacion (K ) para el ATP o el sustrato a fosforilar,
Finalmente, la actividad de cinasa mejorada resultante puede fosfo-
rilar residuos de tirosina adicionales en el dominio citosdlico delrecep-
tor, que se unen a SH2 u otros dominios de proteinas de senalizacién,
asi como fosforilar otras proteinas diana, lo que lleva a la sefializaciéon
infracelular.
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Figura 4.4. (a) Mecanismo general de la activacién de los RTK. (b) Tras la unién del ligando,
los receptores de tirosina cinasa (RTK) se dimerizan y se activan.
De izquierda a derecha: la unién del ligando induce la dimerizacién de RTK, yuxtaponien-
do asi los dominios de cinasa intracelular en una orientacion/proximidad adecuada, de
modo que la transfosforilacion de tirosinas (que se muestran como simbolos Y) en el bucle
de activacién (bucle A) vy, por lo tanto, la activacién de la cinasa puede ocurrir. Esto, a su
vez, desencadena fransfosforilaciones secundarias (que se muestran en furquesa) en las re-
giones de insercion de cinasa, en la yuxtamembrana y en la cola C-terminal, creando sitios
de acoplamiento para el reclutamiento de distintos sustratos infracelulares (que se muestran
en una variedad de formas/colores en la parte inferior derechal). Los tonos mds oscuros se
utilizan para indicar sustratos unidos y activados en la ilustracién de la derecha.

Por otfro lado, también se sabe que la formacién de dimeros funcionales se
puede realizar de multiples formas; por ejemplo, muchos receptores se dimeri-
zan de manera similar al receptor del factor de crecimiento de fibroblastos
(FGF), en el gque cada una de las dos moléculas de FGF se une simultdnea-
mente a los dominios exfracelulares de dos subunidades del receptor, esta-
bilizando el dimero. También, el FGF se une fuertemente al hepardn sulfato,
un componente polisacdrido cargado negativamente de algunas proteinas
de la superficie celular y de la matriz extracelular; esta asociacién mejora la
unién del ligando vy la formacién de un complejo dimérico receptor-ligando
(Lodish et al., 2016).
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Las moléculas de senalizaciéon que pueden activar a los RTK pueden ser
hormonas proteicas o peptidicas solubles o unidas ala membrana, incluyendo
muchas que inicialmente se habian identificado como factores de crecimien-
to para tipos especificos de células. Algunos de estos ligandos son el factor de
crecimiento nervioso (NGF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y el factor de crecimien-
to epidérmico (EGF), que estimulan la proliferacion y diferenciacién de ciertos
tipos celulares especificos. Otros, como la insulina, regulan la expresién de mul-
tiples genes que controlan el metabolismo del azicary los lipidos en el higado,
los mUsculos y las células adiposas (grasas); algunos de estos se encuentran
enlistados en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1 Algunas proteinas de sefial que actian a través de RTK

Familia de proteinas Familia de receptor Algunas respuestas representativas
senal

Factor de crecimiento Receptores de insulina  Estimula la utilizacion de carbohidratos

similar a la insulina (IGF1) y la sintesis de proteinas

Factor de crecimiento Receptores EGF Estimula la supervivencia, el crecimiento,

epidérmico la proliferacién o la diferenciacion de

(EGF) varios tipos de células; actia como
senal inductiva en desarrollo

Factor de crecimiento  IGF receptor-1 Estimula el crecimiento y la superviven-

nervioso (NGF) cia celular en muchos tipos de células

Factor de crecimiento Receptores RTK Estimula la supervivencia y el crecimien-

derivado de plaquetas fo de algunas neuronas

(PDGF)

Factor estimulante de Receptores PDGF Estimula la supervivencia, el crecimien-

colonias de macréfagos to, la proliferacién y la migracién de

(MCSF) varios tipos de células

Factor de crecimiento Receptores MCSF Estimula la proliferacion y diferenciacion

de fibroblastos (FGF) de monocitos/macréfagos

Factor de crecimiento Receptores (VEGF) Estimula la proliferacién de varios tipos
de células; inhibe la diferenciacion de

endotelial vascular . C
(VEGF) algunas células precursoras; actua

como senal inductiva en desarrollo

Efrina Receptores FGF Estimula la angiogénesis

Tomado, modificado y fraducido de Alberts, 2015.
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Finalmente, otras RTK, como el receptor de insulina, forman dimeros unidos
por enlaces disulfuro incluso en ausencia de hormona; la unién del ligando
a este tipo de RTK altera su conformacién de tal manera que se activa el
receptor cinasa. Este Ultimo ejemplo destaca el caso de que el simple hecho
de tener dos mondmeros receptores en estrecho contacto no es suficiente
para la activacién del receptor; los cambios conformacionales adecuados
deben acompanar a la dimerizacion del receptor para conducir a la acti-
vacion de la tirosina cinasa. Una vez que un RTK se bloquea en un estado
dimérico funcional, se activa su tirosina cinasa asociada.

Varios de los receptores enlistados en la Tabla 1 comparten mecanismos
de regulacion a la baja, por ejemplo, los receptores de citocinas y los RTK.
A continuacién, se mencionan algunos de los mecanismos que comparten
ambos receptores.

Endocitosis mediada por receptores. La endocitosis es el principal regulador
de la senalizacién de los RTK, y el modelo candnico implica la internalizacion
rédpida de un RTK activado por la unidn del ligando en la superficie celu-
lar y la posterior clasificacién de los complejos ligando — RTK internalizados
hacialos lisosomas para su degradacién. La activacion de la actividad tirosina
cinasa intrinseca de los RTK da lugar a la autofosforilacién, que se acopla
mecdnicamente al reclutamiento de proteinas adaptadoras y a la conju-
gaciéon de ubiquitina a los RTK. La ubiquitinacién sirve para mediar las inte-
racciones de los RTK con las maquinarias de clasificacion tanto en la superfi-
cie celular como en los endosomas (Goh y Sorkin, 2013).

Degradacion lisosomal. La degradacion del receptor por hidrolasas liso-
somales y proteasas del proteosoma 26S estd precedida por un proceso en-
zimdtico de tres pasos que conjuga covalentemente moléculas de ubiquitina
para atacar los RTK destinados a la destruccion completa. La clasificaciéon
posterior de RTK marcados con ubiquitina implica rutas de trafico intracelular
vesicular u ofras vias menos caracterizadas. Por ejemplo, los receptores
ubiquitinados se clasifican para su internalizacién mediante la insercién en
endosomas y luego en los prelisosomas, pero la desubiquitinacién mediada
por enzimas especificas permite el reciclaje de los RTK internalizados de
regreso a la membrana plasmdtica, donde participan en ciclos renovados
de senalizacion (Kreitman et al., 2018).

Fosfatasas de fosfotirosina. Las fosfatasas de fosfotirosina son enzimas
desfosforilantes que hidrolizan especificamente los enlaces de fosfotirosina
en proteinas objetivo-especificas. Un ejemplo de cdémo las enzimas fosfotiro-
sina fosfatasas funcionan para suprimir la actividad de las proteinas tirosina
cinasas lo proporciona SHP1, una fosfatasa que regula negativamente la se-
nalizacién de varios tipos de receptores de citocinas. SHP1 amortigua la
senalizacién de citocinas al unirse a un receptor de citocinas e inactivar
la proteina JAK asociada, ademds, SHP1 tiene dos dominios SH2. Cuando las
células estdn sin ser estimuladas por una citocina, uno de los dominios SH2 de
SHP1 se une fisicamente al sitio catalitico del dominio fosfatasa de la enzimay
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lo enmascara. Sinembargo, en el estado estimulado, este dominio SH2 de blo-
queo se une a un residuo especifico de fosfotirosina en el receptor activado.
El cambio conformacional que acompana a esta unidn desenmascara el
sitio catalitico de SHP1 y también lo hace adyacente al residuo de fosfotirosina
en el bucle de activacién de la JAK asociado al receptor. Al eliminar este
fosfato, SHP1 inactiva la JAK, de modo que ya no puede fosforilar el receptor
ni otros sustratos (como las STAT), a menos que otras moléculas de citocinas se
unan a los receptores de la superficie celular, iniciondo una nueva ronda de
senalizacion (Lodish et al., 2016).

Proteinas supresoras de senalizacion de citocinas. Estas proteinas también
llamadas SOCS, por sus siglas eninglés, han sido ampliamente estudiadas enla
regulaciéon de la seializacién de los receptores de citocinas y de la hormona
del crecimiento. Estudios han revelado un papel potencial en la regulacion
de la senalizacion de los RTK. Al igual que los receptores de citocinas, la acti-
vacién de una serie de RTK induce la expresion de ARNm de SOCS. Ademds,
la expresion de las proteinas SOCS puede contrarrestar la sefalizacion de los
RTK, sin embargo, los mecanismos por los que la activacion de RTK induce la
expresidén de SOCS se solapan en su mayoria con la via de induccidn de cito-
cinas. Muchos RTK son capaces de promover la fosforilacidon de tirosina de las
proteinas STAT. La fosforilacion de tirosina de las proteinas STAT conduce a la
dimerizacién y translocacién nuclear de estas proteinas que, a su vez, activan
la transcripcion de varios genes, incluido el SOCS. Cada vez estd mds claro
que hay otros mecanismos que contribuyen a la regulacién de la expresion
de los genes SOCS, algunos de los cuales se sabe que estdn directa o indi-
rectamente influidos por la activacion de los RTK (Kazi et al., 2014).

Receptores de citocinas

Los receptores de citocinas tienen un papel esencial en diversos procesos
celulares; por ejemplo, inician cascadas de senalizacion que regulan una
gran cantidad de funciones fisioldgicas, como el control de la activacion
de células madre neurales, metabolismo, respuestas inflamatorias, desarrollo
6seo o el desarrollo y crecimiento de células de la sangre e inmunes (hema-
topoyesis); también, participan en la reproduccién, la lactancia y el creci-
miento posnatal (Brooks et al., 2018).

A diferencia de los RTK en los que la enzima tirosina cinasa es una parte
infrinseca de la cadena polipeptidica del receptor, en los receptores de
citocinas el receptor y la cinasa son polipéptidos separados, codificados por
genes diferentes, pero que se encuentran unidos estrechamente entre si, y
en estos la cinasa citopldsmica fuertemente unida se conoce como cinasa
Janus (JAK, en referencia al dios romano de dos caras), la cual fosforila y
activa los reguladores transcripcionales llamados STAT (transductores de
senal y activadores de transcripcion), los cuales se encuentran en el citosol y
se denominan reguladores de la transcripcion, latente porque migran al nu-
cleo y regulan la transcripcién génica solo después de que se activan (Lodish
et al., 2016).
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Figura 4.5. La via de sefalizacion JAK/STAT activada por citocinas.
La uniédn de la citocina provoca la dimerizacion de dos cadenas polipeptidicas receptoras
separadas o reorienta las cadenas receptoras en un dimero preformado (1). En cualquiera
de ambos casos, las JAK asociadas se juntan para poder fosforilarse mutuamente en las
tirosinas y activarse por completo (2), tras lo cual fosforilan los receptores para generar sitios
de unidn para los dominios SH2 de las proteinas STAT. Las JAK también fosforilan las proteinas
STAT (3), que se disocian del receptor para formar dimeros (4) y entrar en el nicleo para
controlar la expresidon génica (5).

Aungue diversas vias de senalizacién intracelulares se enlazan desde su
receptor de superficie celular hasta el ndcleo, en donde alteran la transcrip-
cion de genes, la via de senalizacién JAK/STAT es una de las mds directas
(Figura 4.5). En general, los receptores de citocinas son dimeros o trimeros que
estdn asociados de manera estable con uno o dos de los cuatro JAK cono-
cidos (JAKT, JAK2, JAK3 y Tyk2). La unidn de las citocinas altera la disposicion
para acercar dos JAK de manera que se fosforilan entre si, aumentando asila
actividad de sus dominios de tirosina cinasa. Las JAK luego fosforilan tirosinas
en las colas citoplasmdaticas de los receptores de citocinas, creando sitios de
acoplamiento de fosfotirosina para STAT.

De manera sencilla, los receptores de citocinas se agrupan en dos clases
segun la homologia de secuencia y sus caracteristicas estructurales. Por un
lado, la familia de receptores de citocinas de clase |, que comprende mds de
30 miembros, incluidos los receptores para eritropoyetina (EPO), prolactina
(PRL), hormona del crecimiento (GH), trombopoyetina (TPO), leptina (LEP),
factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), fac-
tor inhibidor de la leucemia (LIF), interleucina-3 (IL-3), IL-5, IL-7 e IL-6 (Waters
y Brooks, 2015). Cabe resaltar que solo algunos receptores de citocinas de
esta clase tienen ligandos que se consideran hormonas y estdn directamente
involucrados con el sistema endocrino como la GH, PRL y la LEP. El ofro grupo
son denominados receptores de clase Il que inicialmente incluian a los re-
ceptores de interferén vy el receptor de IL-10; sin embargo, debido al descu-
brimiento de mds citocinas y sus receptores, esta clase se ha expandido para
incluir otras como IL-19, IL-20, IL-22, IL-24, IL-26 e IL-29 (Renauld, 2003).
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Receptores de Citocinas Clase |

También conocidos como receptores de hematopoyetina, constituye una de
las familias mds grandes de receptores de citocinas, estdn involucrados en
diversos procesos bioldgicos y su desregulacién se ha asociado a esclerosis
multiple, osteoporosis, céncer, obesidad, etc. Todos los receptores de la clase |
emplean proteinas JAK (JAK 1-3 y Tyk2) unidas a una regién conservada Box1
del dominio intracelular con el cual inician la senalizacion intracelular que
se transmite a los reguladores STAT (STATT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5q, STATSb y
STAT6) y eventualmente al ndcleo.

Aunqgue las JAK son las principales proteinas asociadas a esta familia de
receptores, ademds de las JAK, varios miembros de la familia se asocian
con las cinasas de la familia Src (SFK) y las activan, y, en el caso de algunos
receptores, se ha definido que esto esindependiente de la interacciéon del re-
ceptor con las JAK y de su activaciéon (Waters y Brooks, 2015). Ademds de la
via de senalizacién JAK-STAT, los receptores de citocinas de clase | también
utilizan otros mecanismos de sefalizacién como la via de la cinasa RAS-RAF-
MAP, la cinasa PI3K y el sustrato del receptor de insulina (Figura 4.6) (Wang et
al., 2009).

Figura 4.4. Vision general de las vias de transduccion de sefales
desencadenadas por los receptores que activan las proteinas tirosina cinasas.
Tanto los RTK como los receptores de citocinas activan multiples vias de transduccién de
sefales que, en Ultima instancia, regulan la transcripcién de genes.

Aunque el paradigma original para los complejos de receptores de ci-
tocinas se derivd del sistema hGH homodimérico como el receptor de GH
(GHR), receptor de PRL (PRLR) o el receptor de EPO (EPOR), la mayoria de
los receptores de Clase | no se homodimerizan. De hecho, la mayoria forma
heterodimeros como receptores a IL-4 o de IL-7, ofros forman heterotrimeros,
como los receptores de IL-2 e IL-15, tetrdmeros, como IL-6 virales/gp130,
G-CSF/G-CSFR, hexdmeros como la IL-6 humana/IL-6R a /gp130 e inclusive
dodecdmeros, como el GM-CSF/GM-CSRFa/B. (Wang et al., 2009). Una carac-
teristica importante de estos complejos de receptores heterooligoméricos es
el uso de una subunidad de receptor comUn y compartida como cadena
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transductora de senales junto con una cadena especifica de citocina. En este
sentfido, cuando se clasifican en subgrupos por receptores compartidos, hay
fres clases principales de complejos de hetero-receptores en la familia de
Clase I: los que utilizan gp 130, los que emplean B y los que usan g (Figura 4.7).

Figura 4.7. Receptores de Citocinas de Clase |
y sus tres principales complejos de hetero-receptores.
(Imagen creada con BioRender.com).

Glucoproteina 130: gp130

La gp130 es el miembro fundador de los receptores de citocinas altas y es
el componente comun del receptor que transduce senales para la familia
IL-6 (IL-6, IL-11, IL-27, IL-30, IL-31, oncostatina-M (OSM), factor neurotréfico ciliar
(CNTF), factor inhibitorio de leucemia (LIF), cardiotrofina-1 (CT-1), citocina similar
a cardiotfrofina (CLC) (Cron et al., 2016). Las funciones que desempena la
familia de citocinas gp130 son diversas e incluyen la respuesta inmunitaria,
el crecimiento neuronal, el mantenimiento de la pluripotencia de las células
madre y las funciones cardiovasculares. De forma general, las citocinas
gp130 forman un complejo de dimerizacion a través de tres combinaciones
diferentes de subunidades receptoras y participan en complejos de senali-
zacion oligomérica (Brooks et al., 2018):

e Homodimero gp130 +IL-6/IL-11  IL-6Ray IL-T1IR @

e Heterodimero gpl130 + LIF LIFR. Es inducido por multiples
citocinas como OSM, CLC, LIF, CNTF o CT-1.

e Gpl30 + OSM induce combinaciones LIFR/gp130 y OSMR/
gp130
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De cadena beta comin: B

De entre la diversa cantidad de células que secretan citocinas B, hay una
distincién entre GM-CSF, que es producida por multiples tipos de células
como los macréfagos, fibroblastos y/o células epiteliales y las IL-3 e IL-5 que
son producidas especificamente por células T activadas. Esta familia de
receptores (fambién conocidos como de hematopoyetina) se caracteriza
por un mddulo de homologia extracelular de 200 aminodcidos que contiene
dos dominios de fibronectina tipo Il con caracteristicas de secuencia conser-
vadas. Estas caracteristicas conservadas incluyen un motivo WSXWS proximal
a la membrana y residuos de cisteina emparejados distales de la membrana.
IL-3R @, IL-5R a y GM-CSFR a exhiben cada uno estas caracteristicas. El dominio
externo Bc se distingue de cada uno de estos dominios externos R a por ser
mds largo debido a dos pares de dominios de fibronectina. IL-3R a, IL-5R a
y GM-CSFR a, existen cada uno como una molécula transmembrana, cuyo
dominio citoplasmdtico contiene motivos conservados necesarios para el
inicio de la senalizacién vy, finalmente, el dominio citopldsmico Bc mds largo
contiene la secuencia necesaria para completar la fransduccién de sefales
(Shearer, 2003).

¢ GM-CSF: El espectro de células que producen GM-CSF sugiere un papel
en varias respuestas inmunes innatas, adaptativas y en enfermedades
inflamatorias como la artritis reumatoide, esclerosis multiple, asma o en-
fermedad pulmonar obstructiva créonica. Y mientras que se sabe que el
GM-CSF producido durante la inflamacion promueve la produccién de
células hematopoyéticas y la inmunidad, su papel en la hematopoyesis
fisioldgica no parece ser critico, con la excepcion del macrdfago alveolar
(Zhan et al., 2019).

e |L-3: El papel de la IL-3 como factor de crecimiento y supervivencia
para multiples linajes de células hematopoyéticas normales y malignas
es bien reconocido y, a diferencia de GM-CSF y de IL-5, la IL-3 tam-
bién regula las células madre hematopoyéticas y los megacariocitos,
propiedades para la reconstitucion de la médula dsea (Dougan et al.,
2019).

¢ IL-5: Es la citocina con actividad mds especifica, ya que solo estimula
la produccion y la activacidon de los eosindfilos y basdfilos. Curiosa-
mente, aunqgue la IL-5 es especifica de estas células, las tres citocinas
B estimulan la produccion y funcion de eosindfilos tanto en un estado
fisioldgico como en condiciones inflamatorias, como el asma (Hercus
et al., 2018).

De cadena gamma comun: Ye

El receptor y. es una subunidad de receptor compartida para un subcon-
junto de citocinas que incluye a IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21 (Figura 4.8).
Este conjunto de citocinas exhibe una amplia actividad pleiotrépica en el
sistema inmunolégico, incluidos el sistema innato y adaptativo, y contribuyen
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al desarrollo de células T, B, natural killer (NK) y células linfoides innatas (ILC),
promoviendo la supervivencia o muerte celular de poblaciones inmunes
dependiendo del contexto, y modulando criticamente la diferenciacion de
poblaciones celulares.

Figura 4.8. La senalizacion de citocinas de la cadena y comin
afecta el destino funcional de las células T.
Aqui se aprecian los seis miembros de la familia de citocinas y, IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-
21 y la composicion de sus receptores de citocinas Unicos. La cascada de sefializacién de
estos receptores conduce a distintos resultados bioldgicos que afectan la diferenciacién, la
funcion efectora y el desarrollo de la memoria de las células T. (Imagen tomada y fraducida
de Dwyer et al., 2019).

La union de las citocinas alos complejos del receptor y_trae como resulta-
do la activacion del JAK3 asociado a g,y un miembro diferente de la familia
JAK unido a la subunidad del receptor opuesto. El y_ posee un dominio cito-
pldsmico relativamente corto (86 residuos de aminodcidos) en comparaciéon
con ofras subunidades de senalizacién de receptores de citocinas de clase |,
ademds carece del motivo cldsico Box1 o Box2; sin embargo, conserva la
capacidad de unirse a JAK3 a través de su regién proximal a la membrana.
Se sabe que es el Unico receptor que media la senalizacion dependiente de
JAK3 (Leonard et al., 2019).

Receptores de citocinas clase li

Los receptores de clase Il se distinguen de la clase | por diversas caracteristicas
gue incluye una disposicién diferente de sus cuatro residuos de cisteina con-
servados y la falta de motivos WSxWS en su dominio extracelular. Inicialmente
fueron seis receptores los que se describieron como receptores de citocinas
clase II; sin embargo, los descubrimientos de nuevas citocinas llevaron a la
adicién de otros seis nuevos receptores que dan un total de 12 receptores de
citocinas de clase Il descritos hasta la fecha (Brooks et al., 2018).

85



TRANSDUCCION DE SENALES: DE LO MOLECULAR A LO FUNCIONAL

Figura 4.9. Transduccién de sefales por los receptores de IFN tipo I, Il y IlI.
La participacion de los IFN tipo |y Il por sus respectivos receptores, IFNART/IFNAR2 e
IFNLR1/IL1OR2 desencadena la fosforilacidn de las cinasas JAK1/TYK2 que activan STATI y
STAT2. Los heterodimeros STAT1/STAT2 fosforilados se unen a IRF? formando el complejo ISGF3,
que se fransloca al nicleo donde induce la expresidon de genes con promotores dependi-
entes de ISRE. La participacion del IFN de tipo Il por el receptor IFNyR1/IFNYR2 induce la fos-
forilacién de las cinasas JAK1/JAK2 que activan STAT1. Los homodimeros de STAT1 fosforila-
dos se franslocan al nicleo e inducen la expresion de genes con promotores dependientes
de GAS (Dussurget et al., 2014). (Imagen creada con BioRender.com).

Los interferones se desculbrieron inicialmente como agentes antivirales du-
rante la interferencia de un virus. En la actualidad, los interferones se dividen
en tres grupos: tipo |, Il y Il (Figura 4.19) (Secombes y Zou, 2017).

e [FN tipo I: incluye a los IFN-a e IFN-B que son las citocinas mejor carac-
terizadas y expresadas con mayor amplitud. Sin embargo, otros miem-
bros como el IFN -3 (interferon-delta), IFN-e (interferén-epsilon), IFN-k
(interferon-kappa), IFN-v (interferén-nu), IFN-1 (interferén-tau) e IFN-w
(interferébn-omega) no se expresan de forma ubicua, sino que son
especificos de tejidos. Los IFN de tipo | sefializan a través de complejos
de receptores heterodiméricos compuestos por IFNART e IFNAR2.
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¢ |FN de tipo II: solo poseen el Unico miembro IFN-g que envia sefales a
través del complejo receptor IFNGRI / IFNGR2.

e [FNde tipolll:incluyen alaIL-28A o IL-28 a (IFN-y2), IL-28B o IL-28 (IFN-A3)
e IL-29 (IFN-A1) y también estdn relacionados con la familia de citocinas
similares a IL-10. Estas citocinas revelan una actividad antiviral similar a
los IFN de tipo | con células epiteliales como objetivos principales. Esta
familia de citocinas ensambla complejos de senalizacion mediante la
unién a IFN-AR1 (IL-28R) e IL-10R2.

Por otro lado, la IL-10 es un miembro destacado de la familia de citocinas
de clase Il y exhibe un modo de accién diferente en comparacién con los
otros miembros, ya que la IL-10 es una citocina antiinflamatoria que protege a
las células de los efectos de una respuesta inflamatoria excesiva. Otros miem-
bros de esta familia son la IL-19, IL-20, IL-22, IL-24 e IL-26, que tienen funciones
protectoras en las células epiteliales confra patdégenos como bacterias u
hongos, como las levaduras (Ouyang y O'Garra, 2019).

Los complejos de receptores competentes en senalizacién de esta familia
incluyen una citocina, R1 o una cadena a del receptor, y R2 o una cade-
na B del receptor. Las cadenas R1T normalmente poseen dominios infracelu-
lares mds cortos, mientras que las cadenas R2 tienen cadenas citoplasmdti-
cas mds largas y pueden unirse a otras proteinas de transduccién de senales
como las STAT. IL-10 se une exclusivamente alL-10R1 y emite sefiales a fravés de
un complejo IL-10R1/IL-10R2 heterodimérico; el IL-10R2 es una subunidad
de senalizacidn compartida para otras citocinas relacionadas con IL-10
como IL-22 e IL-26 donde se forman los complejos IL-22R1/IL-10R2 e IL-20R1/
IL-10R2, respectivamente. Por su parte, IL-19, IL-20 e IL-24 forman complejos
de senalizacion mediante la unidon a IL-20R1 e IL-20R2, ademds, IL-20 e IL-24
forman complejos de receptores funcionales con IL-22R1 e IL-20R2 (Brooks ef
al., 2018).

Finalmente, los reguladores de senales delreceptor de citocinas se pueden
clasificar en fres tipos: 1) proteinas que suprimen fisicamente la genero-
cion de senales, 2) proteinas fosfatasas y 3) proteinas que reclutan sistemas de
degradacién o procesos como proteosomas, autofagia y endocitosis. Todas
resultan ser proteinas multidominio que se unen alos receptores y/o moléculas
de senalizacién a través de un dominio de homologia Src 2 (SH2) u otros mo-
tivos de unidn y luego suprimen la senalizacion a través de otros dominios.
Se puede resaltar que prdcticamente los RTK y los receptores de citocinas
comparten los mismos mecanismos de regulaciéon a la baja (Yoshimura et al.,
2018).
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Receptores serina/treonina cinasa

Los receptores de serina/treonina cinasa estdn dedicados a transmitir senales
provocadas por miembros de la familia del factor de crecimiento transfor-
mante B (TGF-B). La familia TGF-B es una de las mds prominentes de primeros
mensajeros y en mamiferos se puede dividir en varias subfamilias: TGFB, BMP,
GDF, activina, inhibina, nodal, miostatina y AMH (Kramer, 2016b). EL TGF- B es
expresado por todas las células del cuerpo humano y desempeia un papel
importante en el desarrollo normal y la homeostasis. Hay tres formas de TGF-
(TGF-B1, 2y 3), que son ligandos del receptor, tienen una actividad biolégica
similar y son importantes en procesos como la regulacién de la proliferacion,
migracion, diferenciacion y apoptosis; también hay tres tipos de receptores
de TGF-B (TGFBR1, 2y 3) (Vander Ark et al., 2018).

La senalizacién candnica de TGF-B ocurre cuando uno de los tres ligandos
se une al TGFBR2, que luego fosforila y activa al TGFBR1 y este Ultimo fosforila
cascada abajo a SMAD2 y SMADS3, cada uno en un residuo de serina en su
extremo carboxilo terminal (pSmad2/3C), que luego recluta a SMAD4 vy se
transloca al nUcleo donde regula la transcripciéon de genes diana de TGF-B.
Por otfro lado, SMAD7 podria reclutarse en el complejo de TGFBR activado o
pSMmad?2/3C para iniciar su degradacion por la ligasa E3 especifica de SMAD.
Por su parte, el mds abundante, el TGFBR3, también llamado B-glicano, es un
proteoglicano (un proteoglicano consiste en una proteina unida a cadenas
de glicosaminoglicanos (GAG) como hepardn sulfato y condroitin sulfato) de
la superficie celular que es una proteina transmembrana que se une y con-
centra las moléculas de TGF-B cerca de la superficie celular, facilitando su
unién a los receptores TGFBR2 (Vander Ark et al., 2018).
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Figura 4.10. Sefalizacién de TGF-B a través de vias dependientes e independientes de Smad.
A) Via canénica. Los ligandos TGF-B activados, TGFBRI y el complejo receptor TGF-BRII, reclu-
tan y fosforilan el receptor especifico Smad2/3. El complejo heterooligomérico de Smad2/3-
Smad4 se transloca al nucleo y se une a una secuencia de ADN especifica e interactia con
factores y cofactores de transcripcion para regular la transcripcion. La via estd regulada
negativamente por Smadé/7, que se une al TGF-BRI activado, evitando asi la fosforilacion
de Smad?2/3, o recluta las ubiquitina ligasas E3 para inducir la degradacion proteosomal de
la via no candnica Smad?2/3. B) Sefalizaciéon independiente de Smad. TGF-B puede pro-
mover la actividad de varias vias de sefalizacion ademds de Smad, incluidas MAPK, PI3K
cinasas, TRAF6-TAK1-p38/JNK, Rho-Rock, enfre otras.

Dependiendo de las proteinas reclutadas por el complejo ligando-recep-
tor, el TGF-B que se une a sus receptores puede activar la senalizacién no
candnica al estimular una variedad de cinasas, como las MAPK, ERK, P38, JNK,
fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K) /PKB o ROCA. Estas cinasas son capaces de
fosforilar las regiones enlazadoras de SMAD2/3 (que es la regién entre la ho-
mologia 1 de Mad en el extremo N (MH1) y los dominios MH2 en el extremo C
de una proteina SMAD). La senalizacion basada en la fosforilacién de la
region enlazadora se ha definido como senalizacién no-SMAD (o indepen-
diente de SMAD o no candnica) (Figura 4.10) (Zhang, 2017).
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En la membrana plasmdtica, los TGFBR residen tanto en los dominios de la
membrana de la balsa lipidica como en los dominios que no son de la balsa.
Se ha demostrado que los tres TGFBR presentan un recambio rdpido en la
membrana celular; un posible mecanismo para esto podria estar relacionado
con la endocitosis, un evento regulador importante en la transduccién de
senales. Los TGFBR se internalizan en vesiculas positivas para caveolina y clatring;
la internalizacién dependiente de clatrina en un endosoma positivo para
el antigeno del endosoma temprano (EEA-1) promueve la senalizacion
candnica aumentando la traslocacién nuclear de SMAD?2 vy, por lo tanto, la
activacién de la sefalizacion descendente. Por el contrario, la via de inter-
nalizacién de la balsa lipidica-caveolar implica al receptor unido a SMAD7
-SMURF1/2 y es necesaria para la renovacién del receptor. Hasta ahora se
desconoce el mecanismo que dirige la internalizacién de los receptores
activados para seializar el recambio o seializar la activacién (Chen, 2009).

De forma interesante, mediante el uso de receptores quiméricos se ha en-
contrado que los TGFBR se reciclan constantemente en ausencia de ligandos
y que la unién del ligando dirige solo los receptores heteroméricos (TGFBR1/
TGFBR2) para la degradacién, mientras que los receptores homomeéricos
(TGFBR1/TGFR1 o TGFR2/TGFBR2) se reciclan de nuevo a la membrana
plasmdtica (Dore et al., 2001). Cabe resaltar la interaccién que presentan
con ofros receptores, por ejemplo, tanto TGFBRT como TGFBR2 pueden inmu-
noprecipitar con el receptor de interleucina. Este es el mecanismo para que
la IL-1B (a mds de 2 nM) active la sefalizacion SMAD y el TGF-B active NFkB, la
senal de IL-1B corriente abajo (Lu et al., 2007).

Finalmente, en la mayoria de las vias de senalizacion, larespuesta a un fac-
tor de crecimiento u ofra molécula de sefalizacion disminuye con el tiempo
(un fendmeno llamado desensibilizacién), una respuesta que es adaptable
porgue evita la reaccion exagerada y hace posible un control preciso de
las respuestas celulares. En este sentido, dos proteinas citosdlicas llamadas
SnoN y Ski (Sloan-Kettering Cancer Institute) son inducidas por la sefalizacion
de TGF-B en prdcticamente todas las células del cuerpo y sirven para modu-
lar a la baja la via de sefalizacion de TGF-B / Smad. Se cree que los niveles
aumentados de estas proteinas inducidos por TGF-B amortiguan los efectos
de senalizacién a largo plazo debido a la exposicidn continua a TGF-B; este
es ofro ejemplo de retroalimentacién negativa, en el que un gen inducido
por la sefalizacion de TGF, en este caso SnoN, inhibe la seializacion adicional
de TGF-B. Entre otras proteinas inducidas después de la estimulacién de TGF-B
se encuentran las I-Smad, especialmente Smad?, la cual bloquea la capaci-
dad de los receptores TGFBR1 activados para fosforilar las proteinas R-Smad,
y también puede dirigirse a los receptores TGF-B para su degradacion.
De esta manera, Smad?7, como Ski y SnoN, participan en un ciclo de retroali-
mentacién negativa (Lodish et al., 2016).
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Receptores de la familia del factor de necrosis tumoral

Desde la identificacién del factor de necrosis fumoral (TNF) en 1975 vy su
aislamiento y caracterizacién en 1984, esta molécula se ha establecido como
una potente citocina inflamatoria con una gran diversidad de funciones en
varios tipos celulares. El TNF es producido principalmente por monocitos/
macréfagos, pero también ofros tipos celulares como linfocitos T, B y NK,
mastocitos, polimorfonucleares o fibroblastos pueden secretarlo en pequenas
cantidades. EI TNF alfa (TNF- a) es el ligando prototipo y que da nombre a la
superfamilia de TNF (TNFSF), se puede expresar como una proteina fransmem-
branal (mTNF) de extensidn Unica de tipo Il, y como una variante soluble (sTNF)
que se libera de la forma transmembrana por procesamiento proteolitico a
través de la accién de la metaloproteasa de matriz conocida como enzima
convertidora del TNF- a (TACE:ADAAM17), que actla en la regién del tallo y
que separa el dominio de homologia de TNF (THD) caracteristico de la trans-
membrana y el dominio intracelular. De hecho, aungue el mTINF funciona
como un ligando que fransmite interacciones de célula a célula y cuando
se une a TNFR2 (su objetivo bioldgico principal) es capaz de inducir una
respuesta mds potente que el sTNF (Holbrook et al., 2019).

Ambas formas, tanto el mTNF como el sTNF ejercen sus funciones celulares
mediante cualquiera de sus dos receptores: TNFR1, expresado prdcticamente
en todas las células del cuerpo, y TNFR2, expresado tanto en células inmuni-
tarias como en neuronas, microglia, células endoteliales y oligodendrocitos.
Aungue ambos receptores tienen estructuras exiracelulares similares en los
sitios de unidn al MTNF y al sTNF, presentan estructuras intracelulares distintas
gue se unen a una serie de proteinas adaptadoras. En este sentido, la cola
citoplasmdtica del TNFR1 contiene un dominio de muerte (DD), lo que le
permite reclutar el DD asociado al TNFR1T (TRADD); el TNFR2, por el contrario,
no tiene un DD intracelular y recluta en su lugar las proteinas del factor aso-
ciado al TNFR (TRAF) 1y 2 (Figura 4.11), (Wajant y Siegmund, 2019).
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Figura 4.11. Descripcion general del factor de necrosis tumoral (TNF):
vias de senalizacion del receptor 1/2 de TNF (TNFR1/2).
Cuando se activa el receptor 2 del mINF/TNF (TNFR2) los dominios infracelulares reclutan
los complejos citopldsmicos existentes del factor 2 asociado al receptor del TNF (TRAF-2)-
clAP1-clAP2, lo que provoca el inicio de la activacién de las vias candnicas y no candnicas
del NF-kB/Rel y de las MAPK que activan el promotor de la IL-2 y desencadenan su
expresion, las vias NF-kB también transcriben genes asociados a la supervivencia y la pro-
liferacién celular. Cuando se activa el sTNFa/TNFR1, los dominios intracelulares interacttan
con TRADD, que se asocia con la proteina-1 del receptor (RIP-1) y TRAF-2 para formar el
complejo de sefalizacion I, mismo que desencadena las cinasas reguladas por sefiales
extracelulares (ERK), p38, y c-Jun N-terminal cinasa (JNK). (Imagen tomada, modificada y
traducida de Yang et al., 2018).

Mientras que ambas vias de senalizacién del TNFR1 y 2 pueden conducir
a la activacién del factor nuclear kappa B (NFkB) y a la induccién de una
respuesta de supervivencia celular, el TNFR1 también es capaz de inducir
una respuesta de muerte celular en funcién de las circunstancias fisioldgicas
imperantes; sin embargo, la regulacion de los dos TNFR depende del entorno
celular y ain no se conoce del todo (Holbrook et al., 2019).

La complejidad del sistema de sefalizacién del TNF-TNFR1/TFR2 se vuelve
importante de analizar para algunos tipos celulares, por ejemplo, en los ma-
crofagos no solamente se coexpresa el TNFR1 y el TNFR2, sino que también
producen grandes cantidades de TNF tras la estimulacién de una variedad de
receptores, incluyendo todos los tipos de receptores de reconocimiento
de patrén (PRR) y varios miembros del TNFRSF. La activacién de la via clésica
del NFkB es de vital importancia para la regulacién del TNF, y, de hecho, el TNF
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producido por los macréfagos no solo interviene en las actividades proin-
flamatorias y citotdxicas de este tipo de células, sino que también regula de
forma autdcrina la viabilidad y el estado de activacion de los macréfagos.
De hecho, existen diversos ejemplos de muerte celular de macréfagos induci-
da por patdgenos que implican de forma crucial al TNF (Wajant y Siegmund,
2019).

Por otro lado, la transicion epitelio — mesénquima (EMT) es una via fuerte-
mente mediada por el TNFR en las células endoteliales y epiteliales. La EMT
es un proceso esencial para la reparaciéon normal de los tejidos; las células
epiteliales adoptan un fenotipo mesenquimal migratorio mediante una com-
pleja modulacion de las proteinas de adhesion y los filamentos intracelulares.
Durante la cicatrizacion de la herida, la polarizacion de las células en el bor-
de anterior del tejido dafado activa las vias relacionadas con la EMT para
rellenar los huecos celulares mediante una combinacién de migracién y pro-
liferacién y la posterior fransicion mesénquima a epitelio (MET) repara (reepi-
teliza) la zona danada. Aunque ambos receptores participan en las respues-
tas inflamatorias y antiinfecciosas, el TNFR2 es fundamental para la EMT y la
proliferacion celular (Gough y Myles, 2020).

Finalmente, la via desencadenada por el TNF es autolimitada porque
el NFkB también potencia la expresion de NFKBIA (IkB), que inicia un bucle
de refroalimentacion negativa que atenua la seial del TNF. Entre los genes de
retroalimentacién negativa, también encontramos el TNFAIP3 (antes A20),
una enzima editora de ubiquitina particularmente productiva en la ruptura de
las cadenas de ubiquitina K63, SOCS3, TRAF1, BCL3 y CFLAR (FLIP), regulador
de la apoptosis que inhibe el ensamblaje del complejo de la caspasa-8 y la
FADD; una mayor expresidon de CFLAR evita que los complejos de senaliza-
cion formados accidentalmente entre TNFRSF1A/TRADD/RIPK1/FADD conduz-
can ala agrupaciéon y activacion de las caspasas iniciadoras y, por tanto, de
la apoptosis. Todos estos genes aseguran el retorno a la expresion basal
de las moléculas de adhesidn del lecho vascular y, por tanto, la resolucion de
la respuesta inflamatoria (Kramer, 2016a).

Preguntas de integracién

1. 3Qué se une alos residuos de tirosina fosforilados?
a) Ras
b) Proteinas G
c) Ligandos
d) Proteinas de senalizacion intracelular

2. 3Qué molécula anaden los receptores tirosina cinasas a los residuos de

firosina?

a) Fosfato
b) GITP

c) GDP

d) Ras
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sCudl de las siguientes opciones describe mejor el mecanismo por
el que los dominios citosélicos de los RTK activan las cascadas de
senalizacion posteriores?

a) La unién del ligando al dominio extracelular del RTK permite que
este interactle con otros receptores en otras células, desencade-
nando cascadas de senalizacién bidireccionales.

b) La unidn del ligando al dominio RTK extracelular facilita la fosfo-
rilacién del dominio intracelular del RTK por la proteina cinasa A,
lo que es necesario para que se activen todas las cascadas de
senalizacion posteriores.

c) Launién del ligando al dominio RTK extracelular desencadena una
afluencia de calcio a través de los canales de calcio, activando los
segundos mensajeros dentro de la célula.

d) La unidn del ligando al dominio RTK extracelular estimula la di-
merizacién de las RTK, y los dominios citosdlicos se fosforilan mutua-
mente para activar los dominios cinasa.

e) La unién del ligando al dominio RTK extracelular desencadena la
escisiéon de los dominios intracelulares, que actian entonces como
segundos mensajeros solubles para activar las proteinas cinasas.

En los receptores de citocinas, scédmo se encuentra la tirosina cinasa?

a) Esuna parte infrinseca de la cadena polipeptidica del receptor.

b) Elreceptory la cinasa JAK son polipéptidos separados.

c) Elreceptory la cinasa dependen de la unién mediante una protei-
na G.

d) Elreceptory la cinasa estdn asociados directamente a los STAT.

5. Readliza una tabla, como la que se muestra a continuacién, sobre los

principales complejos de receptores de citocinas de clase I:

Tabla comparativa de receptores de citocinas de clase |

Tipo de heterorreceptor  Via de activacién Moléculas Funciones
estimuladoras
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6. Realiza un mapa conceptual, como el que se muestra a continuacion,
sobre los principales receptores de citocinas de clase |l
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e Objetivos
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¢ Preguntas de integracion
e Referencias

Objetivos

Objetivo general

Describir de manera general las caracteristicas de los canales idnicos (estruc-
tura, tipos y localizacién) y enumerar las vias de senalizacion intracelular
implicadas en su actividad.

Objetivos particulares
¢ Definirlos canales idnicos.
e Describir las caracteristicas estructurales, su clasificacion y su distribu-
cién en las membranas celulares.
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e Precisar las vias de senalizacién relacionadas a la actividad de los
distintos tipos de canales idnicos.

Intfroduccién

Las concentraciones idnicas a ambos lados de la membrana plasmdtica son
muy diferentes en los compartimientos intra y extracelular. Esta diferencia
fundamental permite que las células mantengan un potencial de memibra-
na en reposo y, en caso de los tejidos excitables, un potencial de accién
como mecanismos de comunicaciéon y actividad intercelular. Para mantener
ambos potenciales, las membranas celulares expresan una gran cantidad
de proteinas que se activan conla finalidad de mantener (canales de fuga de
K*) o cambiar el potencial de membrana (canales de Na*, Figura 5.1), per-
mitiendo el flujo de iones especificos a través de la bicapa lipidica. Estas
proteinas son integrales de la membrana y se conocen como canales idnicos
(Sansom, 1991).

Figura 5.1 Potencial de accién y apertura de los canales de Na* voltaje-dependientes.
Estos canales son proteinas fransmembranales que permiten el paso de iones a través de la
membrana nuclear.



CANALESS IONICOS

El predmbulo del descubrimiento de los canales idnicos se remonta a
Matteucciy Du Bois-Reymond, quienes describieron la presencia de un flujo
de corriente en las membranas de tejido nervioso (Matteucci, 1840) y que
esta corriente negativa tendia a cambiar con la presencia de un estimulo
eléctrico sobre el mUsculo o nervio (Du Bois-Reymond, 1843) a una velocidad
aproximada de 30 m/s (Von Helmholiz, 1850).

Si bien se conocia la existencia de cambios en el potencial de membrana
enreposo delas células nerviosasy musculares, se desconocian las caracteristi-
cas de estos cambios de potencial. Fue hasta 1871, cuando Julius Bernstein
describe las caracteristicas del potencial de accidén como a) un transiente,
b) que ante estimulos subumbrales los cambios en el potencial de membrana
son minimos, pero ante estimulos umbrales se presenta un potencial de accién
y. finalmente, que c) la velocidad de su propagaciéon es de 28.7 m/s. Para
poder realizar esta descripcion, Bernstein disend un reotomo diferencial que
permitia mantener un estimulo eléctrico y registrar los cambios en el potencial
membranal. Gracias a estas observaciones, en 1902, Bernstein publica su
Teoria de Membrana (Bernstein, 1902), en la cual aplica las ecuaciones de
Nernst para predecir los potenciales eléctricos de la membrana en funcidén
de los gradientes de concentraciones idnicas y aplica los conceptos de
Wilhelm Ostwald sobre los cambios en la permeabilidad selectiva de la mem-
brana al flujo idnico (Seyfarth, 2006).

Estos descubrimientos sentaron las bases de la neurofisiologia y permitieron
que, en 1952, Alan Lloyd Hodgkin y Andrew Fielding Huxley describieran
durante el potencial de accién de las fibras nerviosas de los calamares, la
presencia de un cambio en las corrientes de los iones Na* (entrada) y K*
(salida) a ambos lados de la membrana celular (Hodgkin y Huxley, 1952) y
propusieran un modelo de potencial de accidén anadiendo los cambios en
las conductancias idnicas (Figura 5.2).
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GNa+

GK+

Figura 5.2 Se esquematiza el potencial de accién de una célula nerviosa de calamar (V).
Se muestran, ademas, los cambios en la conductanciaiénica para el Na* (g,,.) y K* (g,) sobre-
puestos en el registro tipico del potencial de accién. Tomado de (Hodgkin y Huxley, 1952).

Con estos hallazgos, se comenzd a hipotetizar que debian existir algunos *po-
ros” o canales en la membrana celular que permitieran el flujo idnico con alta
selectividad y cambiando la permeabilidad de la membrana en respuesta a
un estimulo eléctrico.

Mds de cinco décadas de investigacion fueron dedicadas a describir la
presencia, actividad y estructura de estos canales idénicos, cuya frascenden-
cia cientifica ha sido determinante, no solo para el conocimiento de la fi-
siologia celular y molecular, sino también como blancos terapéuticos ante
distintos tipos de enfermedades.

En 2003, Roderick Mackinnon obtiene el Premio Nobel de Quimica por sus
descubrimientos sobre la estructura y funcionamiento de los canales ibnicos
(Gouaux y MacKinnon, 2005; MacKinnon, 1991) (particularmente el canal de
K*; Figura 5.3); este premio lo comparte con Peter Agre, quien, por su parte,
hizo aportaciones en el campo de las acuaporinas, aunque todavia existen
muchas preguntas que faltan por dilucidar.
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Figura 5.3. Estructura tridimensional de un canal de K+ en modo abierto (izquierdo) y
cerrado (derecho). Modificado de MacKinnon, 2003.

La viabilidad de una célula depende del flujo idnico constante a ambos
lados de la membrana. Asi que la actividad de los canales idnicos no se limita
a generar potenciales de accidn o mantener el potencial de membrana
en reposo, sino que intervienen en una gran cantidad de funciones como
son la contraccion muscular, del musculo estriado (Jurkat-Rott et al., 2006),
liso (Kraichely y Farrugia, 2007) y cardiaco (Klabunde, 2017), la transmisién
sindptica, cambios cognitivos y conductuales, sueno y vigilia (Nemecz et al.,
2016), entre otros. Estas funciones se llevan a cabo gracias a las vias de senali-
zacion intracelular que se acoplan a la actividad de los canales idnicos.

Como se ha comentado alo largo del libro, el proceso de sefalizacién se
inicia cuando una molécula sefalizadora o cambio en el voltaje de mem-
brana permite la activaciéon de un receptor o canal idnico, estimulando la
liberaciéon de mensajeros quimicos intracelulares que inician las cascadas
de senalizacidén con efectos multiples, debido a la existencia de un entre-
cruzamiento entre las vias, como cambios en el metabolismo celular, expre-
sidbn de receptores y canales, produccion de citocinas, estrés celular, produc-
cion de especies reactivas de oxigeno, autofagia, entre ofros.

Tipos de canales idnicos

Para comenzar a adentrarnos en el mundo de los canales idnicos necesita-
mos conocer las nomenclaturas y clasificaciones que existen actualmente.
Aun cuando la nomenclatura de los canales es inespecifica, la selectividad
a un solo ion resulta primordial para designar los tipos de canales idnicos.
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Los mds conocidos son los canales selectivos al paso de Na*, K*, Ca? o Cl.
Aungue nombrar un canal en funcién de la permeabilidad parece simple,
esto se vuelve una labor compleja cuando se involucran diferentes iones o
acarrean, y responden, a ofras sustancias. Ademds, en la nomenclatura tam-
bién se ha considerado el tipo de tejido en que abundan o el orden en que
se descubrieron. La Unién Internacional de Farmacologia Bdsica y Clinica
(IUPHAR, por sus siglas en inglés) es un organismo que se ha encargado de
generar un repositorio de los datos existentes en cuanto a la categorizacion y
caracteristicas de receptores celulares (incluidos canales idnicos) y fdrmacos
(Alexander et al., 2019), la clasificacion de IUPHAR fue utilizada para la estruc-
tura de este capitulo.

Para simplificar los tipos de canales idnicos existentes, se han descrito
“familias” que comparten similitudes funcionales y estructurales, y las princi-
pales son las siguientes.

Canales regulados por ligandos
Como el resto de los canales idnicos, los canales regulados por ligandos son
proteinas integrales de membrana que contiene un poro que permite el flujo
selectivo y regulado de iones especificos a través de la membrana plasmdati-
ca. Este flujo es pasivo y depende de un gradiente idnico electroquimico.
Estos canales cambian de estado (abierto o cerrado) como respuesta a la
unién de una molécula o ligando (por ejemplo, un neurotransmisor) al sitio
alostérico (sitio de unién distante al cambio de conformacion de la proteina)
(Zhang et al., 2019), con lo que se induce un cambio conformacional y fun-
cional en el canal. La mayoria de estos canales son heterodimeros (aungque
también hay algunos homodimeros) y cuentan con proteinas accesorias aso-
ciadas a multiples respuestas intracelulares (Collingridge et al., 2009).

Se han agrupado a los canales idnicos regulados por ligandos en superfa-
milias con caracteristicas generales:

1. Receptores tipo cys-loop (5-HT,, nicotinicos, receptores de GABA,
de glicina y activados por zinc).

2. Receptores de la familia P2X.

3. Familia de los receptores ionotrépicos de glutamato (AMPA, NMDA,
Kainato y "huérfanos”).

4. Superfamilia de canales de Na+ (ASIC, ENaC, FaNaC, BASIC, entre
otros).

Sin embargo, para poder describir algunas cualidades o diferencias entre
los canales mds estudiados, abordaremos brevemente las propiedades de
las subfamilias que se enumeran a continuacion:
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Receptores 5-HT,: Son un subtipo de los receptores de serofonina y
estdn conformados por cinco subunidades dispuestas de manera
simétrica alrededor del poro que permite el flujo idnico. La porcién
fransmembranal es la responsable de la selectividad idnica, la rectifi-
cacidon del canal y la conductancia, mientras que la extramembranal
tiene el sitio de unidn de ligando (Thompson y Lummis, 2006).

ASIC (acid-sensing ion channels, canales idnicos sensibles a la concen-
tracién de protones): Forman parte de la superfamilia de canales de
Na* (junto con ENaC), aungue también algunos subtipos permiten la
entrada de Ca? (como ASIC1). Su estructura puede estar conformada
por homo o heterotrimeros. El poro idnico es activado por la unién de
H*, y una caracteristica importante es que son insensibles a los cambios
de voltaje de la membrana celular. Estos canales son base fundamen-
tal en la fisiologia del dolor y los sentidos quimicos (Deval y Lingueglia,
2015).

ENaC (epithelial sodium channel, canales de sodio epiteliales): Este
tipo de canal idnico tiene una amplia distribucién, localizdndose en la
membrana celular de una gran variedad de células epiteliales (como
en el colon, endotelio vascular, placenta, tubulos renales, fracto respira-
torio, fracto reproductivo, gldndulas salivales y sudoriparas, entre otros)
(Hanukoglu y Hanukoglu, 2016). Estos canales permiten el fransporte de
jones de Na* por difusion facilitada, permitiendo el paso desde el es-
pacio extracelular hasta el citoplasma. Los ENaC tienen un papel pre-
dominante en la regulacién del volumen extracelular y, por tanto, se
ha descrito que afectan directamente la presién arterial. Destaca que
su expresion estd regulada por el sistema renina-angiotensina-aldoste-
rona y otras moléculas relacionadas con la homeostasis electrolitica
(Rossier et al., 2015).

Receptores GABA,: Es un receptor de amplia distribucion dentro del sis-
tema nervioso central (SNC), cuya accidn es principalmente inhibitoria,
mediada por fres mecanismos principales: transmisidn sindptica répida,
inhibicién ténica sostenida y algunos eventos “lentos” de propagacién
infermedia (Capogna y Pearce, 2011). Este receptor es de tipo pen-
tamérico y contiene un canal aniénico selectivo (permeable al paso
de los iones CI). Actualmente se conocen 11 tipos de canales GABA,
(Belelli et al., 2019). De los receptores gabaérgicos, solamente el de
tipo A es ionotrdpico, el resto es metabotrépico.

Receptores de glicina: El receptor de glicina es de tipo inhibitorio y
permeable a iones CI, al igual que GABA,, y resulta ser un media-
dor importante en la inhibicidn sindptica rdpida a nivel de la médula
espinal y el tronco encefdlico, juega un papel fundamental en diversas
vias de sefalizacién de procesos cerebrales como la visidon, audiciéon y
el dolor (Breitinger y Breitinger, 2020).
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VI. Receptores de IP,: Los receptores del inositol 1,4,5-trifosfato (IP,) son re-
ceptores que permiten la liberacion de Ca?* de los depdsitos intracelu-
lares, como el retficulo endopldsmico; estos transientes de Ca? se ven
involucrados en una amplia variedad de funciones en multiples linajes
celulares (Alexander et al., 2019).

VIl. Receptores nicotinicos de acetilcolina: Son pentdmeros, al igual que el
resto de la familia Cys-loop. Tiene un sitio ortostérico que se encuentra
conformado por residuos dentro de al menos tres dominios peptidicos
de la subunidad alfa, ademds, estos receptores tienen varios sitios alostéri-
cos moduladores (Goftti ef al., 2019). Los agonistas de estos receptores
evocanrespuestas excitatoriasrdpidas (activacion en el orden de milise-
gundos). Estos receptores se asocian principalmente a confractilidad
muscular; sin embargo, se ha encontrado un papel importante en la
proteccion contra excitotoxicidad mediada por glutamato en el SNC
(Akaike e Izumi, 2018).

VIIl. Receptores P2X: También conocidos como purinorreceptores, es una
familia de receptores activados por la concentracién extracelular de
adenosina 5trifosfato (ATP). Estos canales son permeables a distintos
jones, los mds importantes son Na*, K*, Ca?, y en ocasiones a CI-.

IX. Canales activados porzinc (ZAC): La mayoria de los canales conocidos,
hasta el momento, son homopentdmeros, conteniendo un canal idnico
equipermeable aNa*, K*y Cs*, pero impermeable a Ca? y Mg*. Aunque
en su nombre se establece que se activa por zinc, multiples estudios
han demostrado que este canal tiene mayor activaciéon a otros com-
puestos, como las altas concentraciones de protones y la presencia de
cobre (Davies et al., 2019; Trattnig et al., 2016).

Canales regulados por voltaje o voltaje-dependientes

El potencial de membrana de las células excitables tiene la capacidad de
modificarse en funcién de diversos estimulos; estos cambios en el voltaje de la
membrana, al alcanzar el umbral, cambian la permeabilidad de la membrana
gracias ala apertura de canales idnicos que son sensibles a estos cambios de
voltaje, por lo que se designan como voltaje-dependientes. De este tipo
de canales, los mds estudiados y conocidos son el de Na*, K*, Ca?"y CI, por su
papel en la fisiologia neuronal y cardiaco (Catterall, 1993) y suelen designarse
en subtipos de acuerdo con su sensibilidad ante compuestos agdnicos y
antagdnicos (De Lera Ruiz y Kraus, 2015). Estos canales tienen dos propie-
dades fundamentales: permeabilidad y funcién de compuerta (Armstrong y
Hille, 1998).

La estructura bdsica de los canales es similar entre ellos. Se conforman por
cuatro dominios fransmembrana homdlogos, con seis hélices alfa transmem-
brana que rodean el poro central y poseen algunas regiones que los diferen-
cian fundamentalmente:
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Sensor de voltaje: Se encuentra en el segmento $4, y responde a cam-
bios en el potencial de membrana con la translocacién acoplada
a la permeabilidad idnica en el dominio del poro central y que se
caracteriza por tener cargas positivas y residuos de arginina vy lisina
(Groome y Bayless-Edwards, 2020). Este sensor permite que los canales
de Na*, K*y Ca? se activen con la despolarizaciéon membranal y el de
CI,, con la repolarizacion.

Poro o conducto por el cual transcurre el flujo de iones: Este conducto

se encarga de brindar selectividad al canal de una manera altamente

eficiente; por ejemplo, el canal de Na* es 12 veces mds selectivo para

el Na* que, para ofro ion, el de Ca? lo es mil veces (Catterall, 1993)

y el de K*lo es 10 mil veces mds (Doyle, 1998), aunque esto cambia con

los distintos subtipos de canales, y algunos son selectivos para mds de

union.

Compuerta que se abre y cierra para permitir este flujo: Esta puede

ocurrir de tres maneras:

i. Cambios conformacionales en el entrecruzamiento de las hélices
infernas.

ii. Inactivacién tipo C vy filtro de selectividad, en el cual las hélices in-
ternas se encuenfran abiertas, pero existe un filtfro que colapsa la
enfrada e impide el flujo de iones.

ii. Inactivaciéon tipo N o también conocido como “bola y cade-
na”, que consiste en la unidén de un péptido autoinhibitoria a las
hélices para bloguear fisicamente la entrada a la cavidad (Kim y
Nimigean, 2016).

Los canales idnicos voltaje-dependientes han sido prioritarios en describir
la excitabilidad de los tejidos y las sefales de transduccién eléctrica.

Otros tipos de canales iénicos

Acuaporinas: Se conocen alrededor de 13 tipos distintos. Son canales
que permiten el paso de agua vy, por ello, se encuentran distribuidos
ampliamente en muchos tipos de tejidos. Su funcién primordial es fa-
cilitar el paso de agua a través de las membranas celulares, algunas
incluso transportan glicerol y agua y son conocidas como acuaglicero-
porinas (Verkman, 2012).

Conexinas y panexinas: Son un tipo de canales proteicos que forman
parte de la familia de las uniones comunicantes (o0 gap junctions), y
permiten un acoplamiento ibnico y metabdlico entre células contiguas,
funcionando como una via de senalizacién pardcrina (Scemes et al.,
2007), en el cual se infercambian segundos mensajeros (AMPc, ATP, IP,),
nutrientes, iones y otras moléculas pequenas (como siARN) entre las

células que se encuentran en contacto (Varela-Vazquez et al., 2016).
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lll. Piezo-canales: Este es un tipo muy especifico de canal con una con-
formacién diferente, son estructuras proteicas de tipo trimétrico y es-
tan conformados por mds de 14 dominios tfransmemlbrana sin homolo-
gia con ofros canales. Su apertura se genera en respuesta a un estimulo
mecdnico que modifique la pared, como estiramiento de la membrana,
lo que permite que los cationes ingresen a la célula. Los tipos 1y 2 son
las dos isoformas mds abundantes en vertebrados. Su principal funcién
se encuentra en la transduccion sensorial (Alexander et al., 2019).

IV. Canal de fuga de sodio no selectivo: Pertenece a la familia de canales
de Na* pero es insensible a los cambios de voltaje y resistente a los
efectos de la tetrodotoxina (Alexander et al., 2019).

V. Canales operados por aimacén (SOC, store-operated channels): Son
proteinas formadoras de poros que subyacen a los canales de calcio
activados por liberaciéon de Ca? (CRAC). Cuando las concentraciones
de Ca? dentro del reticulo endopldsmico disminuyen, dos proteinas
conocidas como Orai y STIM (stromal interaction molecule) forman un
complejo para desencadenar la entrada de Ca? (Alexander et al.,
2019).

Distribucion de los canales idnicos

Si bien los canales iénicos son de vital importancia en los tejidos excitables
como el nervioso y muscular (cardiaco, liso y estriado), su localizacion no se
remite solamente a estos tipos celulares. Daremos un breve repaso sobre la

distribucién tisular de algunos receptores antes mencionados.

5-HT3: Se localizan en el sistema nervioso tanto central como periférico.
Dentro del SNC se ha descrito su presencia en la corteza, el hipocampo, el
nucleo accumbens, la sustancia negra, el drea tegmental ventral, en el tron
co del encéfalo y, de manera muy abundante, en el drea postrema y el
nU-cleo del tracto solitario (Thompson y Lummis, 2006) relaciondndose con
reflejo de vémito y control respiratorio.

ASIC: Son primordialmente expresados en neuronas asociadas a fransmi-
sion sensorial a lo largo del sistema nervioso, de tal manera que se ha descrito
su expresidon en nociceptores, en células receptoras del gusto, fotorreceptores
de laretina y en las células ciliadas de la coclea; también se encuentran en
el testiculo, en la gldndula pituitaria, en las células del epitelio pulmonar, en el
urotelio, células adiposas, del musculo liso vascular, del sistema inmune y
el hueso (Deval y Lingueglia, 2015) con funciones menos descritas actualmente.

GABA,: El 4dcido gamma-aminobutiico (GABA) es el neurotransmisor
inhibitorio mds ampliamente distribuido en el SNC, reduce los limites de la
excitabilidad neuronal en todas las dreas del cerebro. GABA tiene multiples
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receptores, pero solamente uno es ionotrépico (asociado a canales idnicos)
y se conoce como GABA,, y es el receptor gabaérgico predominante en
el SNC (Nutt, 2006). Se encuentra una gran densidad de este receptor en el
bulbo olfatorio, el ndcleo olfatorio anterior, la comisura intrabulbar anterior, los
ganglios basales (caudado, accumbens, globo pdlido), cuerpo calloso, giro
dentado, hipocampo, tdlamo, nicleo amigdalino lateral, habénula medial
y lateral, coliculo superior, ndcleo interpeduncular, cerebelo (capas granu-
lar, molecular y sustancia blanca), fracto piramidal, tracto espinal tfrigeminal,
corteza frontal, corteza motora, cortfeza somatosensorial, corteza auditiva
temporal (Bowery et al., 1987) y practicamente en todas las regiones del SNC.

Receptores de glicina: Aun cuando GABA es el mayor neurotransmisor
inhibitorio en el SNC; en la médula espinal y el tfronco del encéfalo, la glicina
resulta ser el mds importante, induciendo una corriente hiperpolarizante de
CI. La mayor densidad de estos receptores se ha encontrado en distintos
segmentos de la médula espinal y de los nUcleos del tronco del encéfalo,
como el coclear dorsal y ventral, el nicleo motor del trigémino, las forma-
ciones reticular y vestibular; y con menor densidad en los coliculos, el hipo-
talamo y los nUcleos profundos del cerebelo, y algunas regiones de la corteza
cerebral y la formacién hipocampal (Béchade et al., 1994).

Receptores de IP,: El inositol 1,4,5-trifosfato (IP,) es un segundo mensajero
que se produce a partir de los lipidos de la membrana celular. El receptor
tipo 1 de IP, es el subtipo mdas predominante y abunda en el cerebro, prin-
cipalmente en las células de Purkinje y la capa molecular del cerebelo, en
el tubérculo olfatorio, la corteza cerebral, la regidén CA1 del hipocampo, el
caudado y putamen y en los plexos coroideos. Dentro de su distribucion en
tejidos extraneuronales se ha encontrado la presencia del receptor tipo 1
en el musculo liso vascular, en las plaguetas, y el tipo 2 y 3 del receptor se
distribuye en el higado, el pdncreas, el pulmdn, testiculos, el bazo, intestino y
los rinones (Yoshida e Imai, 1997).

Receptores nicotinicos de ACh: Existen dos tipos de receptores de acetil-
colina (ACh), los muscarinicos y los nicotinicos, solo estos Ultimos son de tipo
jonotrépico y es uno de los tipos de receptor mds abundantes en los tejidos
de los seres humanos. Existen receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChr)
en el asta posterior de la médula espinal, sobre todo en la capa superficial,
pero también se encuentra distribucidn en las regiones ventral y central
medular (Khan et al., 2003). En estudios descriptivos sobre la localizaciéon
de estos receptores modelos murinos, se ha encontrado su presencia en la
corteza cerebral, y regiones subcorticales como el hipocampo, el caudo-
do, el septum, hipotdlamo, rafe, formacion reticular, complejo olivar superior,
nuUcleo coclear, coliculo inferior, bulbo olfatorio, tubérculo olfatorio y cerebelo
(Morley et al., 1977).

PX2r: Este tipo de receptor se ha localizado en el mUsculo liso de diferentes
érganos, promoviendo la entrada de cationes y generando despolarizaciéon y
contraccion de este. En el SNC, PX2rinduce la liberacién de neurotransmisores,
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inicia cascadas de senalizacidon asociadas al gusto, en quimiorreceptores.
También se ha descrito que interviene en la homeostasis del urotelio y la ac-
tividad de las células del sistema inmunoldgico, iniciando la liberacion de
citocinas proinflamatorias (North, 2016).

Canales idnicos voltaje-dependientes: Dado que los canales idnicos
voltaje-dependientes son vitales para la excitabilidad de los tejidos, se en-
cuentran distribuidos en multiples tipos celulares, a saber, el SNC y periférico
(se encuentran en el cuerpo celular, los procesos proximales, distales y nodos
de Ranvier) (Wang et al., 2017), el musculo liso, estriado y cardiaco (Koopmann
et al., 2006) y en la célula B-pancredtica (Yang y Berggren, 2006). Ademds, se
ha enconfrado que estos canales se encuentran involucrados en los cambios
bioeléctricos que intervienen en el ciclo celular y proliferacion de los tejidos
como el endotelio vascular, los macréfagos y linfocitos, el epitelio intestinal,
los fibroblastos; incluso se han propuesto como una posible herramienta
terapéutica contra el cdncer colorrectal, de mama y melanoma, entre otros
(Blackiston et al., 2009).

Acuaporinas: Debido a su funcidn en la homeostasis de los liquidos
corporales, tiene una distribucion abundante en el rindn (Brown, 2017), tracto
gastrointestinal particularmente en las células del epitelio gdstrico, gldndulas
gdstricas, en los enterocitos, en las células Goblet (o caliciformes) y células de
Paneth (Zhu et al., 2016). Dentro del SNC, la expresion de acuaporinas
regula la fisiologia de los astrocitos que rodean a las neuronas, contfrolando
el volumen celular (Verkman et al., 2017). En los plexos coroideos confrolan la
produccion de LCR, en el nervio coclear, nervio vestibular y la retina. También
mantienen la homeostasis hidrica en érganos como el pulmdn (Venero et al.,
2001) y la epidermis (Verdier-Sévrain y Bonté, 2007).

Conexinas: Las comunicaciones en hendidura forman parte crucial del
mantenimiento en los procesos de homeostasis, morfogénesis, diferenciacion
celular y control del crecimiento en muchos organismos. MUltiples tejidos
expresan conexinas, pero en los que se ha encontrado una mayor partici-
pacién son en el corazén (sistema de conduccidn), la piel, el SNC y SNP,
la cécleaq, los hepatocitos, el pdncreas (célula B), el rindn, el intestino, la
gldndula mamaria, la placenta, gldndulas secretoras acinares, endotelio
vascular, ovario, pulmdn, retina, gldndulas sebdceas, en fibroblastos, entre
muchos ofros (Oyamada et al., 2005).

Canadles de fuga de Na* no selectivos: Se encuentran en muchos tipos
neuronales dentro del SNC, y también se ha descrito en el corazén y en el
pdncreas (particularmente dentro de los islotes de Langerhans). Se propone
gue estos canales son el blanco de la accidon de las proteinas G (Alexander
et al., 2019).

Vias de senalizacion relacionadas a los canales idnicos
La sefalizacion intracelular se conforma por una serie de reacciones quimicas
en cadena, generado por un grupo de moléculas que se activan y trabajan en
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conjunto en respuesta a un estimulo externo o ligando que se une a un
receptor celular y, para el caso de este capitulo, activa un canal idnico
desencadenando la via de senalizacion asociada a las corrientes idnicas
producidas.

Las vias de senalizacion asociadas a la activacion de los canales idnicos
son multiples y dependientes del tipo del receptor o canal que se ha activado,
por lo que serdn abordadas en cuanto al tipo de canal ibnico que mencio-
namos con anterioridad. Es oportuno mencionar que muchas vias se activan
con el incremento de las concentraciones de Ca? intracelular, volviéndose
un segundo mensajero importante; también debemos recordar que muchas
vias se entrecruzan, de tal manera que un solo estimulo puede generar la
activacién de mds de una cascada de senalizacion.

5-HT

Via dse sefnalizacion: Como el resto de los receptores de neurotransmisores,
requiere de la unidn de un ligando especifico (en este caso serotonina,
fenilbiguanida y quipazina como agonistas) que permite el cambio confor-
macional del canal y apertura del poro que, abriendo el paso aiones de Na*
y K* predominantemente, aunque también el Ca?* y ofros cationes orgdnicos
,oueden pasar por ellos (Thompson y Lummis, 2006).

La entrada de Na* y K* resulta en una despolarizacion rdpida de la
membrana celular seguida por una desensibilizacién inmediata. La despo-
larizacion induce la liberacion consecutiva del neurotransmisor almacenado
en la célula nerviosa estimulada (p. e. dopamina). Este resulta ser el mecanismo
mds abundante y conocido hasta el momento y el mds simple. Sin embargo,
otros estudios han encontrado que la entrada de K* y Na* a través de los
receptores 5-HT, potencia la actividad de proteina cinasa C (PKC), fosfolipasa C
(PLC) y ERK1/2 (Darmani et al., 2015), lo que resulta en una gran cantidad de
actividades celulares metabdlicas y proliferativas.

En cuanto a las vias asociadas a los fransientes de Ca?, se conoce que,
al ingresar desde el medio extracelular, se une a los receptores de rianodina
gue se encuentran en el retficulo endopldsmico de las células, promoviendo
la liberacion de calcio (mecanismo donde el Ca? libera Ca?). Con este
aumento en la concentracién intracelular de Ca? se inicia el acoplamiento
de la proteina calmodulina con el receptor de 5-HT,, activando la cinasa
dependiente de Ca?/calmodulina alfa (CaMKIl a), e inicia la cascada de
senalizacion mediada por las cinasas reguladas por sefales extracelulares
1/2 0 ERK 1/2 (Zhong et al., 2014). Este mecanismo parece ser importante en
el reflejo del vomito, pero también se ha involucrado en procesos de plas-
ticidad sindptica, proliferacion y diferenciacién neuronal, supervivencia y
muerte neuronal, asi como en procesos de aprendizaje y memoria (Sun J.
y Nan, 2017).

Funciones: La actividad de 5-HT, se ha asociado a funciones autonémicas,
como el reflejo del vémito y sensoriales. Dentro del SNC, la actividad de
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estos canales idnicos se ha asociado a procesos cognitivos y emocionales
ya que existe una estrecha relacion entre la activacion de los canales 5-HT,
y la liberacién de dopamina, colecistocinina (CCK) y GABA (Thompson vy
Lummis, 2006). Ademds, este receptor permite transferir informacion a lo
largo del fracto gastrointestinal y urogenital, regulando la motilidad y peris-
talsis intestinal a través de la actividad del sistema nervioso entérico. Este
receptor parece trabajar de manera sinérgica en todos los tejidos con
los ofros receptores 5-HT, pero, en estos casos, la via de senalizacion es
metabotrépica mediada por proteinas G.

ASIC

Via de senalizacion: Estos receptores tienen dos subunidades extramem-
branales con un asa rica en residuos de cisteina que permite la unidon de H*
(y ofras sustancias como 2-guanidia-4-metilquinazolina, dcido araquiddnico y
lisofosfatidilcolina); la unidn de protones abre el canal y evoca una corriente
de Na*y Ca? (Kweon y Suh, 2013) que despolariza la membrana y permite
la activacion de canales de calcio voltaje-dependientes, aumentando la
concentraciéon de Ca? que se une a la cinasa de calmodulina Il (CaMKIl) y
promueve la respuesta de otros receptores metabotrépicos (Wemmie et al.,
2013). ASIC también interactia con PICK1, AKAP150 y PSD-95 que son pro-
teinas importantes en los procesos de endocitosis (Bhattacharyya et al., 2009)
y expresion de otros receptores como AMPA y NMDA (Colledge et al., 2000),
se ha descubierto que la activacién de NMDA conduce a la fosforilacion
de ASIC por medio de CaMKIl aumentando su actividad (Boscardin et al.,
2016). Un elemento importante sobre la activacién de ASIC y que adn no
ha sido dilucidado es el pH de activacién. Se ha estimado que para que
estos canales sean activados, el pH debe enconfrarse por debajo de 7.4,
incluso algunos experimentos realizados en células aisladas encontraron que
su mdéxima activacién ocurre a un pH menor a 7.0. Una vez activados, existe
un proceso de la desensibilizaciéon casi inmediato si las condiciones de pH dcido
se mantienen, y estos receptores pueden tardar de segundos a minutos
en recuperarse del estado inactivo; por tanto, en un pH d&cido constante,
los ASIC permanecerdn desensibilizados y sin respuesta (Carattino y Mon-
talbetti, 2020). AUn hay mucho por descubrir sobre las vias implicadas en la
activacién de este tipo de receptor.

Funciones: ASIC participa en procesos sensoriales incluyendo mecano-
transduccién, quimiocepcidn y nocicepcién primordialmente; ademds, se ha
encontrado involucrado en el comportamiento de miedo, atencién y habili-
dades visuoespaciales.

ENaC
Via de senalizacién: La expresion de ENaC estd regulada a nivel transcrip-
cional y postraduccional, por sustancias como la aldosterona, vasopresing,
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angiotensina e insulina. El mecanismo de regulacion ha sido mucho mds
estudiado que las vias de sefalizacion activadas por ENaC; a la fecha se
conoce que ENaC permite la reabsorcidén de Na* y consecuentemente
de agua desde el lumen intestinal al intersticio y en los tUbulos renales; lo
gue aumenta el volumen vascular y la presion arterial. Ademds, dentro de
los vasos sanguineos, se ha encontrado que ENaC se asocia estrechamente
a los flamentos de actina (Mazzochi et al., 2006) aumentando la rigidez de
la pared vascular. Por ofro lado, ENaC puede asociarse al factor de franscrip-
cién pCREB para activar COX2/ PGE2 y producir IL-6, IL-8 e TNF-a (Sun X. et al.,
2018) en momentos especificos de la vida, como en el parto.

Funciones: ENaC contribuye a la homeostasis de Na* a nivel renal y el
balance iénico (de Na*y K* primordialmente) en la fisiologia general; ademds,
regula el volumen de liquido en la superficie de las vias aéreas, el tracto
gastrointestinal y dentro del sistema nervioso. Aunque también existen algu-
nas funciones no cldsicas de estos receptores involucrdndose en la diferen-
ciacién epidérmica, la lipogénesis, la migracidon de queratinocitos en la piel
(Charles et al., 2008), en la percepcién de lo salado (Chandrashekar et al.,
2010) y a nivel vascular promueve la rigidez de la pared, la disminucién de la
liberacién de éxido nitrico (Jeggle et al., 2013) y el aumento en la liberacién
de sustancias proinflamatorias (Sun X. et al., 2018).

GABA,

Via de senalizacion: GABA, las benzodiacepinas, los barbitdricos, etanol y los
neuroesteroides tienen la capacidad de unirse al receptor GABA,, permitiendo
el paso de CI creando un incremento de corto plazo de la conductancia
aniénica, lo que conlleva a hiperpolarizar la membrana y reducir los poten-
ciales de accidén en las células nerviosas. Esta inhibicidn puede ser répida,
infermedia o lenta. A los eventos rdpidos se les conoce como inhibicién
fasica y a los lentos, como ténica.

Aunque la hiperpolarizacién es el evento mds destacable de estos re-
ceptores, en anos recientes se ha encontrado la actividad de una familia
de proteinas conocidas como proteinas asociadas al receptor GABA,
(GABARAP), localizadas en el aparato de Golgi, y que juegan un papel
importante en el fransporte del receptor GABA, dentro de la célula. Este GAB-
ARAP interactUa con el factor sensible a N-etfiimaleimida (NSF) y con la gefir-
ina (GPHN) para mantener GABA, anclada al citoesqueleto disponible para
su expresion. Ademdas de contribuir a la expresion de GABA,, GABARAP forma
complejos multiproteicos al asociarse con la proteina relacionada a los mi-
crotUbulos de cadena ligera 3 alfa (PLC3a), importantes durante el proceso
de autofagia (Schaaf et al., 2016).

Funciones: La activacion de los receptores GABA, se ha asociado a
disminuciéon de la actividad de la corteza cerebral, sedacién, con procesos de
consolidacion de la memoria espacial y temporal, tiene efectos ansioliticos y
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regula los cambios cerebelosos para mantener el control sobre el movimiento.
También se ha reconocido una funcidon destacada en los procesos de
autofagia en multiples lineas celulares (Sigel y Steinmann, 2012), mantiene un
papel en la eritropoyesis, regula el funcionamiento circadiano de los hepa-
tocitos, el ciclo celular, entre ofros (Schaaf et al., 2016).

Receptores de glicina

Via de sefalizacion: Al igual que GABA,, la unidn de glicina a su receptor
inicia la hiperpolarizacion postsindptica de la membrana inducida por el flujo
de CI, disminuyendo la actividad celular en tejidos excitables. En algunos
tipos celulares, como la microglia, las células renales, los hepatocitos y el
endotelio vascular, los receptores de glicina permiten la salida de CI, despo-
larizando la célula. Esta despolarizacién activa canales de calcio voltaje
-dependientes, permitiendo elincremento de Ca? infracelulary, con ello, una
serie de eventos diversos (Van den Eynden, 2009). También se ha propuesto
que la glicina puede intervenir en la produccién de sustancias proinflamatorias
(p. e. INF-a) y factores anti-apoptdticos (Stachlewitz et al., 1999).

Funciones: Glicina es el neurotransmisor inhibitorio mds importante en la
médula espinal y el tronco encefdlico; sin embargo, también se involucra en
las vias de dolor e inflamatorias en el asta dorsal, en procesos del desarrollo
neural en células madre y progenitoras (Nguyen et al., 2001); también
intervienen en la proliferacion, migracion y diferenciacién celular (Van den
Eynden, 2009) y en algunos tejidos previene la apoptosis mediada por factores
endotdxicos (Stachlewitz et al., 1999).

Receptores de IP,

Via de senalizacion: IP, se forma a partir de la unidon de un ligando con un
receptor acoplado a una proteina G excitatoria que induce la activacion
de la enzima fosfolipasa C que produce fosfatidilinositol-bifosfato (PIP,), para
posteriormente dar lugar a diacilglicerol (DAG) e IP,. El receptor de IP, es un
canal idnico que se encuentra en la membrana del reficulo endopldsmico y
libera iones de Ca?* al citosol. IP, también se asocia a una proteina conocida
como IRBIT (IP, receptor binding protein released with IP,), la cual se une a un
cotransportador de Na*/HCO, y a un intercambiador de Na*/H* interviniendo
en la regulacién del pH. Existen estudios que relacionan a IRBIT con el factor
especifico de unidn y poliadenilacién (CPSF), mismo que regula la adicién de
poliA y, por tanto, la sintesis de RNA mensajero.

Funciones: Los receptores de IP, generan oscilaciones de Ca? importantes
para una gran cantidad de funciones como la fertilizacion del dvulo, la plastici-
dad neuronal, la remodelacién del mUsculo cardiaco, liso y estriado, percep-
cién del gusto, ciclo de crecimiento del cabello, formacion de osteoclastos,
secrecion de saliva, jugo pancredtico, ldgrimas y en el endotelio vascular
promueve la liberacién de sustancias vasoactivas (Mikoshiba, 2015).
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Receptores nicotinicos de ACh

Via de senalizacién: De maneraregular, la activacién de los canales nicotinicos
por la ACh permite el paso de Na*, K* y Ca?" generando despolarizacién de la
membrana plasmdtica y un potencial excitatorio que se propaga a lo largo
de la membrana y genera la liberacién de neurotransmisores, hormonas y
otras sustancias. Al activarse estos canales, se inician multiples cascadas de
senalizacion, como Wnt, regulando la funcién de las células madre en el
intestino (Takahashi, 2020), osteopontina que aumenta los niveles de VEGF y
MMP9, inhibe enzimas como GAD65 y 67 responsables de la sintesis de GABA,
promoviendo la proliferacién celular. Estos receptores también activan la
cascada de senalizacion de las proteinas Src, AKT (via Plk-Akt), ERK 1/2 y CREB,
asi como los factores de transcripcion STAT1, STAT3, E2F1 y ID1 promoviendo
los procesos de diferenciacion y migracion celular, asi como la traduccién
de multiples proteinas (Schaal et al., 2015). A nivel del SNC, nAChr induce
la activacién de la via Jak2-STAT3 que inhibe la produccién de NF-kB y reduce la
produccion de citocinas proinflamatorias, a esto se le conoce como cascada
antiinflamatoria colinérgica. MUltiples vias de senalizacién que convergen
con la funcién de los NAChr estdn siendo estudiadas para poder dilucidar el
entrecruzamiento entre ellas.

Funciones: Se ha descrito que los canales nAChr son los principales regulo-
dores en la contracciéon muscular, regulan la funcién motora a nivel cortical,
del control de la coordinacidon de movimientos en el cerebelo (Welch et al.,
2013); también presentan multiples efectos extraneuronales, a nivel vascular
promueven la angiogénesis (Egleton et al., 2009), modifica el perfil endotelial
aumentando la vasorreactividad, induce remodelacién vascular mediante la
proliferacion, migracion y produccion de matriz extracelular en el endotelio
y el mUsculo liso vascular (Whitehead et al., 2021, e incluso se ha descrito un
efecto antiinflamatorio mediado por el sistemainmunolégico (Piovesanaetal.,
2021). Ademdas, inducen la liberacién de dopamina, serotonina, noradrena-
lina y glutamato en tejidos excitables extraneuronales. A nivel del aparato
respiratorio, estos receptores se involucran en el ritmo vy la frecuencia respira-
toria y la respuesta ante la hipoxia (Sardén et al., 2007).

Canales iénicos voltaje-dependientes

Via de sefalizacién: La accidn cldsica de los canales idnicos voltaje-depen-
dientes es generar potenciales de accién a lo largo de la membrana gracias
a los transientes de cationes que pasan a través de ellos (Na*, K*, Ca?*); sin
embargo, durante los Ultimos anos se ha descrito una variedad de moléculas
senalizadoras asociadas a estos canales (sobre todo con el flujo de Ca?),
incluyendo el ensamble que generan entre canales idnicos y receptores
unidos a proteinas G, regulando la actividad de la compuerta; por ejemplo,
los canales de calcio tipo N se asocian a proteinas G de tipo inhibitorio, las
cualesinducen la actividad delreceptorsimilar alos opioides (ORL1) y generan
un efecto contra-nociceptivo. Otros canales de este tipo que se asocian a
los receptores acoplados a proteinas G son los canales MaxiK (canales de
larga conductancia de K* activados por Ca?*) y son regulados por las con-
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centraciones de tromboxano A2 de manera inversa. NALCN (canal de sodio
no selectivo) se activa por los receptores muscarinicos de acetilcolina (M3R)
independiente de proteinas G, generando un complejo proteico (descrito
en las células B-pancredticas, en las neuronas piramidales de la corteza y en
los miocitos cardiacos). GIRK (canales rectificadores de la corriente entrante
de K regulados por proteinas G) son canales de K* activados por proteinas
G, gque al activarse inician la sefalizacidon que induce el plegamiento de
algunas proteinas, como las del citoesqueleto, enzimas como las cinasas
(GRK, PKA) y fosfatasas (PP1y PP2a) (Altier, 2012). También se conoce que los
transientes idnicos pueden activar la via Ras/ERK/CREB, activando factores
de transcripcién como c-Fos, iniciando la senalizacién en el nicleo celular
(Serviliet al., 2018).

Funciones: Son esenciales en funciones fisiolégicas como la comunicaciéon
entre las células nerviosas, la contraccién muscular, la actividad cardiaca, la
liberacién de hormonasy neurofransmisores principalmente de tipo excitatorio;
ademds regulan procesos sensitivos como la iniciacion y mantenimiento del
dolor e intervienen en condiciones cognitivas diversas (Altier, 2012).

Acuaporinas

Via de senalizacién: Se ha descrito que la vasopresina modula la reabsorciéon
de agua a nivel renal y parte importante de este proceso se encuentra en la
expresidén de acuaporinas en diferentes regiones de la nefrona. El mecanismo
involucrado inicia cuando la vasopresina se une a su receptor V2R, incre-
mentando las concentraciones de AMPc, resultando en la activacién de la
proteina cinasa A (PKA), encargada de fosforilar ofras proteinas y canales
como las acuaporinas, promoviendo su translocacién a la membrana.

De manera cldsica, las acuaporinas permiten el paso de agua vy glicerol,
aungue algunos subtipos son permeables a otras sustancias como H,O,
(peroxiporinas), amonio (amonioporinas) y facilita el paso de algunos gases
como CO,, NO y O,, lo que indica que infervienen en el estrés oxidativo a
nivel celular.

El 6xido nitrico (NO) interviene en la relajacién del musculo liso vascular, y
es producido por el endotelio vascular; las acuaporinas, particularmente la 1,
permite el paso de NO desde el endotelio al muUsculo; ademds, se relaciona
con la expresién del factor de transcripcion en respuesta al flujo tipo Krippel
(KLF2), elcualtiene funciones anticoagulantes, anfiinflamatorias, manteniendo
un perfil preventivo para evitar la presencia de placas ateroscleréticas en el
drbol vascular.

Por otro lado, las peroxiporinas permiten el paso de H,0,. una importante
especie reactiva de oxigeno (ROS) que a niveles fisioldgicos interviene en
multiples procesos inflamatorios, de apoptosis y senescencia celular y a con-
centraciones altas resulta ser perjudicial para las células, ya que oxida al-
gunos aminodcidos fundamentales en multiples cascadas de senalizacion
infracelular, como la activacion proteinas tirosina cinasa (TK), aumentando
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el tiempo de accién y la actividad de las vias asociadas. Por tanto, la regu-
lacion de la apertura y cierre de estas acuaporinas tendrd un efecto sobre la
concentracion infracelular de ROS vy, por tanto, en la actividad de las casca-
das asociadas a tirosina cinasa (Medrano-Fernandez vy Sitia, 2020).

Funciones: Las acuaporinas se involucran en la produccion de multiples
fluidos, como la orinag, el liquido cefalorraquideo, el humor acuoso, el sudor, la
saliva, las Iagrimas, el liquido biliar, el liquido seminal y los jugos gastrointestinales.
De igual manera, intervienen en procesos inflamatorios e inmunoldgicos,
como la sobrevida de los linfocitos Ty la maduracion de las células dendriti-
cas; también ejercen un papel en vias metabdlicas, como en la gluconeo-
génesis, la sintesis de dcidos grasos y la ureagénesis. A nivel del SN, regula
procesos de apoptosis, estrés oxidativo, migracién celular, volumen celu-
lar, angiogénesis (Tamma et al., 2018) y también en la amortiguacién de las
concentraciones de K*, la fisiologia de los osmorreceptores, migracion celular
y senalizacién de Ca? (Nagelhus y Ottersen, 2013).

Conexinas y panexinas

Via de senalizacién: Estos canales permiten el paso de una enorme cantidad
de solutos, iones (Na*, K*), metabolitos y segundos mensajeros (como Ca?)
entre las células, nucledtidos (como AMPc y ATP) e inositol fosfatos (por ejem-
plo, IP,); lo que activa una gran cantidad de sefales intracelulares en funcion
del mensajero involucrado (Brink et al., 2020).

Funciones: La respuesta mds estudiada de la actividad de las conexinas
estd en brindar al miocardio la caracteristica de funcionar como un sincitio
y permitir la contraccidn sincrénica de las células miocdrdicas; ademds, se ha
encontrado que las conexinas tienen una funcién valiosa en la regulacién del
metabolismo mitocondrial (Boengler y Schulz, 2017) y la actividad del sistema
de conduccién cardiaco (Raimann et al., 2019). En otros tejidos, las conexinas
intervienen en la division y la diferenciacion celular, también generan
transientes de Ca?* al permitir el paso de IP, y su consecuente unién alreceptor,
con esto se influye en la coordinacién de acciones metabdlicas, procesos
adaptativos o de apoptosis ante estimulos de estrés microambientales y
promueve la activacién de células del sistema inmunoldgico, como los
linfocitos T (Tittarelli et al., 2020).

Como hemos abordado a lo largo de este capitulo, los canales ibnicos
no solamente permiten el paso de Na*, K*, Ca?" y CI generando cambios en
el potencial de accidén, sino que también permite el trdnsito de segundos
mensajeros como AMPc e IP3, gases, agua, glicerol y especies reactivas
de oxigeno, cada una de estas moléculas se encuentra relacionada con
diferentes vias de sefalizacién que conducen a multiples eventos intracelu-
lares. A lo largo de este texto, brindamos una perspectiva general de algunas
vias de senalizacion involucradas en la activacién de los canales idnicos, sin
embargo, este campo de investigacién es muy amplio y diariamente hay
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descubrimientos novedosos que permiten ampliar nuestra perspectiva, por lo
que recomendamos al lector consulte las referencias aqui utilizadas y algu-
nas adicionales.

Preguntas de integracion
1. Mapa mental

Realiza un mapa mental sobre los tipos de canales idnicos abordados en
este capitulo (a continuacion, se muestra un ejemplo):

JL JL J
)

H  HC ] e
C = —
- m —(
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2. Cuadro de resumen
Realiza un cuadro sindptico sobre las caracteristicas de los canales idnicos
qgue cumpla con los siguientes campos:

Familia Receptor Via de Funciones Observaciones
senalizacién

Receptores tipo 5-HT3

cys-loop
Receptores tipo Nicotinicos
cys-loop de ACh

3. Rellenar las frases del 1 - 10 con las respuestas a - j

Respuestas

a. ASIC

. Receptores de GABA,

c. Peroxiporinas

d. Receptores acoplados a canales idnicos voltaje-dependientes

e. Receptores nicotinicos de ACh

f. ENaC

g. Receptores de la familia cys-loop

h. Piezo-canales

i. IRBIT

j.  ZAC

Preguntas

1. Son : 5-HT3, nicotinicos y receptores de GABA.

2. Los son necesarios para la confraccion del musculo estriado.

3. Permiten el paso de especies reactivas de oxigeno:

4. Es el receptorinhibitorio md&s abundante en el SNC: .

5. Los receptores de la familia ____ contribuyen a mantener la homeos-
tasis de Na*.

6. Los son canales que generan ensambles con los receptores
acoplados a proteinas G.

7. Son receptores involucrados en procesos de mecanotransduccién,
guimiorrecepcién y nocicepcion.

8. Son activados por altas concentraciones de protonesy cobre:

9. Los responden ante estimulos mecdnicos.

10. se une a un cotfransportador de Na+/HCO3- y a infercambiados

de NA+/H+ interviniendo en la regulaciéon del pH.
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4, Relaciona cada caracteristica o definicién de la Columna A con la
respuesta de la Columna B, como corresponda:

Columna A Columna B

Piezo-canales Genera inhibicién a nivel medular.

Receptores nicotinicos de ACh Genera fres tipos de inhibicidn: rdpida, lenta
e intermedia.

Receptores de glicina Son regulados por el sistema renina-angiotensina-
aldosterona.

Receptores de GABA Su activaciéon involucra a STIM-Orai

ASIC Permiten el paso de distintos iones, predominante-
mente Na+ y no dependen de voltaje ni ligando.

ENaC Su activacién impide la produccion de GABA.

5-HT, Son activados por nucledtidos y permeables a Na+,
K+, Ca2+y Cl-.

SOC Canal de tipo trimérico.

Canales de fuga de Na+ no Son permeables al Na+ e insensibles al voltaje.

selectivos Se localizan con una gran densidad en el drea

Receptores P2X postrema.

5. Dibujo de la activacion de un canal 5-HT3 y la via de senalizacion que se
activa.
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Objetivo

Explicar la estructura y la funcién de las GTPasas de bajo peso molecular, el
proceso de la transduccién de senales de estas moléculas y sus implicaciones
fisioldgicas.

Introduccion

Las GTPasas peqguenas prototipo se identificaron como proteinas codificadas
por los oncogenes refrovirales causantes de sarcoma en ratas (Ras). En 1982,
fue identificada la expresidn de proteinas similares a Ras en varios tipos de
cdncer, inicialmente se considerd que era la enzima Ras GTPasa mutada;
posteriormente, se identificd que presentan una estructura 3D similar a Ras,
por lo que se agruparon en una familia. Actualmente, la familia tiene mas
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de 150 miembros, lo que la convierte en una superfamilia, compuesta de
cinco subfamilias, Ras, Rho, Rab, Arf/Sar y Ran segun su secuencia, estructura
y funcioén.

Las proteinas G monoméricas o GTPasa pequenas (20 — 25 kDa) son estruc-
turalmente andlogas a la subunidad a de las proteinas G heterotriméricas.
Las GTPasas pequenas pueden estar libres en el citosol, en el nucleoplasma o
ancladas a membrana en células eucariotas, tienen la capacidad de unirse
a GIP y convertir GTP a GDP (forma activa e inactiva), actuando como
interruptores moleculares en las células para regular el crecimiento celular,
la diferenciacion, el movimiento celular, el frafico de vesiculas lipidicas, etc.
De manera especifica, la subfamilia Ras regula la expresion génica; la sub-
familia Rho regula la reorganizacion del citoesqueleto, la sintesis de la pared
celular, la progresion del ciclo celular y la fransduccidn de senales de MAP
cinasa; la subfamilia Rab y la subfamilia Sar / Arf regulan el trédfico de vesiculas
y la formacién de clatrina; la subfamilia Ran regula el transporte de carioplasma,
la formacion de microtUbulos, la formacién del aparato de espin mitdtico
y el ensamblaje de la carioteca después de la divisidn celular.

Superfamilia Ras

La reconstruccién filogenética mds reciente de la superfamilia Ras, con base
en secuencias completas del genoma humano, confirmé la organizacién
general conocida. La superfamilia Ras estd compuesta por mds de 150
miembros, que se divide en familias y subfamilias en relacién con su estructu-
ra, secuencia y funcién. Las cinco familias principales de GTPasas pequenas
son Ras, Rho, Ran, Rab y Arf, la familia Ras es la raiz de la superfamilia (Figura
6.1). La familia Ras se divide en seis subfamilias (Ras, Ral, Rap, Rad, Rheb y Rit).
La superfamilia Ras (secuencias ortdlogas) contiene 167 proteinas humanas:
39 proteinas en la familia Ras, 30 proteinas de la familia Arf, 22 proteinas de la
familia Rho, 65 proteinas de la familia Rab y una proteina de la familia Ran, se
incluyen 10 secuencias sin clasificar, cinco de estas secuencias solo presentan
evidencia de que existen a nivel transcripcional (Tabla 6.1).

Tabla 6.1. Miembros de la superfamilia de Ras.

Familia Subfamilia Miembros de la subfamilia

Ras Ras E-Ras, N-Ras, H-Ras, K-Ras, M-Ras, R-Ras, R-Ras2, Di-Ras1, Di-
Ras2, Di-Ras3, NKIRasl, NKIRas2, RasD1, RasD2, RasL10A,
RasL10B, RasL11A, RasL11B, RasL12, Rerg, FLJ22655

Ral RalA, RalB
Rap Rap1A, Rap1B, Rap2A, Rap2B, Rap2C
Rad Rad, Gem, Kir, Rem1, Rem?2
Rheb Rheb, Rhebll
Rit Rit1, Rit2, Rin, Ric
Rho RhoA, RhoB, RhoBTB1, RhoBTB2, RhoBTB3, RhoC, RhoD, RhoF,

RhoG, RhoH, RhoJ, RhoQ, RhoU, RhoV, Rndl, Rnd2, Rnd3,
Rac1, Rac2, Rac3, Cdc42, Racl_isorma_b
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Rab

RAB42, RAB43, RAB20

RABTA, RAB1B, RAB2, RAB3A, RAB3B, RAB3C, RAB3D, RAB4A,
RAB4B, RABSA, RAB5B, RABSC, RABSA, RAB6B, RABSC, RAB7A,
RAB7B, RAB7L1, RAB8A, RAB8B, RAB?, RAB?B, RABL2A, RABL2B,
RABL4, RAB10, RAB1TA, RAB11B, RAB12, RAB13, RAB14, RABI1S5,
RAB17, RAB18, RAB19, RAB20, RAB21, RAB22A, RAB23, RAB24,
RAB25, RAB26, RAB27A, RAB27B, RAB28, RAB2B, RAB30, RAB31,
RAB32, RAB33A, RAB33B, RAB34, RAB35, RAB36, RAB37, RAB38,
RAB39, RAB39B, RAB40A, RAB40AL, RAB40B, RAB40C, RABA41,

Arf

ARL4D, ARFRP1, ARL13B, ARD1

ARF1, ARF3, ARF4, ARF5, ARFé, ARLT, ARL2, ARL3, ARL4, ARLS,
ARL5C, ARL6, ARL7, ARL8, ARL?, ARL10A, ARL10B, ARL1OC,
ARLT1, ARL13A, ARL13B, ARL14, ARL15, ARL1é, ARL17, TRIM23,

Ran

RAN

Las proteinas de la familia Ras son componentes casi universales de sena-
lizacién, se expresan en organismos eucariotas, incluidos vertebrados, inver-
tebrados y levaduras, donde desempenan funciones criticas en el desarrollo,
la proliferacién, la diferenciacion y la supervivencia (Figura 6.1). H-, K- y N-Ras
son las principales isoformas de Ras, son alfamente conservadas, pero pre-

sentan diferentes funciones biolégicas.

Figura 6.1. Clasificacién y funcién de las familias de GTPasas pequeiias
de la superfamilia Ras.
10 GTPasas pequefnas aun no se han clasificado.
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Estructura de las GTPasas de la superfamilia Ras

Las proteinas de la superfamilia Ras tienen una estructura en comuin, ndcleo de
unién a GTP conservado y un interruptor conformacional universal. Presentan
motivos conservados en el exiremo N-terminal, denominados cajas G (G1
a G3), el extremo C-terminal es hipervariable, puede modificarse postra-
duccionalmente agregando grupos prenilo o palmitoilo y/o por cargas posi-
tivas para lograr la unién a la membrana del dominio G. En las proteinas Arf,
el extremo N-terminal puede ser miristoilado (Figura 6.2a).

El dominio G contiene nucledtidos hidrolasas, es crucial para permitir la
unién de nucledtidos de alta afinidad. La caja G1 (aaaaGxxxxGKS / T, donde
a=L1I VoMyx=cualguier aminodcido), también conocido como P-loop
(bucle de unidon a fosfato), es una Forma de unidn a nucledtidos de purina;
la caja G2 (T), se reorientan en funcion de la unién de GTP y proporcionan
componentes principales de union efector superficie; la caja G3 (blbbDxx-
GQ / H /T donde | = hidrofilico y b = hidrofébico) participa en la unién de
un nucledtido asociado ion Mg2+; la caja G4 (bbbbN / TK / QxD) une el
puente de hidrogeno con el anillo de guanina y proporciona interacciones
estabilizadoras con residuos de caja G1; la caja G5 (bbEC/S/T/ASA/K/L)
se asocia indirectamente con el nucledtido de guanina (Figura 6.2b).

Figura 6.2. Estructura de proteinas de la superfamilia Ras.
a) Dominios presentes en la estructura de proteinas de la superfamilia Ras. DAV: dominio
altamente variable, DM: dominio de membrana. b) Estructura 3D de proteinas de la super-
familia Ras. Mg?, ion magnesio.
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Subfamilias

Ras

Las proteinas de la familia Ras tienen un papel esencial en la modulacidén
de una amplia gama de procesos celulares, varias enfermedades humanas
son causadas por la desregulacion de su senalizacién, debido a que las
interacciones entre proteinas celulares y GTPasas pequenas son importantes
para regular vias de senalizacion celular, mutaciones y diferencias en sus
dominios alteran la dindmica de interaccién vy, por lo tanto, la regulaciéon en
su intercambio entre la forma activa e inactiva. Las patologias asociadas son
cdncer, trastornos del desarrollo, alteraciones neurocognitivasy neurodegene-
rativas, asi como trastornos metabdlicos y enfermedades cardiovasculares;
sin embargo, el cdncer es la patologia mds relacionada con alteraciones en
la GTPasa pequena Ras, seguida de neurocognitivos y neurodegenerativos.

En relacién con trastornos neurocognitivos y neurodegenerativos, Ritl
es capaz de activar a B-Raf/ERK, cascada MAP cinasa p38, complejo de
senalizacion MK2 (Rit GTPase-p38-MK2-AKT 9) y p38-MK2-HSP27-Akt, lo que estd
asociada al desarrollo y regeneracién neural, porque regula la sobrevida
celular y promocién del crecimiento; Rit2 incrementa la actividad de la via
Ras/MAPK, AKT/mTOR, Rac, y Stat3 lo que provoca Alzheimer, Huntington,
epilepsia, microcefalia, retardo mental, neuropatia tipo V, autismo y sindrome
Noonan; Rheb regula la via mTORc1, interaccidon con GAPDH, depleciéon del
incremento de los niveles de BACET, unién con CAD, fosforilacién de elF2a e
interaccién con PERK asociado con ciclo celular, inhibicidon de la autofagia,
formacién del complejo en la membrana lisosomal, que se relacionan con
enfermedad de Alzheimer y defectos cognitivos.

En cdncer, las proteinas Ras regulan varias capacidades celulares, como
proliferacion, invasién, apoptosis, metdstasis, organizacion del citoesqueleto
y degradacién de la matriz extracelular, a través de diversos mediadores
de la transduccion, incluido el fiborosarcoma rdpidamente acelerado (RAF),
proteina cinasa activada por mitégenos (MAPK), transductor de senal y
activador de la transcripciéon (STAT), fosfoinositido 3-cinasa (PI3K), proteina
cinasa C (PKC) y estimulador de la disociacién de nucledtidos de guanina Ral
(RalGDS). Cada tipo celular tiene una dependencia distintiva de los efectores
KRAS (por ejemplo, RAF/MEK/ERK, PI3K/AKT o efector RAL vias).

Las proteinas Ras son pequenas GTPasas unidas a la membrana plasmdatica
que ciclan entre los estados de unidn a GDP y GTP como consecuencia de la
estimulacion de ciertos receptores de la superficie celular, como el receptor
del factor de crecimiento epitelial (EGFR). Posterior a la unidn del sustrato
con el receptor, Ras cambia a una conformacién en la que puede unirse y
activar proteinas efectoras, favoreciendo diferentes vias de sefalizacion en
la membrana de las células, conectando sefales extracelulares con eventos
intfracelulares, la lista de efectores Ras es grande, pero Raf/MAPK y PI3K/AKT
son los dos efectores descendentes mejor caracterizados de la sefalizacion
Ras (Figura 6.3).
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Figura 6.3. Vias de sefalizacién reguladas por la activacién de Ras en cancer.
Elaborada en BioRender.

En las Ultimas décadas se han desarrollado estrategias terapéuticas re-
lacionadas con las proteinas Ras oncogénicas, las estrategias se relacionan
con la fijacion y conversidén de GDP / GTP, mejora de la hidrdlisis / inactivacion
de GTP, inhibicién de las modificaciones postraduccionales de RAS (es decir,
farnesilacion) y el bloqueo directo de RAS, mediante RAF, MAPK, PI3K y RalGDS.
Sin embargo, estas estrategias terapéuticas no han tenido éxito por muchas
razones; por ejemplo, alun es un desafio la creacién de pequenas moléculas
con blancos selectivos, la generacién de la activacién de RAS y sus modi-
ficaciones postraduccionales, la activacion de oncogenes compensatorios
en respuesta al bloqueo de RAS, entre ofros. Los fumores que portan muta-
ciones RAS se consideran los mads dificiles de tratar y, a menudo, se excluyen
del tfratamiento con terapias dirigidas. Para superar este problema, estudios
recientes han informado que el bloqueo de la unidn a la proteina efectora
RAS mediante el desarrollo de pan-RAS o la alteracion de la dimerizacién de
KRAS puede representar estrategias terapéuticas eficientes, aunque aldn no
probadas en ensayos clinicos de cdncer. Ademds, las vacunas de proteinay
ADN KRAS han surgido como una nueva estrategia inmunoterapéutica para
tratar algunos tipos de cdncer o como opciones de fratamiento adyuvante
enla clinica. La administracion de tales vacunas mejora la respuesta mediada
por linfocitos T citotdxicos, lo que resulta en efectos antitumorales contra KRAS.
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Rho

La familia de las Rho GTPasas es parte de la superfamilia Ras. Las Rho GTPasas
(Ras homologous) son altamente conservadas y se encuentran en casi fodas
las células eucariotas. La familia Rho GTPasas en humanos estd formada por
20 proteinas que se dividen en ocho subfamilias, que se clasifican en tipicas
o atipicas segun su modo de regulaciéon. Las Rho GTPasas son interruptores
moleculares que adoptan diferentes estados conformacionales en respuesta
a la unidn de GDP o GTP. Las subfamilias Rac, Rho, Cdc42 y RhoF /RhoD se
consideran tfipicas porque actian como interruptores moleculares, ciclando
entre una forma activa unida a GTP y una forma inactiva unida a GDP. Las
Rho GTPasas atipicas estdn predominantemente unidas a GTP, y hasta ahora
no hay evidencia de que estén reguladas por GEF o GAP. Sin embargo, al
igual que varias proteinas tipicas, existe buena evidencia de que las proteinas
atipicas estdn reguladas por otros mecanismos, incluida la expresidon y las
modificaciones postraduccionales, y que su funcidén involucra dominios
adicionales que no se encuentran en las proteinas Rho tipicas.

Las Rho GTPasas participan en varios procesos celulares, los cuales incluyen
la organizacién del citoesqueleto de actina y los microtibulos, la regulacién
en la expresidon de genes, el tréfico vesicular, la progresién en el ciclo celular,
morfogénesis celular, polaridad celular y migracion.

La migracién celular es esencial para el desarrollo y la fisiologia animal, y
también estd asociada con procesos fisiopatoldgicos, como la inlamacion
cronicaylametdstasis del cdncer. Lamigraciony/olainvasidn eficiente requie-
ren la dindmica coordinada de los componentes celulares (lamelopodios,
flopodios, adherencias célula-célula, adherencias célula-matriz extracelular,
ampollas de membrana y/o invadopodios) y, por lo tanto, estas estructuras
estdn estrechamente reguladas por multiples mecanismos de senalizacién.
En particular, se ha demostrado que los miembros de la familia Rho de
pequenas GTPasas desempenan funciones esenciales en la migracién e
invasion celular, por lo que desempenan un papel importante en procesos
patolégicos como la progresion del cdncer, inflamacion vy fisioldgicos, como
la reparacion de heridas.

Rab

Las Rab GTPasas desempenan un papel importante en vias especificas de
fransporte de vesiculas y fusibn de membranas intracelulares en células
eucariotas. Existen numerosas isoformas de Rab en las membranas de
diferentes compartimentos celulares. Se han reportado al menos 20 Rabs
prototipo que forman seis grupos, los cuales incluyen en el grupo |, Rab1/Yptl
y Rab8/Sec4, grupo Il, Rab5/Ypt51, Rab7/Ypt7 y Rab9/Ypt?, en el grupo I,
Rab11/Ypt31, y Rab4/Ypt4 en el grupo IV, Rabé/Ypté en el grupo V y Rab28 en
el grupo VI. La mayoria de las Rab GTPasas son conservadas; sin embargo,
en algunas especies se pierde esta caracteristica.
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En el humano se han descrito al menos 66 genes para las Rab y esta
expresidn tan significativa se debe a la gran complejidad de los sistemas de
tréfico intracelular. Histéricamente, las Rab GTPasas se han caracterizado
mejor en la levadura Saccharomyces cerevisiae y en algunas células de
mamiferos.

Como bien se ha mencionado, la principal funcién de las Rab GTPasas es
su participaciéon en el fransporte vesicular. Estas moléculas una vez activadas
y unidas a GTP pueden interactuar temporal y espacialmente con multiples
efectores para facilitar la seleccion de cargas en las vesiculas, el movimiento
de vesiculas en los filamentos de actina y microtUbulos, y la unidn de vesiculas
al compartimento objetivo para la fusibn de membranas. Las Rab GTPasas
puedeninteractuar conlos dominios citoplasmdticos de receptores transmem-
branales para facilitar su empaqguetamiento en vesiculas de transporte. En la
via endocitica temprana, Rab5 y Rab21 se unen directamente ala subunidad
a de las integrinas B1 y promueven su endocitosis y reciclaje para remodelar
la superficie celular para la migracién y la citocinesis. Ademds, Rab5 también
interactUa directamente con el receptor de angiotensina Il tipo 1A (ATTAR)
para facilitar su tréfico endocitico. En la via exocitica, se ha reportado que
Rab3B se une directamente alreceptor polimérico de IgA (plgR) para modular
su transcitosis en células epiteliales polarizadas. Ademds, algunas Rab estdn
involucradas en el empaqguetamiento de proteinas de carga en vesiculas de
transporte a través de interacciones con proteinas adaptadoras.

La funcién fundamental de las Rab GTPasas y el frafico de membranas en
la fisiologia celular se refleja en diversas enfermedades debidas a mutaciones
o expresion alterada de genes Rab. Se sabe que las mutaciones en cinco de
los 66 genes Rab humanos (Rab7, Rab23, Rab27, Rab38 y Rab39b) causan
trastornos genéticos.

Por ejemplo, las mutaciones en Rab23 estdn relacionadas con el sindrome
de Carpenter, que es un frastorno neurolégico de craneosinostosis y mal-
formacién de las extremidades. Las mutaciones en Rab27 estdn relaciono-
das con el sindrome de Griscelli, un trastorno inmunolégico con activacion
excesiva de linfocitos Ty macréfagos llamado sindrome hemofagocitico, asi
como defectos en la pigmentacién de la piel. La inactivacién de Rab27 por
mutaciones bloquea el fransporte y la funcidn de los grdnulos secretores y los
melanosomas y contribuye al sindrome hemofagocitico y albinismo parcial
en pacientes de Griscelli. Rab38 es uno de los multiples genes relacionados
con el sindrome de Hermansky-Pudlak causado por melanocitos y plaquetas
defectuosos y las mutaciones en Rab3%b estdn asociadas con una forma de
retraso mental ligado al cromosoma X.

Arf

Los factores de ribosilacién de ADP (Arf) son proteinas de unién a nucledtidos
de guanina que regulan el trédfico de membrana vy el citoesqueleto. Las Arf
GTPasas actian como interruptores moleculares al alternar entre sus confor-
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maciones activas unidas a GTP e inactivas unidas a GDP. La funcion de Arf
depende del cambio entre Arf GDP inactivo y Arf GTP activo. Se logra un
ciclo entre las dos formas intercambiando GTP por GDP para formar Arf GTP
y luego hidrolizar GTP para volver a Arf GDP. Arf, sin embargo, tienen un inter-
cambio intrinseco bajo y una actividad GTPasa no detectable. Por lo tanto,
la funcién de Arf depende de los factores de intercambio de nucledtidos de
guanina (Arf GEF) y las proteinas activadoras de Arf GTPasa (Arf GAP), que
impulsan el ciclo de union e hidrdlisis de GTP.

Los seres humanos tienen cinco isoformas, divididas en tres clases: Arfl y 3
(clase 1), Arf4 y 5 (clase 2) y Arfé (clase 3). Mientras que los Arf de clase |y
Il se localizan principalmente en y alrededor del aparato de Golgi, Arfé se
encuentra predominantemente en la membrana plasmdtica y en un subcon-
junto de endosomas que alteran el microambiente de la membrana.

Las Arf GTPasas son capaces de modular directamente la sintesis de
fosfoinositidos locales, lo que tiene un impacto en varias proteinas regula-
doras de actina. Los Arf también se han implicado en la activacién indirecta
de Rho GTPasas. Arfé6 puede modular la actividad de Rac al controlar la
disponibilidad de los componentes de las balsas lipidicas, debido a su papel
en el reciclaje endosomal, que ha demostrado ser fundamental en la unién y
propagacion de células dependientes de la edad de anclaje.

Ademds, se ha demostrado que la inhibicién de la actividad de Arf tiene
un impacto directo en la alteracién de la membrana dependiente de Rac,
la fagocitosis y la migracion de células de cdncer de mama. También se ha
demostrado que las proteinas Arf regulan a la baja actividad de Rho GTPasas.
En las membranas de Golgi, Arfl regula negativamente la actividad de
Cdc42 al reclutar ARH-GAP21, cdc42 GAP. Otro aspecto interesante, que
refuerza aln mds la nocidn de que las Arf GTPasas coordinan la regulacion
del citoesqueleto de actina, es la interaccién entre Arf GAP y Rho GEF. El
ejemplo mds conocido de este modo Unico de remodelacién de actina es la
interaccion entre Arf GAP GITl y B-Pix a Rac GEF.

Ran

La Ran GTPasa (proteina nuclear relacionada con Ras) forma parte de la
superfamilia Ras. Como todas las GTPasas, Ran alterna entre un estado activo
asociado a GTP e inactivo unido a GDP. Sin embargo, Ran carece del motivo
CAAX en su C-terminal, una caracteristica de otras GTPasas pequenas que
asegura una localizacién en la membrana plasmdatica y, en gran medida,
circula entre el nUcleo y el citoplasma. Los eucariotas generalmente codifican
un solo ortélogo de Ran.

Ran es una pequena GTPasa que confrola el infercambio nucleocito-
plasmdtico de macromoléculas a través de la envoltura nuclear y controla
la progresion del ciclo celular mediante la regulacién de la polimerizacién
de microtUbulos y la formacién del huso mitético. La funcidon cldsica de Ran
es regular el ciclo de importacion y exportacién nuclear. Los GEF y GAP esta-
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blecen un gradiente de Ran activado, fras la ruptura de la envoltura nuclear
qgue acompana a la division celular, un gradiente Ran GTP, impulsado por una
alta proximidad RCC1/Ran GEF a los cromosomas, promueve y mantiene el
ensamblaje del huso.

Ran también se ha identificado como una proteina esencial en la for-
macidén de la envoltura nuclear en eucariotas. Este mecanismo depende de
la importina-B, que regula el ensamblaje de otfros complejos importantes en
este proceso, como Nup107-Nup160. En el transporte nucleocitoplasmdtico,
Ran se desplaza a través de la envoltura nuclear mediante los poros nucleares.
Se concentra en el ndcleo por un mecanismo de importacién activo donde
genera una alta concentracion de Ran GTP por intercambio de nucledtidos.
Controla el ensambilaje y desensamblaje de una variedad de complejos que
se forman entre las proteinas de unidén a Rany la carga celular para mantener
un transporte nuclear répido.

Ran se ha relacionado con el cdncer a diferentes niveles, desde el inicio
delaenfermedad hasta la metdstasis; actualmente Ran es considerada como
una proteina clave en la progresidn metastdsica. Ran se sobreexpresa en una
gran variedad de tfumores, como el de mama y el renal, en los cuales se
asocia con invasidn local, metdstasis y supervivencia reducida del paciente.
Investigaciones recientes destacan la relacion significativa entre la expresiéon
de Ran vy la aparicién y progresién del cdncer, por lo que el desarrollo de un
compuesto que disminuya los niveles enddgenos de Ran en la célula tendria
efectos antimitéticos y podria conducir al desarrollo de nuevos tipos de
terapias contra el cdncer.

Regulacion mediante GAPs, GEFs y GDlIs
La mayoria de las proteinas G en general, tanto las monoméricas como las
heterotriméricas, funcionan como interruptores moleculares que pueden
encontrarse en dos formas en la célula: en forma activa cuando estdn unidas
a GTP (nucledtidos de guanosina trifosfato), o en forma inactiva cuando se
unen a GDP (guanosina difosfato). Los reguladores candnicos de este ciclo
de activacién/inactivacién de las proteinas G son tres familias de proteinas
accesorias conocidas como factores de intercambio de nucledtidos de
guanina (GEF, por sus siglas en inglés) que llevan la proteina G a un estado activo,
las proteinas activadoras de GTPasa (GAP), que estimulan la inactivacién
de la proteina G, y los inhibidores de la disociacién de nucledtidos de guanina
(GDI), gue mantienen a las proteinas G en un estado inactivo (Figura 6.4).
Debido a la capacidad intrinseca para hidrolizar el GTP, un mecanismo
que evita la actividad constitutiva, las proteinas G también son conocidas
como GTPasas; sin embargo, esta capacidad de hidrdlisis de GTP es lenta,
por lo que debe ser catalizada por la interaccidon con proteinas GAP especifi-
cas, las cuales aceleran la hidrdlisis del GTP, conduciendo la proteina G a un
estado inactivo. Se han descrito varias familias de GAP especificas para dis-
tintas subfamilias de proteinas G. El mecanismo de interaccién entre las GT-
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Pasas y GAP puede ser distinto en funcién de cada subfamilia; por ejemplo,
en las familias de GAP para las GTPasas Ras, Rho y Arf, se sabe que un anillo
de arginina y glutamina sobre la estructura de las GAP es necesario para
regular el ataque nucleofilico a la molécula de GTP, induciendo la hidrdlisis;
probablemente este mecanismo de accidén es también utilizado por ofras
subfamilias de GAP.

Por otra parte, las proteinas GEF interactian con la GTPasa unida a GDP
formando un complejo de baja afinidad, estimulan la disociaciéon del GDP,
lo que genera un complejo de alta afinidad GEF/GTPasa libre de nucledtido,
permitiendo la unién de GTP disponible en el citosol, que normalmente se en-
cuentra en concentraciones relativamente elevadas, o que estimula la acti-
vacion de la GTPasa; esta unidn de GTP produce nuevamente un complejo
de baja afinidad, por lo que eventualmente el GEF serd liberado, generando
la forma activa de la GTPasa, la cual adopta una conformacion estructural
que permite la interaccién con proteinas efectoras, incluyendo proteinas
adaptadoras, cinasas, proteinas de unidn a actina, entre otras, lo que conduce
a diversas respuestas celulares, como cambios en la proliferacion celular,
homeostasis o reorganizacion del citoesqueleto, dependiendo del estimulo y
el tipo célula. De forma similar a las GAP, cada subfamilia de GTPasas tiene
sus propios GEF especificos.

Los GDI solo han sido encontrados para las subfamilias de GTPasas Rho
y Rab. Estas proteinas inhiben la liberacidén del GDP unido a la proteina G,
manteniéndolas en citosol en un estado inactivo, ademds de prevenir su
localizacién en la membrana plasmdtica. Se han identificado tres mecanis-
mos de accidén para los GDI (Figura 6.4):

a) Seunen ala forma inactiva de la GTPasa y evitan el intercambio de
nucledtidos.

b) Se unen ala GTPasa activa y evitan la hidrdlisis intrinseca del GTP, por
lo que mantienen la GTPasa en su forma activa.

c) Seunen alsitio de unién de la GTPasa a la membrana plasmdatica, por
lo que la mantienen a la proteina en el citosol.

En las GTPasas Rho, se ha observado que los GDI se unen inicialmente al
dominio N-terminal, en el dominio switch 1 de la GTPasa, inhibiendo el inter-
cambio de GDP por GTP; posteriormente, el GDI promueve la disociacion de
la GTPasa de la membrana plasmdatica.

Ademdads del importante papel de GAP, GEF y GDI en la regulacién de la
actividad de las proteinas G, las modificaciones postraduccionales son funda-
mentales para el funcionamiento de las GTPasas, incluso algunas proteinas G
consideradas como GTPasas atipicas no dependen del intercambio GTP/
GDP, ya gue las proteinas se mantienen constitutivamente unidas a GTP,
por lo gue su regulacién no depende de GEF y GAP, sino de modificaciones
postraduccionales como fosforilacién, ubiquitinacién o adiciones lipidicas
(farnesilacion geranilacion, palmitoilacion). Por ejemplo, en las GTPasas Rho
se ha demostrado que la adicién de lipidos es fundamental para la loca-
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lizacion subcelular de la proteina (membrana plasmdatica), mientras que la
fosforilaciéon afecta tanto la actividad como la localizacién subcelular de
la GTPasa, la sumoilaciéon regula la actividad vy la ubiguitinacién modula la
concentracion de la proteina en la célula.

Las modificaciones postraduccionales también regulan la funcidon de
GEF, GAP y GDI. La actividad y niveles proteicos de GEF y GAP son regulados
frecuentemente por fosforilacion y ubiquitinacién, respectivamente. La
fosforilacién puede tener un efecto positivo o negativo sobre la actividad
de la proteina, dependiendo del tipo de GTPasa. Del mismo modo, la
actividad de GDI también puede ser regulada por fosforilacion, que general-
mente disminuye su afinidad por la GTPasa, lo que permite su disociacién y
la subsecuente activacién de la proteina G; sin embargo, en otfros casos la
fosforilacion puede estabilizar el complejo GTPasa/GDI, un efecto también
inducido por la sumoilacién, lo que inhibe la sefalizacion de la GTPasa. Por lo
mencionado anteriormente, los mecanismos de regulacién de la actividad
de las GTPasas dependen del contexto celular, del tipo de GTPasa, de los
reguladores GEF, GAP y GDI, asi como de las modificaciones postraduccio-
nales y, seguramente, de la comunicacién cruzada entre rutas de senales
estimuladas por las GTPasas y sus reguladores, o que explica su importante y
amplia participacion en multiples procesos celulares.

Figura 6.4. Regulacién de las GTPasas.
Los reguladores candnicos del intercambio de nucledtidos GTP/GDP son los GEF, GAP y
GDI. Los GEF promueven el intercambio de GDP por GTP, llevando a la GTPasa a un estado
activo. Las GAP aceleran la hidrdlisis de GTP, dejando a la GTPasa en un estado inactivo
unidas a GDP. Los GDI inhiben la actividad de las GTPasas mediante tres mecanismos: a)
inducen la liberacién de la GTPasa de la membrana plasmdtica; b) se unen a la GTPasa
inactiva y evitan el intercambio de nucledtidos; c) se unen a la GTPasa activa y evitan la
hidrdlisis del GTP. La actividad de las GTPasas, asi como de sus reguladores GEF, GAP y GDI,
puede ser regulada positiva o negativamente por modificaciones postraduccionales como
fosforilacion (P), ubiquitinacién (Ub) y sumoilacion.
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Preguntas de integracién
1. 3Cudl es la estructura comun de las proteinas Ras?

2. sCudles son las patologias relacionadas con las proteinas Ras?

3. sCudl es el compartimento subcelular en el que se expresan las GTPa-
sas de bajo peso moleculare

4. Explique por qué las GTPasas de bajo peso molecular juegan un papel
fundamental en el desarrollo de enfermedades como el cdncer.

5. Mencione cudl es el mecanismo de activacion e inactivacién de las
GTPasas de bajo peso molecular.
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Objetivos

Explicar las relaciones existentes entre la estructura y la funcién de los recep-
tores nucleares que determinan la fransduccién de una senal externa para
regular la expresién genética de las proteinas diana.

Intfroduccién

La familia de los receptores nucleares (RN) estd compuesta por un grupo
particular de factores de transcripcién (FT) que, a diferencia delresto, pueden
unirse y ser modulados por una variedad de ligandos lipofilicos, desempenan-
do un papel esencial en el desarrollo embrionario, la reproduccién, el manteni
miento de fenotipos celulares, el metabolismo, lainlamacién y la muerte celu-
lar, de tal manera que la desregulacion en su expresion se asocia a diversas
patologias como el cdncer, la inflamacidn crénica, la diabetes y las enferme-
dades cardiovasculares. La descripcidn del primer receptor de esta familia se
llevé a cabo en 1985 con técnicas de clonacion; a partir de ese momento,
el repertorio de receptores se ha ampliado hasta incluir 48 miembros en
los seres humanos. La mayoria de los RN estdn regulados enddgenamente
por ligandos lipofilicos, tales como las hormonas esteroideas, los retinoides
y los fosfolipidos; sin embargo, esta familia de receptores también contiene
miemlbros huérfanos para los que alun no se ha reconocido un ligando.

Mecanismo de accién general de los receptores nucleares

De manera breve, la via de transduccion de sefiales de estos receptores
empieza con la unién del ligando que atraviesa la membrana por difusion
simple, lo cual induce cambios conformacionales en el receptor, esto, a su
vez, provoca la translocacion del receptor hacia el ndcleo para poder unirse
a secuencias especificas de ADN en todo el genoma, conocidas como
elementos de respuesta (ER). Una vez que el receptor activado se une al ER,
las proteinas correguladoras de la cromatina y la maquinaria transcripcional
son reclutadas hacia el ADN para activar o reprimir la expresién del gen diana.
Existen miles de genes confrolados por estos receptores, Io que hace que su
regulacién juegue un papel fundamental en su funcidn. Durante los Ultimos
anos, nuestro conocimiento de la familia de los RN se ha ampliado significa-
tivamente, gracias a los avances en las metodologias estructurales de los
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dominios de los receptores y de los complejos que forman, asi como a la
identificacién de nuevas proteinas correguladoras que modulan la actividad
de estos receptores. Estos avances han permitido el desarrollo de sustancias
que permiten regular la funcidn de estos receptores; sin embargo, debido a
la gran cantidad de genes que regulan y el hecho de que muchos fdrmacos
no son altfamente especificos para un solo tipo de receptor, los f&drmacos
dirigidos alos RN tienden a tener efectos adversos. Aln queda unlargo camino
para comprender todos los mecanismos que guian la regulacién de los RN.
Comprender de manera mds detallada cada una de las etapas involucradas
en la via de fransduccién de sehal de estos receptores permitird allanar el
camino para la implementacién de terapias mds seguras.

Clasificacién

A la fecha, se ha intentado clasificar a los RN de diferentes maneras. Algunos
criterios toman en consideracién el ligando que activa cada receptor;
sin embargo, esta tarea se dificulta cuando se considera la formacion de
heterodimeros conformados por monémeros de diferentes receptores, tam-
bién se ha propuesto la clasificacién por su unién a la proteina chaperona
Hsp90, siendo el grupo 1 en el que se une y el grupo 2 el que no tiene esta
proteina; si bien esta clasificacién funcional es importante para evidenciar
un nivel de regulacién, nuevamente nos enfrentamos a un problema, ya que
no son considerados varios miembros al no conocerse su ligando y, por lo
tanto, su unidn a dicha proteina. De manera muy general a nivel funcional,
los RN se pueden dividir en dos subfamilias principales: los identificados
como receptores de hormonas esteroideas y los receptores de hormonas no
esteroideas. Los receptores de hormonas esteroideas funcionan normalmente
como dimerosy se encuentran comUnmente en el citoplasma en estado basal
en un complejo con proteinas chaperonas, que se liberan al unirse el ligando.
La migracion al ndcleo y la interaccidén con otros reguladores de la transcrip-
cidn permiten regular la expresidon genética. Por ofro lado, los receptores de
hormonas no esteroideas suelen encontrarse normalmente en el ndcleo enun
estado no ligado e interactUan con otros receptores nucleares para formar
heterodimeros, asi como con otros reguladores de la transcripcion, lo que
provoca cambios en la expresién tras la unidn del agonista.

Nomenclatura NC-IUPHAR

Dada esta complejidad de la familia de RN, ha resultado Util desarrollar una
clasificacion basada en las secuencias de los receptores nucleares, utilizando
la sistemdatica molecular. La filogenia de la familia de receptores nucleares de-
fine siete subfamilias, cada una de las cuales agrupa varios genes pardlogos.
Este sistema también es Util para el establecimiento de una nomenclatura
que pueda evitar el uso de numerosos nombres para el mismo receptor.
En este nuevo sistema de clasificacion, cada receptor nuclear se describe
con las letras NR, por sus siglas en inglés, y un identificador de tres digitos, este
denota la subfamilia a la que pertenece un determinado receptor (indicado
por el primer digito, un niUmero ardbigo), el grupo (letras mayuUsculas) y el gen
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individual (nUmeros ardbigos). Por ejemplo, elreceptornumano de lahormona
tiroidea alfa, que pertenece a la subfamilia | grupo A y que es el primer
gen descrito de ese grupo, se denomina NRTAT. En la Tabla 7.1. se muestra
esta clasificacién de forma mds detallada. Este sistema es lo bastante fle-
xible como para integrar receptores nucleares de ofras especies, asi como
secuencias generadas a partir de proyectos gendmicos para los que aun
no se dispone de datos experimentales. Esta nomenclatura, propuesta en
1999, ha sido aprobada por los principales grupos del sector y por el Comi-
té de Nomenclatura de Receptores y Clasificacion de Medicamentos de la
Unién Internacional de Farmacologia Bdsica y Clinica (NC-IUPHAR).

Tabla 7.1. Clasificacién de la familia de receptores nucleares humanos

“Subfamilia Grupo Nombre comun Abreviafura  NC-  Nombre Ligando
comun IUPHAR del Gen
0 B Regidn critica con- DAX1 NROB1 NROB1  Huérfano
génita de hipoplasia
suprarrenal sensible a
la dosis en el cromo-
soma X, Gen 1
Asociado hetero- SHP NROB2 NROB2  Huérfano
dimérico corto
1 A Receptordelahor- TRa NRTAT THRA Hormona
mona tiroidea-a firoidea
Receptordelahor- TRB NRT1A2 THRB Hormona
mona firoidea-§ firoidea
B Receptor de dcido RARa NR1B1 RARA Acido retinoico
retinoico-a
Receptor de dcido RARB NR1B2 RARB Acido retinoico
retinoico-f
Recepfor de acido  RARy NRTB3  RARG  Acido refinoico
retinoico-y
C  Receptor activado PPARa NRTCT PPARA  Acidos grasos,
por el proliferador de fibratos.
peroxisomas-a
Receptor activado PPARB NR1C1 PPARD  Acidos grasos
por el proliferador de
peroxisomas-f
Receptor activado PPARy NRTCT PPARG  Acidos grasos,
por el proliferador de prostaglandina
peroxisomas-y J2
D  Erb-areverso REV-ERBa NR1D1 NRID1  Grupo hemo
Erb-B reverso REV-ERB NR1D2 NRI1D2 Grupo hemo
F  Receptor huerfano RORa NRT1F1 RORA Colesterol, co-
relacionado con el lesterol sulfato
dcido retinoico a
Receptor huérfano RORB NR1F2 RORB Acido retinoico
relacionado con el
dcido retinoico B
Receptor huérfano RORy NR1F3 RORC  Acido refinoico

relacionado con el
dcido retinoico y
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Receptor X FXRa NR1H4 NR1H4  Acidos biliares
farnesinoide-a

Receptor X FXRB NRTH5 NRI1H5P Lanosterol
farnesinoide-B

Receptor X LXRa NRTH3 NRI1H3  Oxisteroles
hepdtico-a

Receptor X LXRB NRTH2 NR1H2  Oxisteroles
hepdtico-B

Receptor de la VDR NR1IT VDR 1a,25-Dihidroxi-
vitamina D vitamina D3
Receptor X de PXR NR1I2  NRI1I2 Xenobidticos
pregnancia

Receptor de an- CAR NRTI3  NRI1I3 Xenobidticos
dréstano constitutivo

Factor nuclear de los HNF4a NR2A1 HNF4A  Acidos grasos
hepatocitos-4-a

Factor nuclear de los  HNF4y NR2A2 HNF4G  Acidos grasos
hepatocitos-4-y

Receptor de RXRa NR2B1 RXRA A. 9-Cis
retinoides X--a retinoico
Receptor de RXRB NR2B2 RXRB A. 9-Cis
retinoides X-8 retinoico
Receptor de RXRy NR2B3 RXRG A. 9-Cis
retinoides X-y retinoico
Receptor testicular2 TR2 NR2C1 NR2C1  Huérfano
Receptor testicular 4  TR4 NR2C2 NR2C2 Huérfano
Receptor huérfano  TLX NR3E1 NR3EI Huérfano
homadlogo sin cola

Recepfor nuclear es- PNR NR2E3 NR2E3  Huérfano
pecifico de las células

fotorreceptoras

Factor de transcrip-  COUP-TFa NR2F1  NR2FI1 Huérfano
cién del promotor rio

arriba de la ovoal-

bUmina de pollo a

Factor de transcrip-  COUP-TFB  NR2F1  NR2F1 Huérfano
cién del promotor rio

arriba de la ovoal-

bUmina de pollo B

Factor de transcrip-  COUP-TFy  NR2F1  NR2F1 Huérfano
cién del promotor rio

arriba de la ovoal-

bumina de pollo y

Receptor de ERa NR3A1 ESRI Estrogenos
estrogenos a

Receptor de ERB NR3A2 ESR2 Estrogenos
estrogenos B

Receptor relacionado ERRa NR3B1 ESRRA  Huérfano
con estrégeno a

Receptor relacionado ERRB NR3B2 ESRRB Dietilestilbestrol,
con estrégeno B Tamoxifeno
Receptor relacionado ERRy NR3B3 ESRRG  Dietilestiloestrol,
con estrégeno y Tamoxifeno
Receptor de GR NR3C1 NR3C1 Glucocorti-
glucocorticoides coides
Receptor de MR NR3C2 NR3C2 Mineralocorti-

mineralocorticoides

coides y gluco-
corticoides
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Receptor de PR NR3C3 PGR Progesterona
progesterona
Receptor de AR NR3C4 AR Andrégenos
andrégenos

4 A Factor de crecimien- NGF1-B NR4A1 NR4A1  Huérfano
to nervioso 1B
Factor Nurr 1 NURR1 NR4A2 NR4A2  Acidos grasos

insaturados

Receptor huérfano  NOR-1 NR4A3 NR4A3 Huérfano
derivado de
neuronas 1

5 A  Factor SF-1 NR5A1T NR5A1  Fosfolipidos
esteroidogénico 1
Receptor homologo LRH-1 NR5A2 NR5A2  Fosfolipidos
hepdtico 1

[ A Factor nuclear de GCNF NR6AT NRSAT  Huérfano

células germinales

Caracteristicas generales de las subfamilias
Las caracteristicas mds destacadas de cada subfamilia son las siguientes:

Subfamilia 0: Los miembros de este grupo son Unicos entre los RN ya que
en sus estructuras solo tienen el dominio de unién al ligando (LBD, ver mds
adelante en el capitulo), que se pliega de manera similar como el resto de
los RN. Sus LBD también contfienen motivos que se ven cominmente en los
coactivadores de RN para regular la actividad.

Subfamilia 1: Estos receptores estdn regulados por una serie de moléculas
de senalizacion lipofilicas, como la hormona tiroidea, los dcidos grasos, los
dcidos biliares y los esteroles, lo que los hace reguladores importantes del
metabolismo.

Subfamilia 2: Se ha demostrado mediante estudios estructurales que fo-
dos estos receptores se unen a los dcidos grasos. Sin embargo, no estd claro
si estos ligandos desempenan un papel en la regulacién funcional impulsada
por el ligando, como se observa en ofras clases de RN. El RXR reviste especial
importancia, ya que forma complejos heterodiméricos con muchos otros RN
y es el Unico receptor del grupo con una funcién conocida de regulacion.

Subfamilia 3: Este grupo comprende los RE, que son reguladores clave de
una serie de procesos metabdlicos, reproductivos y de desarrollo. Las hor-
monas derivadas del colesterol, como el cortisol y el estrégeno, regulan los RE
a través de la union directa.

Subfamilia 4: Los miembros de este grupo son indispensables para el desa-
rrollo y el mantenimiento de las neuronas.

Subfamilia 5: Aungue por lo general en la bibliografia previa todavia se cla-
sifican como receptores huérfanos, la evidencia sugiere que estas proteinas
estdn reguladas por fosfolipidos. LRH-1 y SF-1 son vitales para el desarrollo y el
metabolismo.
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Subfamilia 6: Este grupo confiene solo un receptor que permanece en
su propia categoria debido a una diferencia critica en su LBD; no contiene
una funcidn activadora HR (AF-H) y se sabe que impulsa el silenciamiento
de genes.

Estructura de los receptores nucleares

A pesar de la diversidad en el tamano, la forma y las cargas de los ligandos
activadores, casi todos los miembros de la familia de receptores nucleares
comparten una estructura comun. A excepcion de los receptores atipicos SHP
y DAX, la estructura general estd formada por cinco dominios: A, B, C, Dy E
(Figura 7.1). Cada uno de estos subdominios desempena un papel especifico
en la funcién del receptor, partiendo del extremo N-terminal al C-terminal.
La regidn A/B comprende el primer dominio de activaciéon transcripcional
(AF=1), mds adelante se encuentra la regién C donde se ubica el dominio
de unién al ADN (DBD). La region D contiene una secuencia de localizacion
nuclear llamada NLS, ademds de actuar como bisagra entre la region C y
E. para favorecer los cambios conformacionales de los RN. Mds cercana all
C-terminal se ubica la regién E, que contiene el dominio de unién al ligando
(LBD) y un segundo dominio de funcidn de activacién transcripcional (AF-2).
Por Ultimo, algunos RN presentan una regién F relacionada con la modu-
lacidn de su actividad. El tamano de los RN puede variar, pero en general se
encuentran entre los 66 y los 100 kDa. A continuacion, se describen con mdas
detalle cada una de las regiones.

Figura 7.1. Estructura general de los receptores nucleares.
Regidon A/B o NTD funciona como regiéon reguladora, permitiendo la especificidad de las
isoformas; Regién C o DBD permite la unidn del receptor al elemento de respuesta dentro
del ADN; Regidn D o bisagra brinda la capacidad de adaptarse a un espacio fisico y darle
movimiento al receptor; Regidn E o LBD es el sitio donde se une el ligando; Regién F pre-
sente en algunos receptores y permite regular su funciéon. AD (dominio de activaciéon); AF1
(funcién de activacion 1); NLS (secuencia de sefializacion nuclear).
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Regién A/B o dominio N-terminal (NTD)

El NTD es el dominio que ha sido mds dificil de analizar, ya que es altamente
desordenado, por lo que es poco susceptible para realizarle un andlisis
estructural de cristalografia. Ademds, es el dominio mds variado dentro de
los RN debido a que hay una gran disparidad en el tamano de este dominio,
pudiendo ocupar casila mitad de la secuencia de aminodcidos en el recep-
tor de mineralocorticoides (MR), o solo unos pocos aminodcidos, como en el
receptor de la vitamina D (VDR) (Figura 7.2).

La regidén A/B contiene la secuencia de aminodcidos para la funcién
activadora 1 (AF1), que tiene como funcién interactuar con una variedad de
proteinas correguladoras de forma especifica para cada célula y promotor.
En todos los NR, la mayor parte del dominio estd desordenado; sin embargo,
el NTD del receptor de glucocorticoides (GR) puede adoptar una estructura
de alfa-hélice cuando los correguladores estdn unidos. Esta region también
da lugar a multiples isoformas a fravés de corte y empalme alternativo, como
se ha descrito en el receptor de hormona tiroidea (TR) y el GR. Por Ultimo,
esta regiéon es el objetivo de varias modificaciones postraduccionales, como
la sumoilacion, la acetilacion y la fosforilacién, de las cuales se hablard mds
adelante en este capitulo. Estas modificaciones tienen efectos diversos,
tanto para activar como para reprimir la franscripcién.

A)

Figura 7.2. Comparacion del dominio NTD en diferentes receptores nucleares.
En el inciso A se muestra la estructura tipica de un receptor nuclear genérico. En el inciso B
se observa la diferencia en los diferentes dominios, especialmente en el dominio A/B que
permite la regulacién y diferencia entre isoformas del mismo receptor.
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Dominio de unién al ADN (DBD)

Esta regién esla mds conservada entre todos los receptores nucleares. Estruc-
turalmente el DBD fiene dos subdominios, cada uno con cuatro residuos
de cisteina que coordinan iones de zinc para crear el motivo candnico de
dedo de zinc de unién al ADN. Cada dedo de zinc va seguido de una hélice
anfipdtica y un bucle peptidico. El primer subdominio contiene la hélice lec-
tora de ADN, que interactUa con el surco principal para realizar interacciones
base-especificas con el ADN. La hélice del segundo subdominio realiza con-
tactos inespecificos con el esqueleto del ADN. El bucle peptidico de este
subdominio contiene la caja distal (caja D), que contiene residuos para la
dimerizacién del receptor. Algunos RN, como el LRH-1 y el GCNF, contienen
una extension C-terminal del DBD (CTE) que hace contactos adicionales
especificos de base dentro del surco menor del ADN (Figura 7.3).

Figura 7.3. Secuencias y estructura del dominio de unién al ADN.
En elinciso A se muestran las secuencias consenso del DBD de cuatro receptores nucleares,
se observan las cisteinas involucradas en la unidn con los iones de zinc para su unidén al ADN.
En los incisos B y C se aprecia la estructura tridimensional de la interaccién del receptor con

su respectiva secuencia de ADN.

Dominio de bisagra

La regidn bisagra permite la unién flexible entre el DBD vy el LBD. Esta regién
es la que tiene menos similitud de secuencia y tamano entre los RN. Al igual
que el NTD, esta regién también es un lugar para las proteinas reguladoras.
La bisagra también puede contener una sefal de localizacion nuclear (NLS).
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Dominio de unién al ligando (LDB)

El LBD es un complejo dominio de senalizacion alostérica que no solo se une
a los ligandos, sino que también interactua directamente con las proteinas
correguladoras. Este dominio estructuralmente conservado suele contener 11
a-hélices y cuatro B-plegadas que se pliegan en tres capas paralelas para
formar un tipo sdndwich alfa-helicoidal. Este plegamiento crea un bolsillo o
espacio hidrofébico de unién al ligando (LBP) en la base del receptor. La su-
perposicion de las estructuras del LBD de los RN revela que la parte superior
delreceptor es mds conservado entre los diferentes RN, mientras que la base,
que contiene el LBP es mds variable. Esta variabilidad entre los RN en la regién
de unién al ligando les permite reconocer diferentes tipos de ligandos. El LBD
contiene otra secuencia de funcidn de activacién llamada AF-2, que estd
compuesta por las hélices 3, 4 y 12. Se ha demostrado que la hélice 12 o la
hélice de funcién de activacion (AF-H) es conformacionalmente dindmica
tras la unién del ligando, alterando la orientacion de la AF-2 para facilitar la
interaccidon con diferentes proteinas correguladoras (Figura 7.4).

Figura 7.4. Estructura del LBD.
En el inciso A se observa la estructura del LBD unido a un grupo hemo. En los incisos By C se
muestra el LBD sin ligando.

Regién F

Por Ultimo, en cuanto a la estructura general de estos receptores, se destaca
la region F, ya que no todos los RN poseen esta secuencia, de tal manera que
es el dominio del que menos se conoce su estructura y funcién. Sin embargo,
en los receptores que si la presentan, como el HNF4a, se ha demostrado
que pueden reprimir la activacion del receptor al bloquear el AF-2 que se
encuentra dentro del LBD, impidiendo de esta manera la enfrada de los
respectivos coactivadores.
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Relacion estructura funcion

Una vez revisado con detalle la estructura de los RN, no es de sorprender
lo importante que es mantener estos dominios estructuralmente estables, ya
que de ello depende la funcidon de todos los receptores. Es importante men-
cionar que estos dominios tfrabajan en conjunto para realizar la transduccién
de una sefal externa a la célula hasta el nicleo de esta, para poder regular
la expresidon de diferentes genes diana. Para lograr esto, es indispensable que
el ligando sea capaz de unirse al receptor que, a diferencia del resto de las
otras familias de receptores revisadas en esta obra, no se encuentran en la
membrana celular sino en el citoplasma o en el nicleo, esto se fraduce en
una diferencia importante en el tipo de aminodcidos que componen a estos
receptores, ya que no requieren de regiones lipofilicas para mantenerse es-
tables, pero si para interaccionar con el ligando. En la seccién anterior de
este capitulo se mencionaron las regiones que constituyen a los RN, dejando
ver la funcidn general de estos dominios. Ademds que el nombre es bastante
claro al respecto, de tal manera que en esta seccidn se pretende relacionar
la estructura completa del receptor y sus interacciones con otros receptores.

Formacién de monémeros, homodimeros y heterodimeros

Hasta el momento, solo se ha abordado a los RN como mondmeros vy si bien
generalmente se encuentran asi en solucion, esto cambia cuando se activan
y se unen al ADN, ya que normalmente forman complejos de orden superior,
tanto con oftros receptores como con moléculas correguladoras. Los RN
pueden ser monomeéricos en el ADN, por ejemplo, el factor esteroidogénico 1
(SF-1), pero es mds frecuente encontrarlos como homodimeros, como sucede
con el ER o en complejos heterodiméricos con el RXR y el THR o el VDR. Esto
aumenta el tamano y la complejidad general de los RN, lo que permite
acceder a nuevas superficies para las modificaciones postraduccionales o la
unién de correguladores. El LRH-1, el NGF1-B y el SF-1 se encuentran entre los
pocos RN que se unen al ADN como mondmeros. Estos receptores utilizan el
CTE dentro de sus DBD para facilitar contactos adicionales con el ADN dentro
del surco menor, ampliando su interaccion con el ADN. Los miembros de la
subfamilia SR suelen formar homodimeros. La estructura del LBD del ER muestra
que H8, HY?, H10 y los bucles 8 y 9 de cada mondmero interactian para
formar un homodimero. Esto contrasta con el dimero del GR, que muestra
una interfaz de dimero Unica que no se ve en ofros RN. Por Ultimo, el resto de
la superfamilia de RN suele formar heterodimeros con el RXR. De forma similar
a la estructura del ER, la interfaz de dimero se forma entre H7, H?, H10, H11 y
los bucles 8y 9.

Formacién de complejos receptor-correguladores

Investigaciones recientes han ayudado a entender de manera mds detallada
el funcionamiento de estos RN, dejando claro que existe una gran cantidad
de factores, generalmente componentes de complejos transcripcionales
multiproteicos, que median la funcion de los RN. Entre ellos, se encuentra la
familia de proteinas del factor intermediario de la transcripciéon/coactivador
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dereceptores nucleares/coactivador de receptores de esteroides (TIF/NCoA/
SRC) p160; la arginina metiltransferasa-1 asociada al coactivador (CARMT);
la proteina de unién a E1A 300 (EP300, también conocida como p300/CBP);
el factor asociado a p300/CBP (PCAF) y las histonas acetil-fransferasas (HAT).
Algunas de ellas pueden formar complejos estables en promotores afines,
pero no necesariamente en solucién; las proteinas remodeladoras de la cro-
matina dependientes de ATP, como el factor Switch (SWI-SNF) y la holoenzima
de la ARN polimerasa, que comprende el factor de transcripcién D asociado
a la polimerasa Il (TFIID) y los complejos mediadores. Ademds, se ha descrito
que ofras numerosas proteinas individuales regulan la funcion de los recep-
tores nucleares. En consecuencia, los modelos de regulacién transcripcional
se han vuelto cada vez mds complejos y especificos para cada tejido vy re-
ceptor. Esto queda claro en el del promotor pS2 regulado por estrogenos,
que tiene un patrdn sorprendente de asociacion ciclo-temporal de una mul-
titud de factores de transcripcién (Figura 7.5). Mds adelante en este capitulo,
se retomard de forma mds detallada la participacién de los correguladores
en la via de transduccion de senales de los RN.

Figura 7.5. Complejos coactivadores y correpresores
formados por la unién del receptor nuclear.
La unidon de los receptores nucleares permite el reclutamiento de moléculas activadoras y
represoras que depende de la activacion de las histonas acetiltransferasas y deacetilasas,
respectivamente.
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Transduccion de seiales de los receptores nucleares

La via de transduccién de senal de los RN se ha enfocado en la regulacion
que ejercen estos sobre la expresidon de los genes blanco, mediada por la
activacién del receptor al unirse a su ligando correspondiente, conocida
como la via gendmica o cldsica. Sin embargo, la vision actual es un poco
mds compleja, ya que se ha demostrado que estos receptores pueden tener
efectos sobre la expresidon de los genes de manera independiente de ligando,
mientras que la respuesta mediada por la unién del ligando puede resultar en
activacién, represidn, depresidn o transrepresion, ademds de presentarefectos
no gendmicos al localizarse en la membrana y desencadenar cascadas de
senalizacion aligual que lo hacen los GPCR, activando segundos mensajeros
y la consecuente activacién de cinasas o vias que dependen del calcio
infracelular (Figura 7.6). A continuacién, se describen de manera detallada
los pasos que se encuentran involucrados en la via cldsica de los RN.

Figura 7.6. Efectos de la activacion de los receptores nucleares.
La activacién de los receptores nucleares puede desencadenar efectos no gendémicos me-
diados probablemente por segundos mensajeros. Los efectos gendmicos dependen de la
unién del ligando y pueden provocar activacion, depresion, represion o transrepresion de
los genes blanco dependiendo de las moléculas correguladoras que se recluten.
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Unién del ligando

El primer paso para iniciar la via gendmica de los RN es la unidn directa del
ligando al receptor que se encuentra dentro de la célula, los cuales son una
variedad de pequenas moléculas lipofilicas, como los esteroides, la hormona
tiroidea, los retinoides vy los lipidos, que tienen caracteristicas diferentes a los
ligandos de ofros receptores, al fener la necesidad de afravesar la membrana
de forma independiente al receptor por medio de difusidén simple en la ma-
yoria de los casos (Figura 7.7). Este fendbmeno tiene implicaciones importantes
en la especificidad de la sefal, ya que en teoria todas las células de nuestro
organismo serian susceptibles a la entrada de estos ligandos, lo que podria
explicar la falta de especificidad en los fratamientos que manipulan estos re-
ceptores. Mds adelante en este capitulo, se planteardn ejemplos de su manipu-
lacién terapéutica y de las posibles soluciones para su utilizacion mds segura.

Figura 7.7. Estructura de los principales ligandos y su interaccién con el LBD.
En los incisos del A al D se muestran los ligandos de origen lipidico que se unen a los
aminodcidos hidrofébicos del LBD. En el inciso E se muestra la interaccion del ligando en tres
tipos de receptores nucleares.
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De los 48 RN descritos en el humano, la mitad tiene ligandos conocidos y
la ofra mitad estd clasificada como ligandos huérfanos o ligandos huérfanos
adoptados, lo que significa que se ha identificado un probable ligando (ver
Tabla 7.1). En ausencia de ligando, los RN tienden a serinestables, la unidon del
ligando aumenta, en gran medida, la estabilidad del LBD. Esta estabilizacién,
entre otros factores, facilita la unién de los correguladores. Los ligandos se
unen al receptor dentro del LBP en la base del LBD. Esta secuencia estd com-
puesta por un aproximado de 75% de residuos hidrofébicos, pero también
contiene residuos polares criticos que realizan interacciones clave de enlace
de hidrégeno con el ligando. Estos enlaces de hidrégeno ayudan a posicio-
nar el ligando en la orientacién correcta (Figura 7.7).

A manera de ejemplo, los ligandos enddgenos de los SR estdn compues-
tos por un andamiagje rigido de cuatro anillos fusionados, que posiciona varios
donantes y aceptores de enlaces de hidrogeno para interactuar con el
receptor. Los SR utilizan una glutamina conservada en H3 y una arginina en
H5 para bloquear el anillo A del ligando en su lugar. Un ejemplo sorprenden-
te de la importancia de estas redes de enlaces de hidrogeno en la LBP se
observa en los ligandos FXR y LXR; aunque son similares, estos ligandos
se unen en orientaciones completamente opuestas debido a la red de en-
laces de hidrégeno disponible dentro de la LBP. Estas diferencias aseguran
que los ligandos naturales se unan al receptor correcto. La seleccién del
ligando se consigue, ademds, gracias a la gran diferencia en el tamano
de los bolsillos de unién del ligando entre los RN. Por ejemplo, los volimenes de
los bolsillos LBP de los SR tienden a ser de 400-600 A y de 700-850 A para los FXR
y LXR, y de casi 1300 A para los PPAR. El volumen del bolsillo suele corresponder
al tamano del ligando, lo que sugiere que un componente significativo de la
seleccion del ligando proviene del impedimento estérico.

Activacién de los receptores nucleares

Es importante recordar que los RN suelen enconfrarse en forma inactiva en
el citoplasma, unidos a moléculas chaperonas que los mantienen estables
y con alta afinidad por el ligando, esto se debe a que después de su sintesis,
los RN deben pasar por un proceso de maduracion asistido por la proteina
de choqgue térmico antes de ser receptivos para la unién del ligando. Durante
la maduracidn, los RN se unen primero a la Hsp70 para después ser transferi-
dos a la Hsp%0 a través de la proteina organizadora de la Hsp (Hop), que se
une a ambas chaperonas a través de dos dominios separados de repeticiéon
de tetfratricopéptidos (TPR). Los dominios TPR son estructuras solenoides a-
helicoidales que consisten en tres o mds repeticiones de tetratricopéptidos
en tdndem, cada una de las cuales contiene una secuencia altamente
degenerada de 34 aminodcidos. El complejo RN-Hsp?0 se estabiliza ain mds
en su forma unida al ATP por p23. La presencia de ATP debilita la afinidad
de Hsp90 por Hop, permitiendo asi el reclutamiento de ofras proteinas que
son conocidas como inmunofilinas. Finalmente, este proceso de ensamblaje
y maduraciéon produce un complejo inactivo NR-Hsp90 grande y oligomérico
con alta afinidad de unidn a los ligandos.
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La unién del ligando regula la asociacion y disociacién de Hsp%0 con
el RN, alterando la estructura de este y afectando asi las propiedades su-
perficiales del receptor y activindolo para su internalizacién al ndcleo. Esta
teoria de inactivacién fue comprobada en modelos en que esta asociacion
impedia la unién al ADN; ademds, esta teoria fue apoyada por la nocién de
que la delecién del dominio de unidn al ligando (LBD) genera receptores
constitutivamente activos que no forman complejos oligoméricos estables
con Hsp90in vitro, lo que sugiere que la interaccidon con Hsp90 es responsable
de la funcién represora de los LBD no ligados.

Transporte a través de los poros nucleares

Tras la activacién de los RN por la unidén del ligando, estos adquieren la
conformacién necesaria para ser transportados hacia el ndcleo a través de
los poros nucleares embebidos en la membrana nuclear. Estos poros estdn
constituidos por mds de 100 proteinas llamadas de forma genérica nucleo-
porinas (NUPS), siendo las mds importantes para el transporte de los RN las
que tienen repetidos de fenilalanina-glicina (FG). Este proceso de enfrada del
RN al nUcleo se conoce como importacién nuclear y requiere de proteinas
especificas llamadas importinas a y B que reconocen, dentro del receptor,
a las llamadas secuencias de localizacién nuclear (NLS), lo que provoca un
aumento de la cantidad de factores de transcripcion dentro del nicleo v,
por lo tanto, regulacién en la expresidon de los diferentes genes blanco. Por
otro lado, la salida hacia el citoplasma es un proceso llamado exportacion
nuclear, que requiere la participacién de proteinas llamadas exportinas, las
mds importantes son la exportina CRM-1 y la calreticulina (CRT), que recono-
cen a las secuencias de exportacién nuclear (NES) (Figura 7.8).
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Figura 7.8. Estructura del poro nuclear por el cual
son transportados los receptores nucleares.
El poro nuclear estd constituido por filamentos nucleares y citoplasmdticos, ademds de nu-
cleoporinas ricas en repetidos de fenilalanina y glicina (NUPS FG). En el inciso B se muestra la
formacién del complejo trimétrico entre la exportina, el receptor nuclear y la proteina Ran-
GTP, necesario para la salida del receptor del nicleo y la subsecuente hidrdlisis de Ran-GTP
para liberar el receptor al citoplasma.

Unién a los elementos de respuesta
Ya dentro del nUcleo, los RN deben unirse al ADN mediante el DBD para modular
la expresion de los genes diana, al permitir el reclutamiento de los diferentes
correguladores. Esta unién es altamente especifica gracias a los elementos
de respuesta (ER), que son secuencias consenso dentro de la region promo-
tora de los genes diana (Figura 7.9).

Los DBD de los receptores nucleares se unen a una variedad de ER, cuyas
secuencias de nucledtidos pueden adoptar la forma de un palindromo,
una repeticiéon directa o sitios monoméricos extendidos. Estos palindromos
confienen dos repeticiones AGGACA que pueden estar separadas por una
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region espaciadora que varia en longitud. Se ha demostrado que la longitud
de este espaciador modula alostéricamente a los receptores estrogénicos,
dando lugar a diferentes resultados transcripcionales. Sin embargo, la longi-
tud del espaciador mds comuUn es de solo 3 pb. Los receptores que se unen
a las repeticiones directas incluyen el heterodimero RXR-RAR, el GCNF vy el
VDR. Estas secuencias estdn compuestas por dos sitios AGGTCA separados
por una secuencia espaciadora de 0 a 5 pb de longitud. Por Ultimo, LRH-1
y SF-1 son ejemplos de receptores que se unen a secuencias monomeéricas
extendidas. Estos ER contfienen un sitio AGGTCA, asi como una secuencia rica
en A/T directamente rio arriba.

Figura 7.9. Representacion esquemdtica de los elementos de respuesta.
La disposicién de los elementos de respuesta puede cambiar dependiendo del fipo de
receptor al cual se unan. En el inciso A se muestran los repetidos palindrémicos a los que
se une el receptor de estrégenos y glucocorticoides. En el inciso B del receptor de vitamina
D se muestran repetidos directos en el ADN. En el inciso C se muestra un solo elemento de
respuesta extendido como el que utiliza el receptor del factor esteroidogénico 1.
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Interaccidn con los correguladores

Por Ultimo, como se habia mencionado anteriormente, la respuesta gendmi-
ca final de los RN sobre la expresion puede ser de activacion, represion, de-
presidon o tfransrepresion. Esta variacion en la respuesta se debe a los dife-
rentes correguladores que son reclutados y dependen directamente de la
estirpe celular y el RN que esté llevando la senal. Ademds, se ha visto que
existen cambios temporales dentro de la misma célula, lo que dificulta prede-
cir el efecto en todo el organismo.

Actualmente se han descrito mds de 200 moléculas que pueden fun-
cionar como correguladores, que se dividen en dos categorias principales:
coactivadores y correpresores. Estos interactian directamente con los NR en
las secuencias AF-1 y AF-2. Dado que el AF-1 se encuentra dentro del NTD no
estructurado, no se tiene actualmente informacién estructural sobre estas in-
teracciones. Sin embargo, casi todas las estructuras de los LBD de los RN estén
cristalizadas con fragmentos de dominios de interaccién de los RN y con los
correguladores en la superficie AF-2 (Figura 7.10). Las proteinas coactivador-
as interactUan con los RN a través de una hélice alfa, que contiene un motivo
corto LXXLL (L- leucina, X- cualguier aminodcido). Este motivo interactia con
la superficie AF-2 del RN. Los residuos de leucina del corregulador se encuen-
tran dentro del surco hidrofébico de la superficie AF-2 y los extremos del pép-
tfido helicoidal se mantienen generalmente en su lugar por una abrazadera
de carga, formada por una lisina en el H3 del RN y un glutamato en el H12
que tapan el dipolo de la hélice. Los correpresores confienen motivos conser-
vados (L/)XX(I/V)I o LXXX(I/L)XXX(I/L) (denominados cajas CoRNR) (L- leucina,
I- isoleucina, X- cualquier aminodcido).

La discriminacién entre la unidn del coactivador o del correpresor se ha
relacionado con la flexibilidad conformacional de H12. El modelo propuesto
actualmente para el reclutamiento de estos correguladores es el modelo de
estabilizacion dindmica que sugiere que H12 no estd en una posicion fija,
sino que es dindmico. La unién del ligando estabiliza la hélice en una con-
formacién mds fija. En la Figura 7.10 se representa el cambio que sufren estos
correpresores bajo el estimulo de un ligando y ubiquitinacién.
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Figura 7.10. Reclutamiento de correguladores.
Las moléculas del complejo correpresor que mantiene apagada la transcripcidon genéti-
ca pueden ser reemplazadas por un complejo coactivador por la presencia del ligando,
el cual inicia la sehal para la degradacion del complejo correpresor por via del proteo-

soma 268S.

Regulacién

La regulacién en la funcidn de estos receptores es indispensable para el
correcto funcionamiento fisioldgico. Debido a esto, los RN estdn someti-
dos a una amplia variedad de mecanismos regulatorios, como pueden ser
las modificaciones postraduccionales, la degradacién, la estabilidad vy el
blogueo de la dimerizacion, asi como por la propia exportacion nuclear.
Es tan amplia la variedad de RN, que en esta seccién se tomardn como
referencia los datos que se han reportado para la regulacion de los PPAR,
en particular los PPARy, ya que son los mds estudiados, asumiendo que la
mayoria de los mecanismos aplican a otros tipos de RN.
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Modificaciones postraduccionales

Las modificaciones postraduccionales comprenden todos los cambios que
sufren las proteinas después de ser sintetizadas y sirven normalmente para
regular la funcién de dichas proteinas. Estas modificaciones suelen ser rever-
sibles y regulables por estimulos homdlogos (provenientes de la misma via de
senalizacion) o heterdlogos (provenientes de otfras vias de senalizacién).

Fosforilacién

Numerosos reportes han demostrado que PPARy se fosforila tras la estimu-
lacién de la via activada por la MAPK. Una variedad de estimulos como los
factores de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento derivado
de las plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento transformante B (TGFB), la
insulina, la prostaglandina F2a (PGF2 a) o el estrés celular, desencadenan
la fosforilacidén de PPARy, a fravés de la activacién de las cinasas reguladas
por senales extracelulares (ERK) 1/2 o p38/c-Jun N-terminal cinasa (JNK). El
sitio de fosforilacion se encuentra en la serina 112 de PPARy2 situado en la
region AF-1 dentro de un sitio de consenso para MAPK. El papel funcional de
la serina 112 fosforilada (S112ph) es evidente por la disminucién de la acti-
vidad tfranscripcional de PPARy. El evento de fosforilacién no afecta la es-
tabilidad de la proteina PPARy ni reduce su actividad de unién al ADN.
En su lugar, S112ph inhibe la funcién de transactivaciéon de PPARy mediante el
reclutamiento de correpresores o la liberacién de coactivadores.

En 2010 se describié un nuevo sitio de fosforilacion de PPARy (S273ph), se
descubrié que la serina 273 se encuentra dentro del motivo consenso de la
CDK5 vy se fosforila facilmente por la forma activada de esta cinasa. Al igual
que en el caso de S112, la pérdida de fosforilacion en $273 tuvo efectos
activadores en PPARy, pero las consecuencias bioldgicas exactas fueron
muy distintas: no aumentd la actividad adipogénica global de PPARYy, sino
qgue aumentd un subconjunto especifico de genes diana que promueven
la sensibilidad a la insulina. Estd claro que S112 y $273 no son los Unicos resi-
duos fosforilados en PPARy, ya que se han identificado oftros sitios fosforilados
(S133y T296). Ademds, recientemente se describid que la fosforilacion de Y78,
regulada por el protooncogén SRC, tirosina cinasa no receptora (c-SRC) y la
proteina-tirosina fosfatasa 1B (PTP-1B) es importante para la regulacion de
los genes implicados en la expresidn de citocinas y quimiocinas (Figura 7.11).

Sumoilacién

La sumoilacion de PPARy con SUMOT, que se describid por primera vez en
2004 fue el residuo de lisina K107 en PPARy2, situado dentro de un motivo de
consenso de sumoilacion. Mediante el andlisis de las células que expresan el
mutante K107R, se descubrié que la falta de sumoilacion de K107 en PPARyy
se correlacionaba con la activaciéon transcripcional de los genes diana de
PPARy, y con una mayor adipogénesis. Estos estudios definieron claramente
la sumoilacién de K107 como una marca represiva para PPARy, aunque el
mecanismo exacto aun estd por dilucidarse.
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Una publicaciéon mds reciente demostré que PPARy también puede ser el
objetivo de la modificacion por SUMO2 e identificd Ké3, K94, K98 y K107 en
PPARYy2 como sitio blanco, de los cuales, los tres primeros sitios se encuentran
dentro de un motivo de consenso de sumoilacién invertido. La sumoilacion
en cualquiera de las dos posiciones es perjudicial para la tfransactivacion de
PPARy. La maquinaria enzimdtica que interviene en la sumoilacion y desumoi-
lacién de PPARy consiste en la enzima conjugadora de ubiquitina 9 (UBC9,
E2 ligasa), el inhibidor proteico de STAT activado (PIAS1/PIASxB, E3 ligasa) y la
proteasa especifica de SUMO 2 (SENP2, proteasa) (Figura 7.11).

Acetilaciéon

En 2010, se observd por primera vez que PPARy puede ser una diana de ace-
tilacion de lisina, pero fue hasta el 2012 que otro informe ofrecié una vision
mds detallada de su funcién bioldgica. Se identificaron cinco residuos de li-
sina acetilados en la posicion K98, K107, K218, K268 y K293, de los cuales,
dos (K268ac y K293ac) podian bloguearse mediante la administracién de
rosiglitazona o mediante la activacién de la desacetilasa dependiente de NAD
sirfuina-1 (SIRT1). La desacetilacion de ambos residuos, tal y como se observa
en los modelos de ganancia de funcién de SIRT1, tiene efectos metabdlicos
beneficiosos, lo que conduce al oscurecimiento del tejido adiposo blanco y
a la sensibilizacién a la insulina. Mecdnicamente, esto se logré mediante la
modulacion del reclutamiento de cofactores. En concreto, la desacetilacion
de K293 favorece la unidon del activador adipogénico PRDM16, mientras
que la acetilacién de K268 y K293 potencia la interaccidén con el correpresor
NCoR. Otfro enfoque de espectrometria de masas condujo a la identificacion
de un total de nueve sitios putativos de acetilacion en PPARy1 (incluidos los
residuos de lisina correspondientes a K218 y K268 en PPARy2), de los cuales
K154 y K155 (K184 y K185 en PPARy2) fueron caracterizados con mds detalle.
Los mutantes K154/K155A y K154/K155Q mostraron un potencial lipogénico
muy reducido en comparacién con la proteina silvestre (Figura 7.11).

Ubiquitinacién

Recientemente, se han identificado a SIAH2 y MKRN1 como ligasas E3 de
PPARYy, dirigidas a la degradacién via proteosoma de PPARy. La actividad de
MKRNT1 se dirigid¢ principalmente hacia K184 y K185. Se reporté una funcion
inusual de la ubiquitinaciéon de PPARy en otfras dos publicaciones: en ellas se
demuestra que las ligasas E3 que contienen el motivo fripartito 23 (TRIM23)
y la célula precursora neural regulada por el desarrollo 4 (NEDD4) confieren
una poliubiquitinacién atipica a PPARy (formacion de cadenas de poliubi-
quitina no mediada por K48), lo que conduce a una menor degradacion via
proteosoma y a la estabilizacién de PPARy (Figura 7.11).

O-glucosaminilacién
Se ha propuesto que el azicar N-acetilglucosamina se une por un enlace
betaglicosidico a la serina y treonina y actia como un sensor de nutrien-
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tes, vinculando la fransduccidén de sefnales y la expresidn génica al es-
tado metabdlico. Por lo tanto, es interesante que se haya descrito que
PPARy1 puede modificarse en T54 (correspondiente a T84 de PPARy2), lo
que provoca una disminucién de su funcién transactivadora (Figura 7.11).

Figura 7.11. Modificaciones postraduccionales de los PPAR.
Se muestra el resumen de los posibles sitios de regulacién de los receptores PPARy.

Degradacién

La degradacién de proteinas enddgenas estd marcada por la ubiquitinacion
y subsecuente procesamiento en el proteosoma. Los RN pueden ser someti-
dos a estos procesos; sin embargo, es importante hacer notar que es un
proceso mds costoso energéticamente para la célula, ya que requiere
sintetizar nuevos receptores a diferencia de la regulaciéon postraduccional
descrita anteriormente. No obstante, se ha comprobado que es habitual
que los RN activados por ligando sean marcados para degradacién y no solo
eso, también los correpresores, los coactivadores de la familia SRC, el CBP y
el E6-AP también son ubiquitinados. Es posible que la via del proteosoma sea
necesaria para intercambiar los complejos coactivadores entre la iniciacién
y la elongacién de la transcripcién.

La hipdtesis mencionada anteriormente sobre la degradaciéon del recep-
tor-coactivador sugiere que el recambio del complejo receptor-coactivador
es frecuente y continuo, requiriendo cada nuevo complejo concentraciones
suficientes de ligando hormonal para ocupar el receptor, un suministro ade-
cuado de receptor (o de receptor recién sintetizado) y una concentracion
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suficiente de coactivador, para mantener una expresion adecuada del gen
diana ante los niveles hormonales apropiados. La regulacién descendente (a
la baja) o desensibilizaciéon es el sello distintivo del sistema endocrino vy sirve
como un mecanismo importante para evitar la sobreestimulacién celular por
parte de las hormonas.

Papel fisiolégico

La variedad de funciones que conocemos de los ligandos que se unen a
estos RN deja en evidencia la relevancia de estos, ya que participan en
casi todos los aspectos de la fisiologia humana, ademds del papel de estos
receptores en la etiologia de muchas enfermedades cuando no funcionan
de forma adecuada. Es claro que una comprension detallada de estos
sistemas fiene implicaciones importantes, no solo para entender los aspectos
fisioldgicos, sino también para la comprension y el desarrollo de nuevos
tratamientos farmacoldgicos. Actualmente estos tratamientos se ocupan de
forma limitada debido a los efectos adversos que han llegado a presentar,
sobre todo por la falta de especificidad del tejido. A continuacién, se descri-
ben algunos ejemplos de estrategias terapéuticas que manipulan la funcién
normal de estos RN.

Fibratos

Los fibratos, tales como el fenofibrato, el clofibrato, el bezafibrato, el ciprofi-
brato y el gemfibrozilo son un grupo de fdrmacos que se han utilizado por
mucho tiempo para el tratamiento de dislipidemias aterogénicas y que
recientemente se han propuesto como una alternativa para el fratamiento
de pacientes con diabetes tipo Il y con sindrome metabdlico, debido a que
han demostrado tener efectos cardioprotectores. Los fibratos pertenecen a
una clase de fdrmacos que ejercen sus efectos mediante la activacién de
RN, especificamente el receptor activado por el proliferador de peroxiso-
mas-a (PPARa) y, en menor medida, los subtipos PPARB y PPARYy.

La unién de los fibratos a los PPARa provoca que estos factores de trans-
cripcién se activen y puedan unirse a sus respectivos elementos de respuesta
para regular la expresion de diferentes genes diana, los cuales se relacionan
directamente con proteinas y enzimas clave en el metabolismo energético,
especialmente en el catabolismo de los dcidos grasos. Esta expresion estimu-
la la oxidacién de los &cidos grasos libres en el higado, reduciendo asi la
sintesis hepdtica de lipoproteinas ricas en triglicéridos. Por ofro lado, ademds
de reducir la sintesis de triglicéridos, la activacion de PPARa favorece el ca-
tabolismo de estos al aumentar la expresién del gen de la lipoproteina li-
pasa (LPL), enzima responsable de hidrolizar los triglicéridos y los fosfolipidos
de las lipoproteinas ricas en triglicéridos en el plasma. Un efecto adicional de
los fibratos que activan PPARa es la inhibicidn de la sintesis de apolipoprotei-
na C-lll (ApoC-lll). Dado que la ApoC-lll retrasa el catabolismo de las lipo-
proteinas ricas en triglicéridos, su inhibicién constituye ofro mecanismo por
el cual los activadores de PPARa reducen la concentracién de triglicéridos
en plasma.
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Los fibratos regulan los niveles de colesterol de las lipoproteinas de alta
densidad (HDL-C), aunque se desconocen los mecanismos precisos, se ha
propuesto que estos fdrmacos aumentan la expresion de las dos principales
apolipoproteinas de las HDL, la ApoA-l y la ApoA-Il. En general, el aumento
de la ApoA-Il en plasma es mayor que el de la ApoA-l. Esto da lugar a un
aumento de la concentracién de particulas de HDL que contienen tanto
ApPOA-l como ApoA-Il, pero una disminucidn de las que contienen solo ApoA-I.
Otra hipdtesis sobre el aumento de HDL-C, incluye un incremento del flujo de
colesterol celular, secundario a una induccién de la expresidén de ABCAT1. Los
fioratos también reducen los niveles de LDL-C, sobre todo en personas con
niveles elevados de LDL-C, sin embargo, tienen poca actividad reductora
del LDL-C cuando los niveles de triglicéridos plasmdticos son elevados. Los
fiboratos también aumentan el tamano de las particulas de LDL y disminuyen la
concentracion de restos de lipoproteinas ricas en triglicéridos, finalmente, se
ha reportado una disminucién directa en la inflamacién de la pared arterial.
Estos Ultimos efectos son potencialmente antiaterogénicos y parecen estar
mediados por todos los fibratos por igual, lo que los convierte en excelentes
alternativas para el fratamiento cardioprotector que requieren los pacientes
con sindrome metabdlico y diabetes. En la Figura 7.12 se muestra un resumen
de los efectos mediados por este grupo de fdrmacos.

Posibles mecanismos antiaterogénicos de los

fibratos
\

Efectos antiinflamatorios
directos en grasa visceral
Niveles reducidos de

triglicéridos en plasma

Efectos antiinflamatorios
directos sobre la pared arterial

Reduccion de quilomicrones y

remanentes VLDL Incremento en el transporte

reverso del colesterol
A

Incremento de

nivel de HDL.C Incremento de

nivel de LDL

Figura 7.12. Efectos cardioprotectores de los fibratos.
Se muestran los posibles mecanismos por los cuales los fibratos han demostrado fener efec-
tos antiaterogénicos.

Tiazolidinedionas

Durante los Ultimos anos, la diabetes mellitus tipo Il (DM-Il) se ha mantenido
como una enfermedad altamente prevalente, que requiere tratamiento
tanto farmacolégico como no farmacolégico. Actualmente los tratamientos
farmacoldgicos convencionales mds utilizados incluyen lainsulina y los antidia-
béticos orales, tales como las sulfonilureas, las biguanidas, las fiazolidinedionas
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(TZD) vy los inhibidores de la c-glucosidasa. Dentro de estos grupos destacan
las TZD al ser uno de los grupos mds recientes con efectos sensibilizadores a la
insulina, y que actuan a través de la estimulacion de los receptores nucleares
PPARYy.

La unidn de las TZD a los PPARy puede producir tanto una fransactivacion
como una transrepresion de los genes diana. En el proceso de fransactivacion,
la unidn de estos compuestos produce la heterodimerizacidon de PPARy con
el receptor de retinoides X (RXR) y, por lo tanto, el reconocimiento de los
elementos de respuesta al proliferador de peroxisomas (PPRE) en la region
promotora de los genes diana. Ademds, los cambios conformacionales de
los PPARy dan lugar al reclutamiento de cofactores y coactivadores. Estos co-
activadores interactian con los receptores nucleares de forma dependiente
del ligando e influyen en el conjunto de genes transcritos, como son FABP4,
PLIN2, LPL, ADIPOQ y CEBPA. Los PPARy pueden reprimir la expresidén del gen
diana, mediante una retroalimentacién negativa sobre otras vias de trans-
duccién de senales, como el factor nuclear kappa-B (NF-kB), de manera in-
dependiente de la unidn al ADN. Las acciones de sensibilizacion a la insulina
mediadas por las TZD se han descrito como un modo de accidn directo o
indirecto sobre las células, mediante el aumento en el almacenamiento de
lipidos y la diferenciacién de adipocitos (Figura 7.13).

Figura 7.13. Mecanismo de accién de las tiazolidinedionas.
Las tiazolidinedionas se unen principalmente a los receptores PPARYy, los cuales al ser ac-
tivados se transportan al ndcleo uniéndose a los elementos de respuesta de PPAR (PPRE),
provocando la activacion de los genes blanco, implicados en los efectos antidiabéticos.
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Las TZD se habian colocado como una buena alternativa para el trat-
amiento de DM-Il, debido a su capacidad de estimular a los PPARy. Como
resulfado de esto, reducen la sintesis hepdtica de glucosa, aumentan la
utilizacién periférica de la glucosa y mejoran el metabolismo de los lipidos. Las
TZD aumentan predominantemente la eliminaciéon de glucosa estimulada
porinsulina en el musculo esquelético. Los efectos antidiabéticos de las TZD se
atribuyen undnimemente a su accidn agonista sobre el receptor activado por
el proliferador de peroxisomas PPARy, que se expresa predominantemente
en las células grasas. A través de la activaciéon de este receptor nuclear,
las TZD modulan la expresidon génica, desencadenan la diferenciacion de los
adipocitos e inducen la remodelaciéon del tejido adiposo, que se asocia con
cambios en la salida de senales de los adipocitos. Se cree que las senales
derivadas del tejido adiposo, incluidos los dcidos grasos libres y las hormonas
peptidicas (adiponectina, resistina, leptina y factor de necrosis tumoral-a)
median en la mejora de la eliminacién de glucosa del musculo esquelético
inducida por TZD.

Consecuentemente, se mejora el efecto de la insulina enddgena para
mantener los niveles normales de glucosa en sangre. Lamentablemente, las
TZD utilizadas en la clinica, como la froglitazona, la pioglitazona vy la rosiglita-
zona generan efectos colaterales graves, como hepatotoxicidad, retencion
de liguidos e incremento del peso corporal. Debido a estos inconvenientes,
la troglitazona vy la rosiglitazona fueron prohibidas por la FDA vy la pioglitazona
fue retirada mds adelante por el riesgo de provocar cdncer de vejiga.

Corticosteroides

Los corticosteroides son una clase de hormonas esteroides liberadas por la
corteza suprarrenal, que incluye a los glucocorticoides y los mineralocorti-
coides; sin embargo, el término corticosteroides suele referirse a los gluco-
corticoides tanto naturales como sintéticos, con potentes efectos inmuno-
supresores. Estos farmacos se han convertido en un referente clinico para el
fratamiento de numerosas enfermedades inflamatorias y autoinmunes, entre
otras, el asma, el shock séptico, la artritis reumatoide, la enfermedad infla
matoria intestinal y la esclerosis multiple. Desafortunadamente, los beneficios
terapéuticos de los glucocorticoides se ven limitados debido a los efectos ad-
versos que se asocian a las dosis altas o al uso crénico. Estos efectos adversos
pueden incluir osteoporosis, atrofia cutdnea, diabetes, obesidad abdominal,
glaucoma, cataratas, retraso del crecimiento e hipertensién y el Sindrome de
Cushing.

El efecto de los corticosteroides se ha descrito tanto por mecanismos
gendmicos como no gendmicos, en este capitulo nos centraremos en los
primeros. Los efectos gendmicos de los glucocorticoides estédn mediados
por el receptor de glucocorticoides (GR). En ausencia del ligando, el GR se
encuentra predominantemente en el citoplasma formando un complejo
multiproteico que incluye proteinas chaperonas como Hsp%0, Hsp70 y P23 e
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inmunofilinas como FKBP51 y FKBP52. Este complejo mantiene el GR en una
conformaciéon de alta afinidad que favorece la unidn del ligando. Al unirse
al ligando, el GR experimenta un cambio conformacional que provoca la
disociacion de las proteinas chaperonas. Esto conduce a una reorganizacion
estructural del GR exponiendo las dos senales de localizacién nuclear, y el
GR unido al ligando se transloca rdpidamente al ndcleo a través de los poros
nucleares. Una vez dentro del nicleo, el GR se une directamente a los
elementos de respuesta a los glucocorticoides (GRE) y estimula la expresion
de los genes diana (Figura 7.14). El GR se une al GRE como un dimero y cada
secuencia estd ocupada por un receptor, la unién del GR con el GRE induce
cambios conformacionales en el GR que conducen al reclutamiento coordi-
nado de los complejos correguladores que influyen en la actividad de la ARN
polimerasa Il, provocando la activacién de la transcripcion o la represion de
los genes como los que codifican para la anexina 1, proteina cremallera
de leucina inducida por glucocorticoides (GILZ) y proteina cinasa activada
por mitégenos fosfatasa 1 (MKP-1).
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Figura 7.14. Mecanismo de accién de los glucocorticoides.
Los glucocorticoides difunden libremente por la membrana celular para unirse a su recep-
tor, el cual estd unido a la proteina Hsp90 y a TPR, la unién del ligando provoca su activaciéon
y translocacién hacia el nicleo donde se unen a su elemento de respuesta (GRE), provo-
cando la expresion de la anexing, la cual tiene efectos antiinflamatorios.

La regulacién transcripcional del GR, al igual que la mayoria de los RN,
también es modulada por el reclutamiento de coactivadores, que provocan
las modificaciones postraduccionales de histonas. Esta propiedad ayuda a
alterar la estructura de la cromatina y el reclutamiento de otros cofactores,
lo que hace que la cromatina sea mds accesible para los factores generales
de transcripcién y el complejo de la ARN polimerasa en el promotor del gen
objetivo. La identidad de los correguladores que contribuyen a la transacti-
vaciéon del GR se ha incrementado en los Ultimos afos hasta alcanzar cientos
de ellos. Algunos de los correguladores del GR bien estudiados son las
proteinas de la familia SRC, los complejos SWI/SNF, NCoR1 y SMRT.

Moduladores selectivos de receptores de estrégenos

La sefalizacién celular de los estrégenos estd mediada por dos receptores
de estrégenos (RE), el REa (NR3AT1) y el REB (NR3A2), ambos pertenecientes a
la familia de los RN. La identificacion del segundo RE ha planteado una com-
pleja via de sefalizacion de los estrégenos y ha ayudado a explicar la accién
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de los estrégenos en los tejidos que no expresan el NR3A1. Ademds, se han
descrito diversas variantes de corte y empalme para ambos subtipos de re-
ceptores expresados en diferentes tejidos, lo que dificulta ain mds predecir el
efecto de los estrogenos naturales, impidiendo su uso terapéutico especifico.

Con la intencién de tener efectos mds selectivos y favorables en los
tejidos, actualmente se ha desarrollado una variedad de antagonistas sintéti-
cos de los estrégenos, algunos de ellos se utilizan clinicamente para revertir
los efectos promotores del crecimiento de los estrégenos en el cdncer de
mama. El término modulador selectivo del receptor de estrogeno (SERM ,por
sus siglas en inglés) describe los ligandos sintéticos del RE que muestran una
farmacologia selectiva de los tejidos, ya que pueden funcionar como antago-
nistas, oponiéndose a la accién de los estrogenos en determinados tejidos o
pueden hacerlo como agonistas en otros érganos (Tabla 7.2).

Tabla 7.2. Efectos selectivos de los SERM en diferentes tejidos

Compuesto Cerebro Mama Vasculatura Hueso Utero
Estrogenos + + + + +
Tamoxifeno + - + + +
Raloxifeno ND - + + -
Droloxifeno ND - + + -
Toremifeno ND - + + +
Fitoestrogenos + ND + ND +

Brevemente, la capacidad de estos SERM de modular de forma diferencial
la respuesta a los estrégenos se debe a la capacidad que tienen de reclu-
tar diferentes correguladores al ser activos los RE por sus ligandos y llevados
a su respectivo elemento de respuesta a estrogenos (ERE), dentro de los
promotores de los genes diana o pueden interactuar con otros complejos de
factores de transcripcién, como Fos/Jun (elementos de respuesta a AP-1) o
SP-1 (motivos SP-1 ricos en GC) e influir en la transcripcién de genes, cuyos
promotores no albergan ERE. La activacion dependiente del ligando
desencadena el reclutamiento de una variedad de correguladores al recep-
tor en un complejo que altera la estructura de la cromatina y facilita el re-
clutamiento de la maquinaria transcripcional de la ARN polimerasa Il (Pol Il).
Curiosamente, en determinados contextos de tipos celulares y promotores, el
4-hidroxitamoxifeno y el raloxifeno, que funcionan como antagonistas en los
ERE, pueden comportarse como agonistas a través de estas vias indirectas.
REB, pero no REa, en presencia de 17-B estradiol puede oponerse a las
acciones de 4-hidroxitamoxifeno y raloxifeno en un ensayo de gen reportero.

Es importante mencionar que la diferencia en el efecto final de los
estrégenos depende, en gran medida, de los correguladores que sean
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reclutados al ERE. En general, se dividen en coactivadores, como la familia
SRC (P160) y correpresores, como los de la clase | CoRNR-box. Sin embargo,
también participan muchas otras proteinas en la sefalizacién de los RE. Se ha
demostrado que existen coactivadores y correpresores en complejos protei-
cos mulfifuncionales y aunque se han identificado los componentes de varios
complejos, se sabe poco sobre los procesos que controlan el reclutamiento
de los factores de transcripcidén. Un modelo sugiere que estdn presentes
distintfos complejos coactivadores y correpresores en un estado preformado y
son reclutados al sitio de transcripcion dependiendo del estado del receptor
nuclear.

Preguntas de integracién
En 1999 se establecid la propuesta de la NC-IUPHAR para la nomenclatura
de los receptores nucleares. Mencione cudntas subfamilias existen.
2Qué representa cada término en el nombre NR3A2 y a qué receptor
se refiere?

Esquematice en orden de N-terminal a C-terminal los dominios que com-
ponen de forma general a la mayoria de los receptores nucleares.
Ademds, mencione brevemente la funcién de cada uno de ellos.

En el laboratorio se desarrolld un receptor (una variante del receptor an-
drogénico), que tenia una mutacién dentro de la regidon LBP, espe-
cificamente en la regién AF-H, que provocaba un plegamiento erré-
neo de esta regién. 3Qué implicaciones tendria esta mutacién en la
respuesta celular al ser comparada con la del receptor silvestre?

Explique laforma en que sonreclutadoslos correguladoresy qué determina
si es coactivador o correpresor el que debe unirse.

Mencione cudl es el fundamento de por qué es Ufil el tratamiento de
tamoxifeno en el cdncer de mama y cédmo se han logrado reducir los
efectos adversos de estos compuestos. Es importante mencionar cudl
es el efecto de los estrégenos enddgenos en el cdncer de mama 'y qué
diferencia hay con estos SERM.
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Objetivos

Este capitulo tiene como objetivo brindar un panorama general sobre el
entrecruzamiento de las diferentes vias de sefalizacion comentadas en los
capitulos anteriores, ya sea en condiciones fisioldgicas o patoldgicas, hacien-
do énfasis en las moléculas efectoras de regulacién en dicho cruce.

Introduccién

Las células son expuestas simultdneamente a varias senales extracelulares.
El correcto mantenimiento de la fidelidad del sistema de transducciéon
infracelular resulta en la adecuada amplificacién de respuestas bioldgicas
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especificas. La exacta seleccidén de moléculas efectoras ante un estimulo
es crucial y conducird a una apropiada respuesta fisioldgica. Sin embargo,
las moléculas efectoras rio abajo en el sistema de transduccion intracelular
estdn sujetas a una regulaciéon compleja, dictada por la activacién e inacti-
vacién de una o varias vias de senalizacion.

El término Crosstalk hace referencia al entrecruzamiento entre dos o mds
vias de senalizacién derivadas de la activacién de un receptor, ya sea por la
unién especifica de su ligando o por su activacion derivada de algin evento
secundario. Una via de sefalizacion puede entrecruzarse con ofra via de
senalizacion en condiciones fisioldgicas, sin embargo, a menudo ocurre bajo
condiciones patolégicasy en su mayoria es un evento célula-tejido especifico.
En este capitulo se revisan algunos ejemplos sobre el entrecruzamiento de
algunas vias de senalizacion.

Receptores acoplados a proteinas G y

receptores tirosina cinasa (RTK)

Existe un entrecruzamiento de vias de senalizacion entre los receptores aco-
plados a proteinas G (G-protein-coupled receptor, GPCR) en la superficie
celulary los receptores de tirosina cinasa (RTK), que actia como mecanismo
ubicuo de amplificacién de las respuestas de senalizacién iniciadas. Debido a
que este cruce de vias puede ocurrir después de la activacién de cualquiera
de los dos receptores, se ha denominado fransactivacién bidireccional (Pyne
& Pyne, 2011).

Activacién de los RTK mediante la activacién de los GPCR

Este mecanismo de transactivacion provee una explicacién para las propie-
dades mitogénicas de varios ligandos de los GPCR como neurotransmisores
y hormonas. La fransactivacion depende del tipo celular y del tipo de GPCR
que haya sido activado, produciéndose asi una amplia variedad de posibles
combinaciones para activar los RTK. La transactivacion de los RTK se puede
llevar a cabo por mecanismos dependientes e independientes del ligando.

Mecanismo dependiente de ligando

Algunos ligandos de receptores acoplados a proteinas G, tales como el dcido
lisofosfatidico, angiotensina Il, trombina, bradicinina y la endotelina tienen
efecto estimulatorio del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR). Esta activacion del EGFR dependiente de GPCR involucra la estimu-
lacidn de metaloproteinasas unidas a la membrana, las cuales a través de la
escisién proteolitica extracelular del pro-HB-EGF (forma latente que atraviesa
lamembrana de este factor de crecimiento) inducen laliberaciéon extracelular
de un ligando andlogo, el EGF unido a heparina (HB-EGF). Producto de la
unién entre HB-EGF y EGFR se produce la respuesta mitogénica caracteristica
de los receptores tirosina cinasa mediada por la via Raf/MEK/ERK1/2 (Pierce
et al., 2001).
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Figura 8.1. Mecanismo dependiente de ligando en el enirecruzamiento
entre los receptores GPCR y RTK.
La unién del ligando a su receptor causa la accién efectora de la subunidad a de la protei-
na G asociada al receptor, la cual enciende rio abajo la sefalizacién Raf/MEK/ERK. Una
vez activada, ERK se tfransloca al nicleo y activa factores de transcripcién diana como son
c-Jun, c-Myc y c-Fos, relacionados con la proliferacion y desarrollo celular. Moduladores
celulares derivados de esta actividad franscripcional en conjunto con las cinasas Src y Pyk2
estimulan la escisién proteolitica extracelular del pro-HB-EGF por accién de la metalopro-
teinasa. El proHB-EGF liberado exfracelularmente puede actuar como ligando y unirse al
receptor EGFR para inducir su respuesta mitogénica dependiente de ERK.

Como se ha mencionado anteriormente, la unidn del ligando a los GPCRs
produce la separacién de sus subunidades a, By y, las cuales son capaces de
actuar sobre ofras moléculas efectoras. La subunidad a de la proteina G (G a)
unida al GTP puede activar el efector terciario de la via de senalizacion de las
MAPK, MAP3K, también conocida como Raf. La proteina Raf activa el efector
secundario MAP2K, MEK que, a su vez, activa a ERK1/2, una de las princi-
pales MAPK. Cabe mencionar que en levaduras la activacién de las MAPK es
mediante el dimero Gbg (Dohiman & Slessareva, 2006). Una vez activada
ERK1/2 se traslada al nucleo donde fosforila y regula sus proteinas blanco
(factores de transcripcidn c-Myc, c-Jun, c-Fos y Elk-1) relacionados con la
proliferacién, diferenciacién y desarrollo. La activacién de MAPK derivada
de la unién del ligando con las GPRC involucra otros mediadores, tales como

Src y Pyk2, los cuales también son los responsables de la estimulacion de las
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metaloproteinasas encargadas de la activacién de los RTK dependiente de
ligando mediante la activacién del factor de transcripcién AP-1 (Yang et al.,
2017) (Figura 8.1).

La mayoria de las investigaciones realizadas sobre la transactivacion en
direcciéon a la activacién de los RTK son principalmente hechas en fibroblastos
y cardiomiocitos, lo cual sugiere que podria tener un papel fundamental en
enfermedades como la hipertrofia cardiaca y el cdncer (Asakura et al., 2002;
Gschwind et al., 2002; Pai et al., 2002.)

Mecanismo independiente de ligando

La transactivacién del EGFR a través de la activacién de GPCR indepen-
diente de ligando no involucra la participacién de las metaloprotei-
nasas y ocurre con la participaciéon directa de las cinasas Src y Pyk2, las
cuales son activadas en la senalizacién rio abajo por la activaciéon de los
GPCR. Experimentos en fibroblastos embrionarios revelan que Pyk2 for-
ma un complejo con Src, el cual fosforila directamente el EGFR en res-
puesta a la activacion de GPCR (Andreev et al., 2001). Particularmente,
la activacién del receptor GPCR B-2 adrenérgico modula la funcién
del EGFR mediante la fosforilacién directa por Src en los residuos Tyr845
y Tyr1101. (Biscardi et al., 1999; Drube et al., 2006). Ademds del efecto
co-activador de Pyk2 al unirse al EGFR y promover la migracién celular, se ha
observado que, enrespuesta ala activacion delreceptor de trombina (PART),
se favorece la regulacién transcripcional de la metaloproteinasa-? median-
te la activacién de la via EGFR/PI3K/Akt/ERK1/2/AP-1 (Yang et al., 2017). Estos
datos revelan que la funcién de las proteinas Src y Pyk2 en respuesta a la
activacién de los GPCR tiene una relevante regulacién sobre el efecto
mitogénico de los EGFR (Figura 8.2).
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Figura 8.2. Mecanismo independiente de ligando
en el enfrecruzamiento entre los receptores GPCR y RTK.
La activacién de los receptores GPCR por la unién de su ligando activa las cinasas Src y
Pyk2 por accién de la subunidad a de la proteina G asociada al receptor. Las cinasas Src
y Pyk2 modulan la funcién del receptor al formar un complejo y fosforilar los residuos Tyr845

y Tyr1101 del dominio intracelular del receptor EGFR.

El entrecruzamiento de vias de senalizacion entre los GPCR vy los RTK no
se limita Unicamente a la activacién de los EGFR, puede ocurrir transacti-
vacién de los receptores Trk en respuesta a la activacién de GPCR. La
activacién de los receptores TrkA y TrkB se ha observado en células PC12 y en
neuronas de hipocampo, respectivamente, en respuesta al tratamiento con
adenosina (Lee & Chao, 2001). La adenosina actia como neuromodulador
sobre los receptores de adenosina 2A (A,,) que pertenece a la familia de los
GPCR. Dicha transactivacién de los receptores Trk es mediada por la cinasa
Src, promoviendo el efecto neurotréfico a la adenosina con la subsecuente
activacién de las MAPK (Figura 8.3).
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Figura 8.3. Mecanismo independiente de ligando
en el entrecruzamiento entre los receptores GPCR y TrkA/B.
La adenosina activa la subunidad a de la proteina G asociada al receptor de adenosina-2A
(R2A), lo que causa la activacién de la cinasa Src que fosforila directamente a los receptores
TrkA en células PC12y a los receptores TrkB en neuronas de hipocampo. La activaciéon de los
receptores TrkA/B se lleva a cabo sin la unién de su ligando, y causa la respuesta mitogénica

en respuesta a la activacion de los receptores GPCR mediante la activacion de ERK.

Mecanismo alternativo

Por otra parte, se ha propuesto una interaccién entre ambos receptores,
formando un complejo en la membrana plasmdatica llamado signalosoma,
en el cual la proximidad entre ambos receptores tiene influencia sobre la
senalizacién del otro receptor. Dentro de este tipo de interaccién entre
receptores encontramos, por ejemplo, el entrecruzamiento de senalizacion
entre el receptor de firofropina (TSHR), que es un GPCR, y el receptor del
factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF1R), que es un RTK (Krieger et
al., 2019, 2020). Krieger et al. (2019, 2020) mediante cultivos de fibroblastos/
preadipocitos orbitarios de pacientes con la enfermedad de Graves y de
tirocitos humanos obtenidos del I6bulo contralateral de pacientes en cirugia
por cancer de tiroides, reportaron que los receptores TSHR y IGF1R co-localizan
40 um uno del ofro, de una manera independiente de ligando. Senalaron
que el complejo preformado tiene un incremento en la secrecién de dcido
hialuronico (HA) en células tratadas simultdneamente con TSHy IGF1, respecto
a las tfratadas por un solo ligando. A su vez, observaron un aumento en la
fosforilacién de ERK1/2 y que la actividad del complejo es dependiente de
la estabilizacion de la proteina B-arrestina (Figura 8.4)
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Figura 8.4. Mecanismo alternativo en el entrecruzamiento entre los receptores GPCR y TRK.
El receptor TSHR (GPCR) y el receptor IGFR1 (TRK) forman un complejo llamado signaloso-
ma (guardando una distancia de 40 um entre ellos), necesario para un incremento en la
secrecion de dcido hialurdnico, en un mecanismo que requiere la activacion de ERK y la

participaciéon de la proteina B-arrestina.

Este tipo de entrecruzamiento puede significar un hallazgo para el diseno
de una terapia combinada para el hipertiroidismo y oftalmopatia observada
en la enfermedad de Graves en lugar de una terapia Unica dirigida a IGF1R
o de una terapia Unica dirigida a TSHR.

Activacién de los receptores GPCR mediante la activacién de los RTK

Como ya mencionamos anteriormente, la transactivacion es un fendmeno
bidireccional, por lo que también ocurre la activacion de los GPCR en
respuesta a la activacion de los RTK.

La sintesis y acumulacién extracelular de sus ligandos es necesaria para la
transactivaciéon de los GPCR mediante la estimulacion de los RTK, para ello
estd involucrada i) la regulacién transcripcional v i) la activacion enzimdtica
dictada por los RTK. Un ejemplo de mecanismo dependiente de la regu-
lacion transcripcional es la que ocurre entre el receptor 5 de quimiocina
(CCRSY) y el receptor del factor de crecimiento similar a la insulina fipo-1 (IG-
FIR) (Mira et al., 2001). Adicionalmente, el CCRS es un objetivo traslacion-
al para la recuperacion neuronal en accidentes cerebrovasculares (ECV) y
dano cerebral fraumdtico, siendo el gen de CCRS el primero asociado a la
recuperacion del ECV en humanos (Joy et al., 2019).

En células de carcinoma de mama de humano, la activacion de IGFIR
conduce a la estabilizacién y al incremento de la transcripcidon del mRNA
de RANTES, también conocida como ligando de quimiocina-5 (CCL5). En lin-
focitos-T, la regulacién transcripcional de RANTES es mediante el factor de
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transcripcion RFLAT-1 (Nikolcheva et al., 2002). Una vez sintetizado, RANTES
es secretado al espacio extracelular donde actia como ligando de CCR5 y
mediante la sefializacion de la subunidad G, se promueve la migracion celu-
lar (Mira et al., 2001) (Figura 8.5).

Figura 8.5. Enfrecruzamiento entre los receptores RTK
y los GPCR dependiente de la regulacién transcripcional.
La unidon de IGF1 al receptor IGFR1 induce un incremento en la sintesis de RNAmM de RANTES
en un proceso que involucra un factor de transcripcién desconocido (FT). Posterior a la tra-
duccién ribosomal, la proteina RANTES es secretada al espacio extracelular para unirse al
receptor CCR5 y favorecer la migracién celular mediante activacién de la sefalizacion rio
abajo dirigida por la subunidad ai de la proteina G.

El entrecruzamiento entre las vias de senalizacién de los GPCR y RTK
ocurre también por activacién enzimdtica. El receptor de esfingosina-1 fos-
fato (S1P,R) puede sefalizar rio abajo en respuesta de la activacion de los
receptores PDGFR, RTKA e IGF-1R (Toman et al., 2004). La esfingosina-1 fos-
fato (SP1) es un producto metabdlico de los esfingolipidos en la membrana
celular y su accién de ligando con S1P,R regula procesos fisioldgicos esen-
ciales, tales como el trdfico de células inmunitarias adaptativas, el desarrollo
vascular y la homeostasis (Cartier y Hla, 2019).

En condiciones basales la concentfracién de SP1 se mantiene en un
balance entre su estado fosforilado (estado activo) por accidn de la esfingo-
sina cinasa-1 (SphK1) y su degradacién/desactivacion por accién catalitica
de la S1P liasa y S1P fosfatasa, respectivamente. Sin embargo, la unién del
factor de crecimiento derivado de plaqueta (PDGF) a su receptor (PDGFR)
estimula la translocacién a la membrana celular y la activacion de la SphK1,
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incrementando los niveles intracelulares de SP1 para su préoxima secrecion
extracelular (Hobson et al., 2001). Una vez secretada, SP1 se une a sureceptor
blanco (S1P R) para activar la sefalizacion rio abajo mediada por la G, que
incluye la inhibicidon de adenilato ciclasa (AC) y la activacion de las vias PI3K/
Akt y ERK1/2. Una transactivaciéon similar se observd en las lineas celulares
HEK293 y PC12 por la activacidn de los receptores IGFIR y RTKA, respectiva-
mente (Toman et al., 2004) (Figura 8.6).

Figura 8.6. Entrecruzamiento entre los receptores RTK

y los GPCR dependientes de actividad enzimdtica.
La unién de los ligandos PDGF, NGF e IGF-1 a sus receptores RTK correspondientes (PDGFR,
RTKA y IGFIR, respetivamente) estimula la translocacién de la enzima esfingosina cinasa-1
(SphK1) hacia la membrana celular, incrementando los niveles intracelulares de la esfingo-
sina-1 fosfato (SP1P, forma activa). Una vez secretada, la SP1P se une a su receptor blanco
SIP1R para iniciar la sefializacion dirigida por la subunidad a,de la proteina G, inhibiendola
adenilato ciclasa (AD) y activando las vias de ERK y AKT para favorecer la migracion celular.
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Receptores acoplados a proteinas G

y receptores tipo canales iénicos

Cerca de 40% de los fdrmacos aprobados por la FDA tienen como blanco
terapéutico a los GPCR o a los receptores con funcidén de canal idnico
(Overington et al., 2006). Este dato sugiere que la activacién de ambos
receptores tiene una repercusion fisioldgica crucial en el correcto manteni-
miento y funcionalidad de las células. Estos dos blancos terapéuticos guardan
una regulacidn mutua, ya sea por interaccién fisica o por entrecruza-
miento de sus vias de senalizacion rio abajo tras su activacién. A continua-
cién, se mencionardn algunos puntos de regulacién de los receptores con
funcién de canal idnico en respuesta a la activacién de algunos GPCR.

SNC

El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio en el SNC y actia
como ligando tanto de un grupo de GPCR (receptores metabotropicos,
mGIuR), asi como de receptores de tipo canal idnico (iGIuR). Debido a que
ambos tipos de receptores se co-expresan a un mismo nivel subcelular, un
entrecruzamiento entre las senalizaciones derivadas de su activacién es
un escenario probable, desencadenando una cooperatividad, sumacién o
supresion de senales, asi como cambios sutiles en el patrén de senalizaciéon
espacio/temporal.

En neuronas corticales, la activaciéon de los mGlul (GquCR) puede
potenciar la respuesta de los receptores NMDA (iGIuR) al incrementar la
fosforilacion de sus subunidades GIuN2A y GIuN2B mediante la induccién
de la activacion dependiente de Ca?- calmodulina de las cinasas Pyk2 y
Src (Heidinger et al., 2002). Un efecto similar se observé en neuronas de la
region CA3 del hipocampo al estimular los mGlu5 (GquCR) involucrando
la participacién de la proteina cinasa C (PKC) y Src (Benquet et al., 2002).
Estos datos sugieren que la activacién de los mGIuR acoplados a la qu
tienen un efecto potenciador sobre los receptores NMDA (Figura 8.7a). Sin
embargo, la activacion de los mGIuR también puede inhibir la actividad de
los receptores NMDA. En neuronas de la corteza prefrontal, la activacién
de mGIuR7 (G, PCR) inhibe las corrientes de Ca** en los receptores NMDA me-
diante la participacion de la b-arrestina y ERK1/2. La activacién del mGIuR7
(G, ,PCR) ocasiona la activaciéon de B-arresting, la cual recluta las proteinas
efectoras de la via de senalizacién de ERK1/2. Posteriormente, mediante la
participacién de las proteinas Ras (Nebl et al., 2004), se induce la activacién
de la proteina cofilina (un factor de despolarizacién de actina) mediante
su desfosforilacion en el residuo Ser3 y asi generar la desestabilizacién en los
flamentos de actina. La perturbacién de los procesos dindmicos de actina
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en la zona postsindptica causan la disociacién de la proteina PSD-95 con la
subunidad NR1 del receptor NMDA, interrumpiendo asi la entrada de Ca?* a
la célula (Gu et al., 2012) (Figura 8.7b).

Un efecto similar es observado con la activacién del receptor de seroto-
nina SHTT1A que aligual que los mGIUR7 son G, PCR (Yuen et al., 2005). Debido
a gue la ablacidén de mGIuR7 conduce a una variedad de sintomas con-
ductuales relacionados con la anomalia de la corteza prefrontal, tales como
deterioro de la memoria de trabajo y reduccién de la ansiedad y la depresidn,
la comprension de las vias de sefalizacién derivadas de su activacién repre-
senta un avance en el desarrollo terapéutico de algunos trastornos mentales.

Figura 8.7. Entrecruzamiento de los GPCR y los receptores tipo canal idnico (NMDA).
En A, la unién del ligando a los receptores mGlu1 conduce la activacion de IP3 mediante
la subunidad a, del receptor, que, a su vez, activa las proteinas Pyk2 y Src mediante un in-
cremento en los niveles de Ca?- dependientes de calmodulina. Las cinasas Pyk2 y Src son
capaces de fosforilar los receptores NMDA favoreciendo un incremento en las corrientes de
enfrada de Ca?. En B, la activacién de los receptores mGLUR7 (que contienen la subunidad
a,,) induce un incremento en la activacién de ERK dependiente de la proteina B-arresting.
Posteriormente en un proceso que involucra la participacién de la proteinaRas, se induce
la activacion de la proteina cofilina mediante una desfosforilaciéon de su residuo Ser3. La
despolimerizaciéon de los flamentos de actina causa una disociacion entre la proteina PSD-
95 en la densidad postsindptica y los receptores NMDA, lo cual interrumpe la enfrada de
Ca? ala célula.

Otra manera por la cual los MGIUR regulan a los receptores NMDA es me-
diante el reclutamiento de proteinas que interaccionan con el receptor en la
densidad postsindptica. Por ejemplo, la activacion del receptor muscarinico
M1 o del receptor mGlunR5 conduce a la activacién de PKC, que activa a
Pyk2 que, a su vez, activa la cinasa Src, la cual se dirige a un motivo fosfotiro-
sina cerca del C-terminal de la subunidad GIuN2B del receptor NMDA. Esta
unién potencia la actividad del receptor NMDA al aumentar el trafico del
receptor hacia la superficie de la membrana (MacDonald et al., 2007).
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La fosforilacién de los receptores NMDA por las diferentes cinasas ac-
tivadas en respuesta a la activacion de los mGIuR conduce a tres resulta-
dos funcionales dependiendo de la subunidad NMDAR y de qué residuos son
fosforilados: i) facilitaciéon de las corrientes ibnicas dependientes de NMDA;
ii) supresiédn de las corrientes idnicas dependientes de NMDA v iii) cambios en
la expresion del receptor NMDA. En la Tabla 1 se resumen las modificaciones
gue ocurren en los receptores NMDA vy el efecto que tienen en la funcién del
receptor.

Tabla 1. Modificaciones de los receptores NMDA causadas por la activacion de los GPCR

Receptor Proteina G Efector Subunidad Modificacion Funcion Referencia
(es) de NMDA (fosforilacion)

PACIR | G., PKA/Fyn | GIuN2B Tyr1474 | Foercerseindas | (Fakaetal, 2009

PAC1 R G SrC GlU N2A Tyr41 6 Potenciar actividad (K. Yang et al., 2012)
s

D1 R G Fyn GlUNZB Tyr420 Potenciar actividad (K. Yanget al., 2012)
s

mGlul |G PKC, | GluNt Ser890 e enle | (Sanchezrez Y
q Y agrupacion Felipo, 2005)

mGlURl/” G PKC GlUN2A Ser1416 Unién a la proteina (Gardoni et al., 2001)
afi CaMKil

mGIUR5 | G CamKIl | GIuNZB Ser1303 | Foercareeiied | Gin efal, 2079)
q

Receptores tirosina cinasa (RTK) y receptores idnicos

Como se ha mencionado anteriormente, los receptores NMDA son alta-
mente distribuidos en el SNC vy su participacion en el desarrollo neuronal y la
plasticidad sindptica depende del tipo de subunidades que los componen
y de las modificaciones postraduccionales que ocurren en sus dominios in-
tracelulares. En la seccién anterior mencionamos que la activacién de los
GPCR (mGIuR) causa fosforilaciones en algunas subunidades de los NMDAR,
regulando su funcidn de canalidnico. Esta capacidad de modificar la funcion
de los NMDAR se ha reportado por la activacién de algunos RTK. En células
granulares de cerebelo, la funcién de los NMDAR es critica para su desarrollo,
y la presencia de factores de crecimiento es esencial para su supervivencia
en los periodos de apoptosis a los cuales estdn sometidos durante su desarro-
llo (Contestabile, 2002). Ademds, la activacion de los IGF1R regula la funcién
de los NMDAR en el cerebelo. Demostraron que la proteina cinasa-B (PKB) fos-
forila, directamente la subunidad GIUNR2C en el residuo Ser1096, en respues-
ta ala activacién de los IGF1R, y que dicha fosforilacién es requerida para la
unién de la proteina 14-3-3¢. La familia de las proteinas 14-3-3¢ es altamente
expresada en cerebro y actian como mddulos de unidon a fosfoproteinas
regulando una amplia gama de actividades celulares, incluida la localizacion
subcelular de proteinas diana (Shikano et al., 2006). En este caso, su asociacion
con los NMDAR resultd en una mayor expresidén del receptor en la superficie
celular (Figura 8.8).
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Figura 8.8. Entrecruzamiento entre los RTK y NMDA.
La activacion de los receptores IGFIR induce un incremento en la fosforilacion del residuo
Ser1096 de la subunidad NRC2 de los receptores NMDA mediada por la activacion de la
PKB. La fosforilacion en la subunidad NRC2 favorece la interaccion con la proteina 14-3-3¢
gue actua como adaptador para sefales intracelulares que promoverdn el tréfico hacia
la superficie celular de receptores NMDA que contienen la conformacion NR1/NR2C y que
estén ensamblados correctamente.

Receptores nucleares y receptores de tirosina cinasa (RTK)

Los receptores para esteroides son comUnmente clasificados como factores
de transcripcién activados por ligando y aungue los mecanismos por los
cuales se unen al ligando dimerizan y reclutan moléculas co-regulatorias que
estdn bien establecidas, su respuesta fisioldgica vinculada a la activacién de
otras vias de sefalizacién sigue en intensa investigacion.

En tejidos de proliferacién celular asociados a lareproduccién, como Utero
y mama, moléculas mitdgenas, como son el estrégeno, el factor de crecimien-
to insulinico tfipo 1 (IGF-1) y el factor de crecimiento epidérmico (EGF), de-
sempenan un papel crucial en el crecimiento de tumores. Derivado de esta
relacién mitogénica, existe evidencia que demuestra interacciones funcio-
nales entre la sefalizacion del receptor del factor de crecimiento similar a la
insulina tipo 1 (IGF-1R) y los receptores de estrogenos a (ERa).

Se ha descrito la translocacién nuclear y actividad transcripcional del ERa
en ausencia de ligando al estimular la activacién del EGFR en células de
cdncer de mama de humano (Bunone et al., 1996). Dicha activacion del ERa
ocurre por la fosforilacion en el residuo Ser118 en el dominio AF1 del ERa como
blanco de las MAPK activadas rio abajo en respuesta a la activaciéon del
EGFR (Figura 8.9). Un efecto similar se observd en el residuo Seré60 de los ERB
tras la activacion de la via Ras/Raf/MEK/ERK dependiente del EGFR (Tremblay
et al., 1997). Otro mecanismo de regulacioén transcripcional especifica de los
ERa se produce por la fosforilacion en el residuo Ser 167 en el dominio AF1 por
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la proteina Rsk2 (otro efector terciario de las MAPK), producto de la estimu-
lacion con EGF, que ademds involucra una interaccién alostérica entre Rsk2
y el dominio de unién a la hormona (ligand-binding domain, LBD) del recep-
tor ERa (Clark et al., 2001) (Figura 8.9). Por su parte, el IGFIR participa en la
regulacién transcripcional del ERa a fravés de la via de senalizacién Akt/PI3K,
la cual fosforila los residuos Ser104, 106, 118 y 167 del dominio AF1 del ERa en
células de cdncer de mama de humano (Martin et al., 2000).

Figura 8.9. Entrecruzamiento de los RTK y los receptores nucleares.
La activacién de los receptores EGFR activa la seializacidon Raf/MEK/ERK que fosforila el
residuo Ser118 del dominio AF1 del receptor de estrégenos-a (ERa). Adicionalmente, la ac-
tivacién de los EGFR induce la fosforilacién del residuo Ser167 del mismo dominio mediante
la actividad de la proteina cinasa Rsk, la cual se une alostéricamente al dominio C-terminal
de unién al ligando (LBD) de los ERa. Por su parte, la activacion del receptor IGF1R enciende
la via de sefalizacién de PI3K/AKt que fosforila los residuos Ser104- 106- 118- 167 del dominio
AF1 de los ERa. En ambos casos, en respuesta a la activacién de los EGFR e IGFIR, los ER a
se translocan al ndcleo para unirse a su sitio promotor e inducir la franscripcién de genes
relacionados con la sintesis de ADN y proliferacion celular.
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Como se ha mencionado anteriormente, debido a que varias cinasas
activadas (en respuesta a la activacion de RTK) translocan el ndcleo, modi-
ficando y activando factores de transcripcién, incluidos los ER, la activacion
de estas cinasas puede regular la expresion de ciertos genes relacionados
a la proliferacién celular y a la regulacion del ciclo celular, tales como
c-fos, c-myc vy ciclina-D1 y asi participar activamente en la progresion de la
proliferacion celular descontrolada.

Una proteina que desempena un papel fundamental para la integracion
en el enfrecruzamiento de ambas vias de sefalizacion es c-Src. Como hemos
mencionado con anterioridad, la actividad mitogénica de los RTK estd en
funcién de su correcta activacion a través de la fosforilacion de sus residuos
infracelulares mediada por cinasas, tales como c-Src. Varios estudios sugieren
una interaccioén fisica entre la proteina c-Src y los ERa y ERB.

En células de cdncer de mama de humano, se ha descrito la formacién
de un complejo entre el ERaq, la proteina c-Src, la subunidad p85 de la cinasa
PI3K y la proteina de citoesqueleto p130Cas en respuesta al fratamiento con
17B-estradiol (E2) (Cabodi et al., 2004). Esta respuesta mitogénica de los ER
ocurre en fiempos cortos de fratamiento con E2 e incrementa la acti-
vidad enzimdtica de c-Src y ERK1/2, y estd asociada con el incremen-
to en la expresidn del gen ciclia-D1, sugiriendo un estado de progresion
del ciclo celular dependiente de estrogenos (Cabodi et al., 2004). Se
ha confirmado que la formacién de este complejo, en este tipo de célu-
las sujetas al tratamiento con E2, se une y activa al IGFIR, sugiriendo
asi la translocacién del complejo proteico a la membrana plasmdati-
ca. Debido a que el ERa no tiene dominio intrinseco transmembranal,
se ha propuesto que la proteina Shc funge como un translocador del com-
plejo proteico hacia la membrana, favoreciendo su unién al IGFIR (Song et
al., 2004).

Como se ha mencionado en capitulos anteriores, los motivos de fosfo-
tirosina producto de la activacion de los RTK actian como lugares de unidn
de alta afinidad para proteinas citoplasmdticas que contienen el dominio
Src homdlogo 2 (SH2). La formacién de este complejo comprende algunas
proteinas que contienen el dominio SH2, tales como la cinasa Src, la subuni-
dad p85 de la PI3K y la proteina 2 unida al receptor del factor de crecimiento
(GRB2). Otra proteina con dominio SH2 es GRB2, la cual se asocia con el factor
de intercambio de nucledtidos de guanina (son of sevenless, SOS) y que
reconoce los residuos fosfotirosina cuando se activa el RTK, causando
que SOS active la proteina Ras catalizando la sustitucién de GDP por GTP y
ejecute la senalizacién rio abajo por activaciéon de RTK.

La demostracidén de que los esteroides activan vias de senalizacién en
periodos de tiempo cortos y de que los receptores unidos a sus ligandos for-
men complejos de senalizacion multiproteicos sugiere que la comunicacién
entre las vias de senalizacion de los RTK y los receptores nucleares para es-
teroides ocurre, es funcional y que foma lugar tanto en el citoplasma como
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en el ndcleo. Estas intersecciones guardan una gran relevancia en la mani-
pulacién y en el diseno de estrategias terapéuticas para cdnceres depen-
dientes o independientes de esteroides que surgen en estas células.

Preguntas de integracién

1.

Realiza un esquema que ilustre el posible entrecruzamiento de sena-
lizacién en un cultivo celular de cardiomiocitos tratados con endote-
lina-1y EGF.

2. sla activaciéon de los receptores RTK en respuesta a la activacién de
los GPCR es un mecanismo dependiente o independiente de ligando?

3. 3Cudl es la diferencia entre la activacion por actividad enzimatica del
receptor SIP1R y la activacion del receptor EGFR?

4. Sugiere los ligandos que tendrias que adicionar a una linea celular de
fibroblastos para estudiar la activacién de JNK y p38 (proteinas que
pertenecen a la familia de las MAPK).
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La biologia celular y la senalizacion molecular son dreas cruciales para
comprender los procesos fisioldgicos. Este libro nos sumerge en la intrincada
comunicacién infracelular que las células utilizan para coordinar sus fun-
ciones esenciales. Comenzando con una exploracion en el capitulo 1 sobre
los fundamentos de la comunicacion celular, se explican los diferentes tipos
de senales y receptores, estableciendo una base sélida.

Los siguientes capitulos se centran en las proteinas clave involucradas en
la transducciéon de senales, como las proteinas de andamio y las cinasas, y
luego se adentran en detalles sobre los receptores acoplados a proteinas
G, los receptores de factores de crecimiento, canales idbnicos y GTPasas de
bajo peso. Ademds, se explora cémo los receptores nucleares regulan la
expresidon génica y su participacion en diversos procesos.

El libro culmina con un capitulo sobre el entrecruzamiento de las vias
de sefalizacion, mostrando coémo estas interactian en un sistema comple-
jo. Ofrece recursos adicionales, casos clinicos y preguntas que enriquecen
la comprension. Esta obra promete ser una guia valiosa para estudiantes
y profesionales de biologia v fisiologia celular, inspirdndolos a explorar los
misterios de la comunicacion celular en la bUsqueda de respuestas en las
ciencias biomédicas.

9786073090704



	_Hlk121396303
	_heading=h.3o7alnk

