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Resumen

Los receptores acoplados a proteinas G constituyen
una de las familias mas abundantes de proteinas de
membrana. Son sensores del medio externo (luz,
olores, sabores) y del interno (iones, hormonas,
neurotransmisores,  factores de  crecimiento,
autacoides). Participan en el mantenimiento de la
homeostasis asi como en la génesis y desarrollo de
diversas enfermedades. Ademas son el blanco del
20-30% de los farmacos de uso cotidiano. Durante
los ultimos afios, el avance en el conocimiento ha
sido importante con avances que se presentaran a
grandes rasgos en esta revisién incluyendo: a) su
posible origen evolutivo en hongos y plantas y su
proliferacion hasta los mamiferos, b) avances en su
clasificacion por grupos o clases, c) cristalizacion y
conceptos actuales de los cambios conformacionales
que ocurren durante la activacion e interaccién con
las proteinas G, d) cambios en los paradigmas
farmacodinamicos incluyendo: agonistas totales,
agonistas parciales, agonistas sesgados, antagonistas,
agonistas inversos, moduladores alostéricos e
inductores de la internalizacion, e) fosforilacion,
otras modificaciones post-traduccionales y su
impacto en el destino celular de este tipo de
receptores.

Palabras clave: Receptores acoplados a proteinas G,
estructura, funcion, farmacodinamia, regulacion,
sefializacion.

Abstract

G protein coupled receptors are one of the most
abundant families of membrane proteins. They sense
the external environment (light, odors and tastes) and
internal milieu (ions, hormones, neurotransmitters,
growth factors, autacoids). They participate in cell
physiology and also in the pathogenesis of diverse
diseases. It is currently estimated that 20-30 % of
currently used legal drugs target these receptors.
Great advances have taken place during the last years
in this area; in this review we will briefly mention
some of them including: a) their possible origin and
evolution, b) classification in groups or classes, ¢)
crystallization and the current ideas on the
conformational changes that take place during
activation and coupling with G proteins, d) changes
in the pharmacodynamic paradigms including the
concepts of: full agonists, partial agonists, biased
agonists, antagonists, inverse agonists, allosteric
modulators and internalization inducers, e) their
phosphorylation (and other modifications) as well as
their role in receptor trafficking.

Key words: Key words: GPCR, G protein-coupled
receptors, structure, function, pharmacodynamics,
regulation, signaling.
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Introduccién

El concepto de receptor lo podemos rastrear
desde el inicio del siglo XX cuando Paul Ehrlich [1]
y John Newport Langley [2] lo describieron con base
en la competencia que observaron entre agentes
enddgenos, como algunas  hormonas Yy
neurotransmisores, con diversos colorantes y
venenos, en diversas preparaciones biologicas.
Formalmente, Langley establece que "corpora non
agunt nixi fixata", es decir, que los agentes no actiian
a menos de que se fijen a una substancia receptiva o
receptor [2].

En los siguientes setenta afios tiene lugar una
enorme expansion del conocimiento, particularmente
en cuanto a la descripcion de hormonas,
neurotransmisores, factores de crecimiento y
autacoides u hormonas locales, asi como a sus
multiples acciones en diversos 6rganos y tejidos.
Alrededor de los afios sesenta del siglo XX el
concepto de receptor se une a los de transduccién de
sefiales o sefializacion (refiriéndose a los eventos
moleculares que ocurren para que las hormonas o
neurotransmisores induzcan sus acciones) y al de
"segundos mensajeros” (refiriéndose a los agentes o
mensajeros intracelular que se genera en respuesta a
la hormona o neurotransmisor, considerados como
los primeros mensajeros, para desencadenar los
efectos celulares). Estos conceptos fueron elaborados
en gran medida por Earl Wilbur Sutherland, Jr. y sus
colaboradores [3,4]. Sutherland (Figura 1) recibe el
Premio Nobel en Fisiologia y Medicina en 1971 por
sus descubrimientos sobre el AMP ciclico y su papel
como segundo mensajero, ademas que es
considerado por muchos como el padre de este
campo de estudio.

Hasta los afios setenta del siglo XX y a pesar de
los espectaculares avances logrados hasta esos
momentos, la idea de receptor permanece como tal,
es decir, como una entidad meramente conceptual,
sin  conocimiento real sobre su naturaleza
bioquimica, su estructura molecular, funcién o
regulacion. A partir de esa época y aprovechando los
avances en el uso de elementos radioactivos para la
sintesis de ligandos (agonistas o antagonistas) con
alta actividad especifica, se iniciaron los estudios
cuantitativos de los receptores en los diferentes
tejidos utilizando preparaciones de membranas. Jesse
Roth, Ira Pastan y Robert J. Lefkowitz, -del que
hablaremos méas adelante-, son pioneros en estos
estudios. Aprovechando la cinética no catalitica se
establecen la densidad y la afinidad de los receptores
en dichas preparaciones. También se inician los
esfuerzos por purificar a diversos receptores; sin
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embargo, no es hasta el final de los afios ochenta en
que se logra la clonacidn de algunos de ellos. Robert
Lefkowitz (Figura 2) y su grupo fueron pioneros en
la investigacion para determinar todos estos aspectos,
principalmente en los receptores adrenérgicos y su
trabajo fue reconocido con el Premio Nobel de
Quimica en el 2012 [5].

Figura 1. Fotografia de Earl W. Sutherland. Imagen obtenida
de https://ihm.nIm.nih.gov/luna/servlet/detail/NLMNLM~1~1
~101441404~176173:-1970-Award-Winner---Earl-W—Suther

Los avances en Biologia Molecular y el estudio
de diversos genomas ya completos (entre ellos el
humano), permiten conocer y agrupar a los diversos
receptores en familias, asi como su definicién como
estructuras  proteicas concretas con  expresion
diferencial en los tejidos. A partir de ello podemos
empezar a hablar de proteinas bien definidas, -cuya
informacion genética es localizable en los
cromosomas-, y que incluso logramos expresar en
sistemas modelos para su estudio, ya sea en forma
nativa o con modificaciones (mutaciones) realizadas
para conocer mas de su funcion y cémo ésta se
relaciona con la estructura. A ello ha seguido la
cristalizacion de los receptores y la posibilidad del
conocimiento de su funcion a nivel atémico, lo que
ha permitido el avance en el conocimiento del
proceso de activacion, asi como en su relacion con
otras estructuras que participan en la sefializacion y
en el apagado de su accion. Mediante el uso de
proteinas fluorescentes fusionadas a los receptores,
se ha logrado visualizar en tiempo y espacio, la
movilidad de éstos en distintos compartimentos
celulares, entre muchos otros aspectos [6]. Todo ello
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ha impactado en la Bioquimica, en la Biologia
Celular y Molecular, en la Farmacologia y en muchas
de las actividades clinicas en los campos de la
Medicina humana y veterinaria, y por supuesto en la
ensefianza de todas estas disciplinas. En este articulo
nos asomaremos a algunos de estos logros.

| J
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Figura 2. Fotografia de Robert J. Lefkowitz. Imagen obtenida
de http://www.mediatheque.lindau-nobel.org/laureates/lefkowitz

Familias de receptores

Existen diversas clasificaciones de receptores,
todas ellas con cualidades y limitaciones [7,8]. Una
de ellas divide a los receptores en membranales e
intranucleares. Los intranucleares, se denominan asi
dado que su accién principal la realizan en el interior
del nucleo, no son proteinas intrinsecas de membrana
y ejercen su accion canonica como moduladores de la
transcripcion.

Los receptores de membrana, son en su mayoria
receptores que atraviesan la membrana plasmatica.
Se dividen en tres grupos fundamentales con base en
su funcion. Uno de ellos son los receptores canal,
también llamados canales activados por ligandos
extracelulares o receptores ionotrdpicos. Otro de los
grupos son los receptores con actividad enzimatica o
que se unen a enzimas itinerantes. Muchos de sus
miembros forman parte del llamado "kinoma"
(agrupacion de las enzimas presentes en el genoma);
también se les ha llamado enzimas moduladas por
ligandos extracelulares. Incluye a receptores con

Guzméan-Silva y Garcia Sainz. Mens. Bioquim. 42 (2018): 118 - 129

actividad de proteina cinasa de tirosina (como los
receptores para insulina, el factor de crecimiento
epidérmico, entre muchos otros); con actividad de
proteina cinasa de serina/ treonina (como los
receptores para el factor transformante § (TGF-B, por
su nombre en inglés); con actividad de proteina
fosfatasa de tirosina (CD45 entre otros), con
actividad de guanilil ciclasa (como el receptor para el
factor natriurético auricular). Uno de estos receptores
no es una proteina de membrana pero tiene funcion
de guanilil ciclasa activada por el éxido nitrico y
farmacos con grupo nitro. Ademads, también se
incluye a un gran nimero de receptores que no tienen
propiamente actividad enzimatica pero que se
asocian a diversos complejos enzimaticos (por
ejemplo a los receptores para leptina, al de la
eritropoyetina, al de la prolactina, a receptores para
inmunoglobulinas y a las integrinas, entre otros).

Finalmente, estan los receptores acoplados a
proteinas G (GPCRs por su nombre en inglés, G
protein-coupled receptors). Reciben este nombre
porque muchas de sus acciones ocurren por
mediacién de dichas proteinas G (que son GTPasas
heterotriméricas) que modulan a los efectores
membranales (enzimas y canales ionicos) (Ver [7,8]).

Receptores acoplados a proteinas G

Los GPCRs reciben otros dos nombres, el de
receptores "metabotrépicos”, frecuentemente usado
en el &rea de las neurociencias y el de receptores de
siete  dominios  transmembranales, haciendo
referencia a su estructura. Como puede apreciarse en
la Figura 3, estos receptores tienen su extremo amino
terminal en el espacio extracelular, atraviesan la
membrana plasmatica en siete ocasiones y su
extremo carboxilo terminal se localiza en el interior
de la célula. Las siete asas transmembranales,
formadas de 25 a 30 aminoacidos de naturaleza
hidrofébica, se interconectan a través de tres asas
extracelulares y tres asas intracelulares.

Los GPCRs son sujetos de diversas
modificaciones postraduccionales que regulan su
localizacién y funcidn. Muchos de ellos contienen en
la porcién proximal de su cola carboxilica una o méas
cisteinas que pueden ser palmitoiladas, creando asi
un sitio adicional de anclaje a la membrana y por
ende una nueva asa intracelular. Otros son sujetos de
N-glucosilacién en asparaginas localizadas en el
extremo amino terminal o asas extracelulares. Los
GPCRs son substratos de diversas proteinas cinasas
gue modifican sus residuos de tirosina, serina y
treonina,  principalmente; muchas de estas
fosforilaciones estan asociadas a la desensibilizacion
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(fenémeno en el cual la respuesta celular se ve
atenuada) e internalizacion de este tipo de receptores,
como se ampliard mas adelante.

EXTRACELULAR

Amino terminal

Carboxilo terminal

INTRACELULAR

Figura 3. Representacion esquematica de un GPCR. En el
esquema se representa a la bicapa lipidica que constituye la
membrana plasmatica con el GPCR integrado a ella. Se sefialan los
espacios intracelular y extracelular y los extremos amino y
carboxilo terminales. Ademas, se indica que en la zona
correspondiente a la cola carboxilica se presentan frecuentemente
amino &cidos (cisteinas) que pueden ser palmitoiladas.

La ubiquitinacion y la SUMOQilacién de GPCRs
también ha sido reportada y asociada a la
degradacién de los mismos (véase [9] y referencias
citadas alli). Existe un grupo de GPCRs que se activa
al ser proteolizado su extremo amino terminal,
dejando expuesto un péptido que funciona como
agonista; los miembros de este grupo se denominan
receptores activados por proteasas (frecuentemente
llamados PARs por las siglas de su nombre en
inglés), siendo el méas conocido el receptor para
trombina [10]. Otras modificaciones
postraduccionales con menor frecuencia son la
nitracion y la sulfatacién de algunos residuos.

Evolucion y GPCRs

La secuenciacion y anotacion de genomas
completos ha permitido tener una idea del nimero de
GPCRs que se encuentran codificados en el DNA de
diversos organismos. Ello nos da una idea de como
se ha ido multiplicando el nimero de GPCRs en el
proceso evolutivo. Asi, se ha postulado que los
GPCRs aparecen hace aproximadamente 1200
millones de afios, tiempo cercano a la separacion de
los alveolantes (como el Plasmodium falciparum,
que no tiene GPCRs en su genoma) de los hongos
(como las levaduras) y de las plantas. Estos dos
reinos ya presentan algunos receptores de este tipo
[11,12]. Es importante mencionar que si hay
proteinas con siete dominios transmembranales, en
organismos con aparicion evolutiva anterior, como la
bacterio-rodopsina, de las Halobacterias (Archea),
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pero estas proteinas no estdn relacionadas
evolutivamente con los GPCRs, por lo que se trata de
fendmenos de convergencia evolutiva,
aparentemente.

Posiblemente por duplicacion génica y la
especializacion por acumulacion de mutaciones que
aportan ventajas adaptativas a los organismos, los
GPCRs se van haciendo cada vez més abundantes a
lo largo del éarbol evolutivo. Ya es importante su
nlmero en nematodos y artropodos y mucho mas en
vertebrados, particularmente en los mamiferos (véase
la Figura 4). En el hombre se estima que tenemos
aproximadamente entre 650 y 800 diferentes GPCRs,
mientras que en el ratén (Mus musculus) mas de mil
y en otros animales atn mas. Se ha propuesto que en
diversos animales los genes correspondientes a
GPCRs representan entre el 3 y el 5 %, convirtiendo
a estas proteinas en una de las mas abundantes y
variadas de las proteinas de membrana [11-13].

M. musculus
(#*1200)
A. gambiae
(~ 270)

H. sapiens

(» 800)
D. melanogaster
(¥ 200)

Mamiferos

Artrépodos

D. rerio

i

(~ 700)
A. thaliana
(~ 6) ‘\
S. cerevisiae
S. pombe

o —(" 79
(Nr 1200 millones

de afos
P, falciparum
(sin GPCR)

Figura 4. Representacion esquemaética de la evolucién de
los GPCRs. El nimero entre paréntesis indica la cantidad
aproximada de GPCRs en los genomas. Modificada de [4].

Ademdas de su importancia cuantitativa, es
necesario sefialar que estos receptores participan en
una enorme cantidad de funciones en los diversos
organismos, desde la reproduccion en las levaduras,
hasta la percepcidn de la luz, olores y sabores en los
humanos. Son elementos indispensables en la
comunicacion hormonal, en la neurotransmision y la
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accion de muchos autacoides (hormonas de accién
local). Estan implicados en practicamente la totalidad
de los procesos fisiologicos de los mamiferos y
participan en la patogenia de muy diversas
enfermedades. Se ha estimado que aproximadamente
el 20-30% de los farmacos de uso clinico actdan
directamente sobre GPCRs [14,15]. Muchas de la
drogas de uso ilegal (como algunos opiaceos,
canabinoides o serotoninérgicos) actdan también
sobre este tipo de receptores y los fenémenos de
tolerancia y dependencia que se presentan con estos
agentes, estan fuertemente asociados a la funcion y
regulacion de estos receptores.

Clasificacion de los GPCRs

Otro de los avances que han ocurrido en los
Gltimos afios, es la posibilidad de agrupar a los
receptores en familias con criterios estructurales y
funcionales. Esto es muy importante ya que las
clasificaciones actuales y las nomenclaturas mas
usadas no son realmente satisfactorias y hay un
esfuerzo por llegar a una clasificacion sistematica,
similar a la que se cred para las enzimas en los afios
cincuenta del siglo pasado. Una de las clasificaciones
méas empleadas divide a los receptores en cinco
grupos o clases denominados de la "A" a la "E" con
un nombre entre paréntesis indicando a un receptor
prototipico del grupo (véase
http://www.guidetopharmacology.org/GRAC/Family
DisplayForward?familyld=694&familyType=GPCR
). El grupo A (Rodopsina), con 719 receptores
aceptados en el humano, el grupo B (Secretina) con
15 receptores, el grupo C (Glutamato) con 12
GPRCs, el grupo D (Adhesion) con 33 y el grupo E
(Frizzled/ Sabor tipo 2) con 11 (ver también [11-13].
Otra clasificacién separa los Frizzled y Sabor 2
(amargo) dando lugar a seis grupos [13]. Es
importante  sefialar  varias  consideraciones vy
limitaciones:

a) Las diversas clasificaciones son elementos de
trabajo, por lo mismo cambiantes/ no definitivas,
y algunas incluyen grupos de receptores en una
clase y otras en otra.

b) Como ya se menciond el ndmero total de
receptores varia dado que hay pseudogenes,
multiples  polimorfismos,  problemas  en
secuenciacion, anotacion y limitantes de los
diversos programas de analisis de secuencias.

c) En muchos de los grupos hay receptores cuyos
ligandos naturales se conocen y otros en los que
no, y que se denominan receptores huérfanos. En
algunos casos hay ligandos propuestos, pero ain
no aceptados por las diversas comisiones que
regulan las clasificaciones.
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d) Utilizando el polimorfismo mas comin se han
asociado de variantes/ mutaciones con muy
diversas patologias (véase [15,16] y referencias
alli).

Cristalizacién de los GPCRs

Sin duda, la cristalizacion de los receptores Po-
adrenérgicos y los subsecuentes ha representado un
avance muy notable en el campo. Brian Kobilka
(Figura 5), ha sido uno de los pioneros en el campo y
por estas contribuciones recibid junto con su maestro
Robert Lefkowitz el Premio Nobel de Quimica en
2012. Ambos son médicos con entrenamiento en el
area cardiovascular. Dado que la investigacion de
frontera es interdisciplinaria no sorprende que el
Nobel fuera en Quimica y no en Medicina. El trabajo
de Kobilka ha permitido conocer a nivel atdmico a
este receptor. Ello comprob6é que efectivamente,

estos receptores tienen siete secciones
transmembranales, unidas por asas intra y
extracelulares, el extremo amino terminal

extracelular y el carboxilo terminal intracelular,
como se habia predicho. Pero el trabajo va mucho
maés alla.

Figura 5. Fotografia de Brian Kobilka. Imagen obtenida de
http://flickr.com/photo/97469566 @N00/8252482381

Se cristalizo el receptor en presencia de agentes
que impiden la activacidn del receptor (antagonistas
0 agonistas inversos) y también en presencia de
agonistas. Comparando el estado inactivo y el activo
se pudieron determinar los cambios estructurales que
ocurren durante la activacion de los receptores. Las
porciones  superiores de los  segmentos
transmembranales del receptor, cercanas al exterior
de la célula, se acercan unas a otras en forma discreta
bajo la accién del agonista. EI agonista favorece un
reacomodo de residuos hidrofébicos en las
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transmembranales. Esto va acompafiado de un
cambio opuesto y mucho mas marcado en la porcion
distal del receptor, es decir en las zonas de los
segmentos transmembranales cercanos al citoplasma.
En términos coloquiales pudiéramos decir que el
receptor se "aprieta" en su cara cercana al exterior
celular y se "relaja" en la zona cercana al citoplasma.
Ello ocasiona que una de las hélices de la subunidad
a de la proteina Gs, se introduzca en el receptor.
Acompafia a esta introduccion, un giro del trimero
(a, B, y) de la proteina Gs. Gracias al trabajo de
Kobilka y sus colaboradores, hemos podido empezar
a entender de manera muy fina la activacién de los
GPCRs y sus correspondientes proteinas G. Por
ahora, el receptor Br-adrenérgico, es el Unico en el
que se ha logrado tal grado de avance, aunque ya
existen muchos otros cristalizados. Seguramente en
los proximos afios, tendremos una vision panoramica
en la cual podremos determinar, con mayor
definicion, las semejanzas y diferencias entre los
distintos GPCRs. Recomendamos ampliamente la
revision de la conferencia Nobel de Kobilka [17] que
se encuentra ademas disponible como video en la
pagina de internet de los Premios Nobel
(https://maww.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/I
aureates/2012/kobilka-lecture.html).

Actividad de los receptores y farmacodinamia.

La farmacodinamia es la rama de la farmacologia
que se encarga de estudiar los mecanismos de accion
de los farmacos a niveles celular, molecular y
submolecular. Es decir es la rama de la farmacologia
méas estrechamente cercana con la bioquimica y
cuyos limites son dificiles de establecer. En alguna
ocasién Alfred G. Gilman (Premio Nobel de
Medicina en 1994, por su trabajo sobre las proteinas
G, compartido con Martin Rodbell) describié a la
farmacologia como "biochemistry with a pourpose"”,
algo asi como una bioquimica aplicada y su
definicion cobra cada dia mas sentido. Para la
mayoria de los médicos y docentes de las areas
biomédicas actuales, nuestra formacion sobre la
farmacodinamia de los receptores fue bastante
simple: a) agonistas, agentes que activan a los
receptores y b) antagonistas, agentes que en forma
competitiva 0 no competitiva impiden la activacion
de los receptores. Esta vision simplista se ir4
modificando en forma muy importante en los
préximos afos.

Durante muchos afios se pensé que los receptores
y en particular los GPCRs eran entidades que se
encontraban en estado "apagado o inactivo" en
condiciones basales y que se activaban por los
agonistas naturales o sintéticos. Ya durante los afios
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80 y 90 del siglo XX se habia observado que algunos
antagonistas disminuyen el estado basal, lo que fue
considerado muchas veces como  acciones
inespecificas o bien por lo menos inexplicables. Con
la posibilidad de sobrexpresar receptores en sistemas
celulares modelo, fue claro que estos receptores
poseen cierta actividad denominada constitutiva. Los
agentes que abaten tanto la actividad constitutiva
como la estimulada por los agonistas, se les
denomina "agonistas inversos”. Podemos pensar que
pasamos de un modelo de transicion del receptor de
inactivo a activo (R' < R?) a un sistema que incluye
receptores con actividad constitutiva (R' «<» R® <«
R®). El antagonista clasico es pues, un agente que por
si mismo no impide la actividad endégena de los
receptores pero que es capaz de impedir cambios
conformacionales inducidos por los agonistas. En la
Figura 6 se muestra como cambia la actividad de un
receptor en funcion de la concentracion de estos tipos
de agentes.

@ 250
-
S 200 p-0 O AGONISTA TOTAL
R o’
5 150 /f.—l-l @ AGONISTA PARCIAL
o ,Q"
% 100 l‘—a—o—o—o ® ANTAGONISTA
o
B s0 O0-o
3 O AGONISTA INVERSO
>
° 0-
< -9 -7 -5
Log [Agente] M
Figura 6. Relacion entre la actividad de un GPCR vy la

concentracién del agente utilizado. Se presenta en el eje de las
ordenadas la actividad del receptor y en las abscisas la
concentracién de los agentes empleados utilizando una escala
logaritmica. Nétese que los antagonistas clasicos no afectan la
actividad intrinseca de los receptores (actividad basal, 100%); los
agonistas totales incrementan la actividad en forma concentracion-
dependiente hasta llegar a un maximo operativo; los agonistas
parciales logran incrementar la actividad s6lo una fraccion del
maximo, aunque se incrementen las concentraciones; los agonistas
inversos abaten la actividad intrinseca hasta llegar a un minimo
operativo.

Podra notarse que en la Figura 6 se marca
también el tipo de agonistas parciales. Se trata de
agentes que desde hace mucho tiempo se conoce que
inducen actividad pero que aun incrementando
mucho la concentracion no se llega al efecto del
agonista total. La explicacién farmacodindmica mas
aceptada es que estos agentes inducen un cambio
conformacional en el receptor que no es optimo para
la accién a estudiar. Ello implica ain més estados
activos es decir (R, R¥, R®, etc.). Estos estados
conformacionales pueden generarse en forma
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secuencial o no, lo cual desde el punto de vista
cinético complican las diversas ecuaciones que
describen tales conductas. Adicionalmente, se ha
observado que para un mismo agonista, en una
misma célula o tejido se presentan variaciones en los
efectos. Asi, un agente puede ser un agonista total
para un efecto (digamos contraccion), pero parcial
para otro (migracion) o incluso no tener accion sobre
otro (proliferacion) mientras que el agonista natural
es capaz de activar todos estos procesos en forma
similar. En otras palabras hay "agonistas sesgados"
(biased en inglés). También se han comenzado a
estudiar a agentes que modulan la actividad de los
GPCRs, en sitios diferentes al sitio de union del
agonista (sitio activo), a los cuales se les ha
denominado moduladores alostéricos, a semejanza de
lo que ocurre con las enzimas. De igual forma se han
descubierto agentes que modulan la internalizacion
del receptor y su degradacion. Los interesados en
estos aspectos son referidos al trabajo de Terry
Kenakin, en mi opinién, el gran "gur(" del campo
[18-24].

Quiza algunos de los lectores piensen que toda
esta teoria estd ain muy lejos de la practica clinica
cotidiana, pero permitasenos presentar algunos
ejemplos para intentar convencerlos que estos
hallazgos ya estan impactando en la medicina diaria:

1) Los receptores osip-adrenérgicos son de los
GPCRs maés importantes en el mantenimiento de
la tension arterial, participan en la génesis de
hipertensién y en el mantenimiento del tono
vascular [25-27]. Hace algunos afios reportamos
que este subtipo de receptor adrenérgico tiene
actividad intrinseca y que algunos de los
antagonistas de uso cotidiano, son en realidad
agonistas inversos [28,29]. El grupo de Pilar de
D'Ocon demostré que un grupo de receptores de
este tipo con actividad intrinseca son importantes
para mantener los flujos sanguineos evitando
variaciones bruscas en el tono vascular [30-32].

2) Por otro lado, la mayoria de los bloqueadores f3-
adrenérgicos, incluido el clésico propranolol, son
en realidad  agonistas  inversos.  Aln
desconocemos qué ventajas o0 desventajas tiene el
tratamiento con agonistas inversos f-adrenérgicos
comparado con antagonistas clasicos y esto
tomara tiempo pues los estudios clinicos serios
son de muy largo plazo.

3) El agonista del receptor S1P1 de la esfingosina 1-
fosfato, el fingolimod [33-35], tiene la capacidad
de inducir una respuesta muy breve a través de su
receptor, pero conduce a la internalizacion y
degradacién del mismo, funcionando como un
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agonista de accion breve pero un "antagonista"
funcional de largo plazo, pues disminuye la
presencia de receptores funcionales en las células
por largo plazo. Dado que la migracién de los
linfocitos de los nodulos a la periferia tiene la
capacidad de inducir linfopenia e
inmunosupresion; este agente ya tiene un nicho
terapéutico en el tratamiento de la esclerosis
maltiple recidivante.

4) Hay un creciente interés en desarrollar agonistas
de los receptores | para opioides que permitan
ampliar la ventana terapéutica del efecto
analgésico de los opioides, al disminuir la
potencia y eficacia de sus acciones sobre la
motilidad gastrointestinal y su accion supresora
de la respiracion; se van logrando avances con el
desarrollo de agonistas sesgados [36,37].

Fosforilacién e internalizacion de los GPCRs

Uno de los mecanismo mas importantes de
regulacion de la actividad y localizacion celular de
enzimas, es la fosforilacion [38]. Por sus
descubrimientos pioneros en este campo recibieron el
Premio Nobel de Medicina en 1992, Edwin G. Krebs
y Edmond H. Fischer. Su importancia tanto béasica,
como su potencial terapéutico siguen en aumento
[38]. Los GPCRs son substratos de fosforilacion por
diversas cinasas y dicha accion estd asociada a dos
procesos, esto es, su desensibilizacion e
internalizacion.

La desensibilizacién es un fendmeno muy bien
conocido por los médicos y en particular por los
farmaco6logos. Es bien conocida la disminucion en la
respuesta a un agente después de una o0 mas
aplicaciones (denominada en forma operativa,
desensibilizacion homoéloga). El caso mas dramatico
es el que ocurre en las unidades de urgencias o
terapia intensiva cuando un paciente presenta un paro
cardiaco que requiere la aplicacion de adrenaling;
frecuentemente el paciente recupera ritmo después de
su aplicacion. Desafortunadamente, si se requieren
aplicaciones posteriores la respuesta es cada vez
menos clara. Sin embargo, hay que precisar que la
desensibilizacidn y la resensibilizacion de los GPCRs
no son fenémenos farmacologicos, forman parte del
ajuste que todas nuestras células tienen a las
estimulaciones (piense en los cambios de sensibilidad
a la luz que nos ocurren continuamente o a la rapida
habituacion que tenemos a estimulos gustativos o a
los olores). Trabajo de investigacion de diversos
grupos, destacando los encabezados por Lefkowitz y
su alumno Jeffrey Benovic, llevo al estudio y
caracterizacion de una familia de cinasas que
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fosforilan especificamente a la forma activada (en su
forma estimulada por agonista) de GPCRs; estas
cinasas han recibido el nombre de GRKSs (por su
nombre en inglés, G protein-coupled Receptor
Kinases) y continGan siendo un campo de intenso
estudio [39-45]. La activacion del receptor y los
cambios conformacionales en las proteinas G hacen
que las GRKs tengan acceso a sitios especificos
fosforilables (residuos de serina y/o treonina) donde
se cataliza la fosfotransferencia usando ATP. La
fosforilacion de los receptores favorece su asociacion
con la proteina B-arrestina que funge como puente
para la interaccion con otra proteina, llamada clatrina
[46] para iniciar el proceso de internalizacion de los
GPCRs [39,47-49].

Un proceso similar ocurre en la llamada
desensibilizacion heteréloga, con la diferencia de que
el receptor afectado no requiere ser activado por los
agonistas. En estos casos, la activacion de otros
receptores, de diversos tipos, desencadena una
propagacion intracelular de la sefial que involucra la
fosforilacion de GPCRs, su desensibilizacion e
internalizacion. En estos casos, las cinasas
involucradas son generalmente proteinas cinasas
activadas por segundos mensajeros como las
proteinas cinasas Ay la C, entre otras [6,50-53].

Es conveniente aclarar que esta separacion es mas
conceptual que real. Suponer que las GRKs
participan exclusivamente en la desensibilizacion
homdloga o que no lo hacen en la heteréloga es
claramente una simplificacion excesiva (véase por
ejemplo [54-56]).

Es importante sefialar que una desensibilizacion
no implica necesariamente internalizacion de los
receptores, ni tampoco el caso inverso. Por ejemplo,
en el caso del receptor asg-adrenérgico, la activacion
farmacol6gica de la proteina cinasa C, la
estimulacion del GPCR de la endotelina (ETa),
causan una desensibilizacion muy rapida que es
incompatible con una internalizacién mayoritaria de
los receptores aig-adrenérgicos [53,57-59].
Igualmente  puede  existir una  substancial
fosforilacion e internalizacion de los GPCRs sin que
se presente una desensibilizacion significativa [60-
62]. Es decir, aunque se trata de fendmenos
frecuentemente asociados (fosforilacion-
desensibilizacion-internalizacion), la relacion causal
entre ellos no estd totalmente definida, hasta el
momento.

Esta falta de asociacion causal clara, aunada a la
observacién de que un mismo receptor puede ser
fosforilado en distintos sitios en funcién del sistema
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celular en que se estudia o el estimulo a que se sujeta
ha llevado a la aceptacion en el campo de que no es
solamente la fosforilacion de los receptores per se lo
mas importante, sino que la repercusion funcional
depende de los sitios especificos fosforilados; a esto
se le ha llamado el "cédigo de barras" de la
fosforilacion de los GPCRs [9,63-69]. La
espectrometria de masas se esta convirtiendo en una
herramienta obligada para avanzar en este campo, lo
mismo que el uso de microscopia confocal, FRET y
BRET [9,70,71] y el uso de anticuerpos especificos
para los sitios fosforilados [72].

Es importante sefialar que la internalizacion de
receptores no es un proceso trivial sino que se trata
de un proceso complejo, comprendido ain en forma
incompleta y con diferentes consecuencias en la
fisiologia celular. Asi, el receptor internalizado puede
ser reciclado en forma rdpida a la membrana
plasmatica, en forma mas lenta o bien dirigido al
proceso de degradacion. Resulta claro que las
consecuencias, considerando el aspecto temporal, son
muy diferentes. ;Qué moléculas participan en estos
procesos y qué elementos estructurales del receptor
"le indican™ a la célula cdmo procesarlo? Aun esta en
proceso de estudio.

Los GPCRs al igual que muchas otras proteinas
integrales de membrana, son sintetizados en el
reticulo endoplasmico y de alli son sujetos de
transporte en vesiculas a diversos compartimentos
celulares hasta llegar a la membrana plasmatica
(transporte anterégrado). Como se mencioné en el
parrafo anterior los GPCRs se internalizan
(transporte retrogrado) y son canalizados a diversos
compartimentos para su reciclaje o bien degradacién.
En estos procesos participa una familia de GTPasas
de la familia Ras, llamadas proteinas Rab [73-78].
Esta amplia familia de proteinas, con mas de 60
miembros juega un papel fundamental en el trafico
vesicular tanto anterégrado como retrogrado.

En estudios recientes del laboratorio logramos
demostrar que la internalizacion inducida durante la
desensibilizacion homologa del receptor aig-
adrenérgico, involucra a proteinas Rab diferentes a
las que participan en la internalizacién inducida en
forma heterdloga [6,71,79], con una participacion
clave de la proteina cinasa C en esta Ultima [71].

Sin embargo, datos recientes del laboratorio
indican que esto no es general y no podemos sefialar
que para los GPCRs la internalizacion inducida por
agonistas difiere a la inducida en forma heterdloga.
Hemos observado que la internalizacion del receptor
S1P1 de la esfingosina 1-fosfato, inducido por el
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agonista natural involucra a las mismas proteinas
Rab que la inducida por activacion farmacologica de
la proteina cinasa C (Martinez-Morales y
colaboradores, en preparacion). Es interesante
mencionar que utilizando a este mismo receptor
observamos diferencias en las proteinas Rab que
participan en la internalizacion inducida por diversos
agonistas (Martinez-Morales y colaboradores, en
preparacion).

Es claro, que la comprension de los procesos
involucrados en la internalizacion de los GPCRs
dista mucho de ser satisfactoria ya que ain no
sabemos cémo la célula se percata de que los
receptores son internalizados por un proceso u otro o
bajo la accién de diversos agonistas. Dada la intensa
actividad en el campo, no es dificil pensar que en los
préximos afios tendremos mucha mas informacion
que nos permitan definir patrones de respuesta.

Otros aspectos

Lo que hemos mencionado hasta ahora habla de
receptores monoméricos. Sin embargo, hay evidencia
importante de que algunos receptores pueden formar
homo- y hetero-dimeros lo cual puede tener
importantes implicaciones en su accién, perfil
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