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Resumen

Los receptores son proteinas codificadas por el ADN, algunos de los cuales ya han sido cristalizados, lo que permite conocer
los detalles de su estructura a nivel atomico y algunos aspectos de su funcion. Esta revision se enfoca en los mds diversos
y abundantes, los receptores acoplados a la proteina G. Esta familia de receptores reconoce y media la accion de varios li-
gandos enddgenos (hormonas, neurotransmisores, factores de crecimiento y hormonas locales) y también interviene en la
patogenia de diversas enfermedades, por lo que son el blanco terapéutico de aproximadamente 30 a 40 % de los medica-
mentos que se emplean en la préctica clinica cotidiana y de diversas drogas ilegales. La cristalografia de rayos X es una de
las herramientas clave que ha permitido observar la estructura de estos receptores en los aminodcidos que participan en esta
interaccion, lo que posibilita conocer el sitio de union del ligando enddégeno y de moléculas sintéticas que actian sobre ellos
para modular su accion. EI modelado molecular es también una herramienta bioinformatica computacional que apoya la in-
vestigacion sobre la union receptor-ligando, que hace posible el disefio y desarrollo de farmacos cada vez mds especificos.
A estos desarrollos se suman importantes cambios en los conceptos farmacodindmicos fundamentales.

Receptores acoplados a proteinas G. Agonistas sesgados. Proteinas G. B-arrestinas.

G protein-coupled receptors as therapeutic target

Abstract

Receptors are proteins coded by DNA, some of which have already been crystalized, thus allowing the details of their structure
at the atomic level and some aspects of their function to be known. This review focuses on the most diverse and abundant
family of receptors, G protein-coupled receptors. This family of receptors recognizes and mediates the action of several en-
dogenous ligands (hormones, neurotransmitters, growth factors and local hormones) and also intervenes in the pathogenesis
of various diseases, which is why they are targeted by approximately 30 to 40% of medications that are used in daily clinical
practice and of various illegal drugs as well. X-ray crystallography is one of the essential tools that has allowed to observe the
structure of these receptors in the amino acids that participate in this interaction, which allows to know the binding site of the
endogenous ligand and of synthetic molecules that act on them to modulate their action. Molecular modeling or “docking” is
also a computational bioinformatics tool that supports research on receptor-ligand binding, which allows the design and devel-
opment of increasingly specific drugs. These developments have brought along significant changes in fundamental pharma-
codynamic concepts.

G protein-coupled receptors. Biased agonists. G proteins. [3-arrestins.
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|ntroducci6n

En 1905, Langley introdujo la idea de receptor o
sustancia receptiva al observar la competencia entre
diversos venenos. Esta idea permanece como con-
cepto hasta avanzado el siglo XX, cuando se define
su estructura proteica y se identifican los genes que
los codifican. Es importante destacar que existen
varias grandes familias de receptores:

Receptores intranucleares.

Receptores canal.

Receptores con actividad enzimatica o que se
asocian a enzimas.

Receptores acoplados a proteinas G, motivo de
esta revision y a los que se indicard como GPCR
(G protein-coupled receptors).

Estas familias de receptores no estan relacionadas
filogenéticamente.

Receptores acoplados a proteinas G y su
accion

Los receptores acoplados a proteinas G se deno-
minan asi ya que ejercen muchas de sus acciones al
interaccionar con GTPasas heterotriméricas (Figura 1),
que a su vez modulan la actividad de enzimas
(Figura 1) y también de algunos canales idnicos.
Robert J. Lefkowitz, médico especializado en cardio-
logia, ha sido pionero y pieza fundamental en el estu-
dio de estos receptores, por lo que recibié el Premio
Nobel de Quimica en 2012

Es importante sefalar que existen varias familias
de proteinas G:

— Gs, asociadas a la activacién de la adenil

ciclasa.

— Gi, asociadas a la inhibicion de la adenil ciclasa
y a la modulacién de diversos canales idnicos.

— Ga/11, asociadas a la generacion de IP, y diacil-
glicerol, con la movilizacion de calcio intracelular
y la activacion de la proteina cinasa C.

— G12/13, asociadas a la GTPasa rho y a la dina-
mica del citoesqueleto, fundamentales para de-
terminar la forma celular y la migracion.?

Si bien algunos GPCR tienen una fuerte preferencia
para interaccionar con un solo tipo de proteina G,
otros muchos pueden acoplarse a varias.

En el humano se conocen aproximadamente
800 genes que codifican para GPCR, muchos de ellos
con ligandos naturales conocidos y otros en los que
aun no se conoce el ligando enddgeno (receptores

huérfanos). Dada su enorme variedad e importancia,
no es sorprendente que se haya estimado que entre
30y 40 % de los farmacos de uso comun en la prac-
tica médica tienen su blanco en los GPCR,? al igual
que numerosas drogas ilegales.

En la Figura 1 se ilustra esquematicamente un
GPCR en su forma extendida a lo largo de la mem-
branay la estructura real cristalogréfica en el receptor
internalizado. Como puede apreciarse en la forma
extendida, estos receptores constan de siete zonas
que atraviesan la membrana plasmatica, por lo que
reciben también el nombre de receptores de siete
dominios transmembranales. Los segmentos trans-
membranales se unen entre si mediante tres asas
intracelulares y tres asas extracelulares; el extremo
aminoterminal se localiza en el exterior de la célula,
mientras que el extremo carboxilo es intracelular.
También se muestra que el receptor ejerce su accion
primariamente desde la membrana plasmatica a tra-
vés de activar a las proteinas G. Ademas, se indica
que puede existir otra sefalizacién a través de la
proteina B-arrestina (principalmente detectada en los
receptores internalizados, es decir, que han migrado,
por trafico vesicular, a los endosomas).*® Esta pro-
teina tiene la capacidad de unirse a una gran cantidad
de elementos de sefializacion.® En la misma Figura 1
se ilustra el proceso mas estudiado, la activacion de
las MAP (mitogen activated protein), cinasas que con-
ducen a la expresion genética.

Durante la desensibilizacién, los receptores se fos-
forilan, lo que favorece su union a las B-arrestinas que
bloquea la sefalizacién a través de las proteinas G.
Posteriormente se descubrid que lo que ocurre es un
cambio de un tipo de sefial (mediado por las proteinas
G) a otro (mediado por las p-arrestinas). La fosforila-
cion del receptor puede ser por la presencia del ago-
nista de este (frecuentemente catalizada por una
familia de cinasas de GPCR, denominadas GRK) o a
través de la activacion de otros receptores por la acti-
vacion de diversas proteinas cinasas en sus casca-
das de sefalizacion (Figura 2).

Hasta hace relativamente pocos afos, se conside-
raba que los receptores permanecian inactivos hasta
que se producia un estimulo. Los agentes que activan
al receptor se denominaban agonistas y los que blo-
queaban la accidn, antagonistas. Este concepto se ha
modificado los dltimos afos. En primer lugar, se ha
observado que numerosos receptores tienen cierta
actividad en ausencia de ligando, denominada activi-
dad constitutiva, y que hay agentes que la disminuye,
ahora llamados agonistas inversos (Figura 3, panel A).
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Figura 1. GPCR extendido en la membrana plasmatica con sus siete dominios transmembranales (TM 1-7), sus asas extracelulares (EL 1-3)
e intracelulares (IL 1-3), asi como sus extremos amino (NH2) y carboxilo (COOH) terminales. También la imagen cristalografica de un GPCR
(endocitado). En la porcion izquierda se muestra la sefializacion a través de la proteina G (o,  y y) y el sistema de la adenil ciclasa (AC) que
genera AMP ciclico (AMPc) y activa a la proteina cinasa A (PKA). En la parte izquierda se indica la sefalizacion endosomal a través de la
B-arrestina hacia las MAP cinasas (ERK 1/2). AP-2: proteina adaptadora, CLAT: clatrina.
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Figura 2. Los GPCR pueden ser fosforilados (P), en respuesta a su activacion, por cinasas de GPCR (GRK) u otras proteinas cinasas (PK)
activadas por las cascadas de accion de diferentes receptores (se muestran un GPCR y un receptor con actividad de tirosina cinasa). En la parte
inferior se muestra la consecuencia funcional mas frecuente (desensibilizacion).

Hay agentes que incrementan la actividad hasta el su concentracién, los cuales reciben el nombre de
maximo, denominados agonistas totales, en tanto agonistas parciales (Figura 2, panel A). Esto se debe
otros no llegan al maximo efecto aun cuando aumente a que pueden existir varias conformaciones activas
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Diferentes tipos farmacodinamicos de accion. A: efecto de diferentes tipos de agentes sobre la actividad de los GPCR. B: diferentes
agonistas pueden manifestar “sesgo” hacia acciones mediadas por las proteinas G o hacia acciones mediadas por la -arrestina (C).

del receptor; algunos agentes inducen una configura-
cion oOptima (agonistas totales), mientras que otros
logran conformaciones suboptimas, pero suficientes
para inducir cierto efecto (agonistas parciales). Nétese
que hablamos de eficacia; la potencia es otro con-
cepto y se refiere a la concentracién del agente capaz
de inducir la mitad de su efecto maximo.

En la Figura 3 (panel A), el agonista parcial es
menos eficaz, pero mas potente que el agonista total.’
Los antagonistas puros o “agonistas neutros” son
agentes que interaccionan con el receptor, pero no
modifican su actividad. Los agonistas inversos redu-
cen la actividad basal del receptor y la respuesta
biologica. Esto es méas facil de observar en sistemas
modelo en los que se sobreexpresa al receptor de
interés, que en tejidos u drganos, en los cuales la
densidad de receptores es habitualmente baja y fre-
cuentemente se expresan diversos tipos de recepto-
res para un agente dado, lo que complica el estudio.
Una gran cantidad de los agentes que denominamos
antagonistas son en realidad agonistas parciales de
baja actividad intrinseca o agonistas inversos. Es
importante recordar que estos son términos operati-
vos y que un solo agente puede ser agonista total
para una accién, parcial para otra e incluso agonista
inverso para una tercera (ver mas adelante).

Estos compuestos tienen su accién sobre el “sitio
ortostérico” del receptor, es decir, en algunos de los

residuos con los que los agonistas naturales se unen.
Otros agentes actuan en sitios diferentes, incluso dis-
tantes, llamados “alostéricos” y que pueden tener
accion positiva o negativa sobre la accién de los ago-
nistas. Si bien esto es novedoso para los GPCR, no
lo es para otros receptores como los receptores canal.
Un ejemplo clasico son las benzodiacepinas, modu-
ladores alostéricos de los receptores canal de los
receptores para el GABA tipo A2

Otro aspecto de gran importancia ilustrado en la
Figura 3 (paneles B y C) es el de los agonistas ses-
gados. Se denominan asi dado que presentan un
sesgo o preferencia en su accion, es decir, son efica-
ces o potentes para desencadenar una acciéon mas
que otra. En el caso ilustrado, se indica que un agente
prefiere las acciones inducidas a través de las protei-
nas G, mientras que el otro es mejor para las media-
das a través de las p-arrestinas. Sin embargo, esta
no es la unica posibilidad para mostrar sesgos. Por
ejemplo, un agonista puede favorecer una configura-
cién en el receptor que le permita tener una muy
buena accion sobre una proteina G y no sobre otra.
Es igualmente posible que un agente favorezca la
internalizacién y degradacion de un tipo de receptor,
lo que lo convertiria en un agonista de corto plazo,
pero comportarse como un “antagonista funcional” (al
depletar a la célula de receptores) a mediano y largo
plazo. Las posibilidades que se abren son muchas y
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hay evidencia experimental para algunas de ellas.
Mas adelante se dan algunos ejemplos de interés
médico. Es evidente que la clasificacién farmacodina-
mica aun esta en evolucion.

Estructura de los GPCR. Activacion y
unién con la proteina G

En el afo 2000, por cristalografia de rayos X se
analizé el primer GPCR cristalizado, la rodopsina, el
receptor de la luz.® A la fecha, diversos GPCR se han
analizado por esta técnica y por criomicroscopia elec-
trénica: los receptores f,-adrenérgicos,’®'" de canna-
binoides CB12 y de endotelina B1," asi como el LPA1
del &cido lisofosfatidico™ y el receptor u de los opioi-
des,” entre otros.

Brian Kobilka, también médico cardidlogo, recibié
el Premio Nobel de Quimica 2012, junto con su asesor
de posdoctorado, Robert Lefkowitz. Su trabajo fue
pionero en la cristalizacion de los GPCR y el analisis
de los cambios estructurales que presentan en pre-
sencia de agonistas totales (receptor activo) y agonis-
tas inversos (receptor inactivo); ademas, logro la
cristalizacion del receptor acoplado a la proteina
Gs'®"16 (véase conferencia del Premio Nobel en
https://www.nobelprize.org/prizes/chemistry/2012/
kobilka/lecture/), o que ha permitido acercarse a los
eventos moleculares que ocurren durante la activa-
cion del complejo ligando-GPCR-proteina G. El ana-
lisis cristalografico, en conjunto con el modelado
molecular in silico, se han convertido en herramientas
importantes para definir los mecanismos de accién de
diferentes agentes y el disefio molecular de
farmacos.

Los GPCR como blancos terapéuticos

Los opiaceos, particularmente la morfina, la heroina
y el fentanilo, son compuestos que se caracterizan por
su efecto analgésico y causan en los pacientes una
sensacion de bienestar general. Desafortunadamente,
son fuertemente adictivos y en forma rapida causan
tolerancia y dependencia. El uso hedonistico ilegal se
ha vuelto comun, lo que ha generado una crisis en
muchos paises. Los efectos indeseables mas obser-
vados por la estimulacién prolongada de los recepto-
res u de los opiaceos incluyen nauseas, vomito,
constipacion gastrointestinal y grave depresion respi-
ratoria que puede llevar al paciente a la muerte.

Existe cierta evidencia que sugiere que la mayoria
de los efectos benéficos de los opiaceos se pudieran

deber a la activacion de las proteinas G, mientras que
los indeseables estarian asociados con la activacion
de las B-arrestinas. Por ello, se han disefiado diversos
farmacos con efectos sesgados con la intencion de
evitar los efectos indeseables.!” Entre ellos se encuen-
tra el oliceridine, un potente y eficaz activador de las
proteinas G, pero un débil agente para inducir la fos-
forilacion del receptor, su internalizacion y la activa-
cién de la B-arrestina; en roedores ha demostrado ser
un buen analgésico que induce poca depresion res-
piratoria.”® Sin embargo, los estudios clinicos, aun
iniciales, indican que es capaz de inducir depresion
respiratoria y otros efectos indeseables. Lo mismo se
ha observado con otros agentes desarrollados hasta
el momento, lo que indica que si bien estos agonistas
sesgados son promisorios, aun distan de ser una
realidad clinica."”

Los receptores B, y B,-adrenérgicos son de los
mas estudiados por su notable efecto sobre el fun-
cionamiento cardiovascular. Los receptores f3,-adre-
nérgicos son muy abundantes en el corazon, pero
es claro que en el corazdén humano existen también
receptores f,-adrenérgicos y que estos tienen un
papel importante en el funcionamiento normal del
corazén y en diversas cardiopatias. El receptor
B,-adrenérgico es el mejor estudiado. Ademas, los
agonistas y antagonistas p-adrenérgicos son
empleados en la clinica en forma cotidiana, tanto
en los servicios de urgencias y terapia intensiva,
como en el paciente ambulatorio que padece enfer-
medades crdénicas como hipertension arterial,
insuficiencia cardiaca congestiva crénica y asma,
entre otras.

Se conoce que bajo la accién de diferentes agen-
tes, los receptores B -adrenérgicos adquieren dife-
rentes conformaciones y que ello parece estar
relacionado con su accién y su utilidad clinica.?® En
la Figura 4 se presenta un andlisis de modelado de
la interaccion del receptor ,-adrenérgico con diver-
sos ligandos. Como puede apreciarse, la noradrena-
lina, el agonista natural, hace contacto con residuos
del receptor que pertenecen a las zonas transmem-
branales 3, 5y 7, mientras que el alprenolol, el car-
vedilol y el bucindolol tienen menos contacto con la
zona transmembranal 5, pero mayor con residuos de
la zona transmembranal 6; interacciones diferentes
se ven con los otros agentes, lo que sugiere que el
receptor adquiere conformaciones distintas. Esta
reportado que el carvedilol, un “antagonista” no
selectivo para los receptores B, y B,-adrenérgicos,
presenta una accion como “agonista sesgado”
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Analisis in silico de la union de diferentes ligandos al receptor 3 ,-adrenérgico. Los modelos se obtuvieron con el programa AutoDock

Tools, disponible en internet (http.//autodock.scripps.edu/resources/adt).

(nétense las dificultades para la clasificaciéon farma-
codinamica) sobre el receptor f,-adrenérgico hacia
la via de la B-arrestina y esta indicado para el trata-
miento de la insuficiencia cardiaca congestiva cro-
nica.?' Este compuesto forma enlaces con residuos
de la tercera asa intracelular que son parte del “inte-
rruptor” de acoplamiento proteina G/B-arrestina.
Ademas, datos muy recientes indican claramente
que este compuesto tiene una interaccién con la
B-arrestina que involucra al receptor ,-adrenérgico
y a la proteina Gi.?

Conclusiones y discusion

El conocimiento de las vias de transduccion de
sefales, la regulacion de los GPCR por fosforilacion
y de la estructura de estos receptores ha sido de
suma importancia en el avance del tratamiento de
enfermedades en las que participan los GPCR. La
obtencion de agonistas sesgados que modulan y
estabilizan la conformacion del receptor, ya sea para

activar a la proteina G o reclutar a la B-arrestina,
parece ser clave para el tratamiento de multiples
enfermedades. El conocimiento del detalle estructural
de los distintos estados de un GPCR unido a su ago-
nista es esencial para entender el mecanismo de
activacion del receptor y para el disefio y optimizacion
de los ligandos.
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