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Resumen

La adrenalina y la noradrenalina se unen a receptores membranales de la superfamilia de receptores acoplados a proteinas
G (GPCR) en las células blanco, donde modulan respuestas fisioldgicas tales como el metabolismo, vasoconstriccion, vaso-
dilatacion y proliferacion. La alteracion en su funcion estd asociada con hipertension, hiperplasia prostatica benigna e hiper-
trofia cardiaca. En respuesta a la adrenalina, los receptores forman complejos de sefializacion, lo que permite que la accion
adrenérgica sea especifica, rdpida y eficiente. Estos complejos de sefializacion o signalosomas estan integrados por cinasas,
fosfatasas, proteinas adaptadoras y de andamio, que en conjunto modulan la funcidn del receptor. La manipulacion de cada
interaccion proteina-proteina del complejo de sefalizacion adrenérgico emerge como una estrategia terapéutica prometedora
para el disefio de farmacos que modulen la accion adrenérgica y ayuden a definir su significado fisiopatoldgico. Un modelo
bioldgico importante para realizar estos estudios es el corazdn, ya que expresa todos los receptores adrenérgicos; en la ac-
tualidad se han descrito varios signalosomas cardiacos. La espectrometria de masas (protedmica), manipulacion genética y
ensayos bioquimicos como el doble hibrido o la coinmunoprecipitacion son herramientas que se emplean en estos estudios.

PALABRAS CLAVE: Adrenalina. Noradrenalina. Receptores adrenérgicos. Receptores acoplados a proteinas G. Complejos
de sefalizacion. Signalosomas.

Abstract

Adrenaline and noradrenaline bind to membrane receptors of the superfamily of G protein-coupled receptors (GPCR) in target
cells, where they modulate physiological responses such as metabolism, vasoconstriction, vasodilation and proliferation. Alte-
ration in their function is associated with conditions such as hypertension, benign prostatic hyperplasia and cardiac hypertrophy.
In response to adrenaline, receptors form signaling complexes, which enables adrenergic action to be specific, rapid and
efficient. These signaling complexes or signalosomes are composed of kinases, phosphatases, and adapter and scaffold
proteins, which together modulate the receptor function. Manipulation of each protein-protein interaction of the adrenergic
signaling complex emerges as a promising therapeutic strategy for the design of drugs that modulate adrenergic action and
help to define its pathophysiological significance. An important biological model to perform these investigations is the heart,
since it expresses all adrenergic receptors; to date, several heart signalosomes have been described. Mass spectrometry
(proteomics), genetic manipulation and biochemical assays, such as two-hybrid and co-immunoprecipitation assays, are tools
that are used in these studies.
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|ntroducci6n

La adrenalina (ADRE) y la noradrenalina (NA), hor-
mona y neurotransmisor respectivamente, son produ-
cidos a partir de la L-tirosina en dos fuentes en el
organismo: las terminaciones nerviosas simpaticas,
que liberan NA sobre los 6rganos efectores después
de la estimulacion, y las células cromafines de la mé-
dula suprarrenal, que en realidad son neuronas sim-
paticas posganglionares y fuente principal de sintesis,
almacén vy liberacion de ADRE y NA bajo la estimu-
lacién de receptores nicotinicos de acetilcolina.!

Ambas catecolaminas (ADRE y NA), llamadas con
este nombre por contener en su estructura quimica
un anillo de catecol (1,2-dihidroxibenceno) median
una gran variedad de funciones esenciales para el
organismo, entre las que se encuentran la vasodila-
tacion, vasoconstriccion, proliferacion, presion san-
guinea y presion sistolica y diastdlica cardiacas
(Figura 1A).27 Estas catecolaminas son liberadas en
situaciones de ira, estrés o ansiedad y por reacciones
alérgicas o de hipotensién, mediadas por hormonas
como la histamina, angiotensina Il y bradicinina;' ejer-
cen sus efectos mediante la union a los receptores
adrenérgicos o adrenorreceptores (Figuras 1B y 1C).
Estos se encuentran distribuidos en el sistema ner-
vioso central y auténomo, asi como en tejidos perifé-
ricos tales como el musculo radial del iris en el ojo,
la piel y mucosas de los vasos sanguineos en el
corazon, trigono, esfinter de la vejiga, musculos ob-
turador y esquelético, médula suprarrenal, hipdfisis,
glandula pineal y 6rganos sexuales masculinos, entre
otros.?” La importancia de estos mediadores quimicos
es tal que la alteracion en la sintesis y liberacion de
las catecolaminas —que normalmente circulan en la
sangre en el orden de nanomoles'— o en la forma en
que generan una respuesta celular al unirse a sus
receptores especificos® puede dar lugar a hiperplasia
cardiaca y prostatica, hipertrofia cardiaca, hiperten-
sién o cancer.?

Los adrenorreceptores localizados en la membrana
plasmatica de las células se activan por la unién de
ambas catecolaminas y generan respuestas celulares
especificas mediante varias vias desefalizacion en
las que participan elementos como las proteinas G
heterotriméricas, enzimas membranales como la fos-
folipasa C y adenil ciclasa (AC), que producen molé-
culas conocidas como “segundos mensajeros” y que
al difundirse en la célula activan proteinas citosélicas
como las cinasas, proteinas que transfieren grupos
fosfato a residuos de aminoacidos especificos de las

proteinas blanco, tales como los factores de
transcripcion (Figura 1B). De esta manera, y en un
orden especifico de activacién, las proteinas que par-
ticipan amplifican la sefial extracelular modulando la
expresion de genes relacionados con las distintas
respuestas celulares (Figura 1B).

La union del agonista (ADRE y NA) a sus recepto-
res especificos induce un cambio de conformacidn
que promueve que estos interaccionen y recluten dis-
tintos elementos de la via de sefalizacion mediante
una plataforma o proteina de andamio conocida como
AKAP (A kinase anchoring protein), a la cual se su-
man mas componentes dando lugar a un complejo
multiproteico de sefalizacion (Figura 2A).92° La AKAP
contiene en su estructura varios dominios especificos
de interaccion proteina-proteina (Figura 2B), con los
que por afinidad recluta a los elementos que partici-
pan en la regulacion del receptor (Tabla 1) como ci-
nasas y fosfatasas, que mantienen en equilibrio su
estado de fosforilacidn, elementos que participan en
Su ubiquitinacion y degradacion, asi como aquellos
que participan en su internalizacion y en el trafico
vesicular (Figuras 2B y 2C).1320

El conocimiento que se genere acerca de la
composicion de los complejos moleculares de la se-
fializacion adrenérgica, asi como el estudio de los
dominios de interaccion de las proteinas que los com-
ponen, permitird contar con blancos terapéuticos po-
tenciales de las condiciones fisiopatoldgicas en las
que participan estos receptores, como las enferme-
dades de origen cardiovascular, hipertrofia cardiaca,
isquemia del miocardio, cardiomiopatia diabética y
por desnutricion, cardiomiopatia dilatada y alteracio-
nes congeénitas.?'?’

Aqui se describe brevemente la clasificacion de los
receptores adrenérgicos, sus caracteristicas estructurales
y vias de sefializacion. Se mencionan las proteinas mas
representativas del complejo de sefializacion del recep-
tor B,-adrenérgico, el prototipo de los receptores adre-
nérgicos, asi como sus dominios de interaccion. Se
mencionan ejemplos de los complejos de sefializacion
identificados en la fisiologia normal y patoldgica del co-
razon. Finalmente, se hace referencia a herramientas
metodoldgicas utilizadas en el estudio de las interaccio-
nes proteicas.

Clasificacion de los receptores adrenérgicos
Con base en la farmacologia y afinidad (dosis efec-

tiva 50, EC, ) que presentan los receptores adrenérgi-
cos a diversos farmacos y agentes sintéticos (agonistas
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Figura 1. Sistema de sefalizacion adrenérgico. Las catecolaminas: adrenalina (hormona) y noradrenalina (neurotransmisor) se unen a recepto-
res blanco de siete dominios transmembranales conocidos como receptores acoplados a proteinas G (GPCR), los cuales constan, ademas, de
tres asas extracelulares, tres asas intracelulares, el extremo amino extracelular (N) y el extremo carboxilo intracelular (C). El GPCR (B ,-adrenér-
gico) localizado en la membrana plasmatica al ser activado por el agonista se acopla a una proteina G heterotrimérica que activa a una proteina
efectora en la membrana plasmatica, la cual genera moléculas llamadas “segundos mensajeros” que se difunden en el citoplasma hasta activar
cinasas de proteinas que amplifican la senal fosforilando a sus sustratos (factores de transcripcion), lo cuales regulan la expresion de genes

que patrticipan en distintas respuestas celulares.

y antagonistas) se clasifican en tres grupos: B, o, y
a,, nomenclatura que se debe a la identidad en su
secuencia primaria.>®® Cada grupo tiene tres subti-
pos:B,, B, By 0 Oy Oy Oyps Ol Y O, t0dOS pro-
ductos de genes distintos (IUPHAR, International
Union of Basic and Clinical Pharmacology). La prime-
ra clasificacion fue hecha en 1948 por el farmacdlogo
Raymond Perry Ahlquist (1914-1983), quien dividid los
receptores a-adrenérgicos y p-adrenérgicos, con
base en una serie de aminas simpaticomiméticas so-
bre una variedad de tejidos. Los receptores o-adre-
nérgicos tienen efecto vasoconstrictor y producen ex-
citacién sobre el Utero, corazén y vasos sanguineos
y solo tienen efecto de relajacion en el intestino. Los
receptores f-adrenérgicos tienen principalmente
efecto vasodilatador y solo efecto vasoconstrictor en
utero y excitador en el miocardio.®

En 1958, el trabajo de Earl Wilbur Sutherland (1915-
1974), quien gano el premio Nobel de Fisiologia y
Medicina en 1971, contribuyd a definir el mecanismo
de accién de las hormonas. Sutherland y Ted Rall
(1963) caracterizaron la funcion de los receptores
empleando compuestos marcados radiactivamente,
como el adenosin trifosfato [8-"“C]ATP. Observaron
que el adenosin monofosfato ciclico (AMPc), que pro-
viene de la ciclizacion del ATP, es un intermediario en
la accién de hormonas como la ADRE, que actua
sobre la fosforilasa que participa en la formacion de
glucosa a partir de glucégeno.?® En 1967 se identifi-
caron dos tipos de receptores f-adrenérgicos por su
diferencia en la afinidad que presentan para la ADRE,
que activa al subtipo B,-adrenérgico con 100 veces
mas potencia que al ,-adrenérgico. El subtipo 3,-adre-
nérgico fue descubierto mas tarde y se considerd
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Figura 2. Complejo de senializacidn del receptor B -adrenérgico (3,-AR). La unién de la adrenalina al receptor B,-AR incrementa su interaccion
la proteina de andamio (AKAP250/gravina/AKAP12), la cual recluta varios componentes de la via de sefalizacion (PKC, PKA, PP2B), que en
conjunto modulan la funcion del receptor (desensibilizacion/resensibilizacion). AKAP250 tiene dominios de interaccion proteina-proteina, entre
ellos tres motivos AKAP conservados entre las AKAP, una region de interaccion con F-actina hacia el N-terminal y dos regiones PXXP (proli-
na-X-X-prolina; X = cualquier aminodcido) similares a dominios SH3 con el que interacciona con Src.

como “atipico”, porque es insensible a los antagonis-
tas B, y B, tipicos.”

Por otra parte, la clasificacion de los receptores
a,-adrenérgicos comenzo con el uso de la prazosina,
un antagonista selectivo.>*Con el WB4101, otro anta-
gonista, se identificaron claramente dos subtipos de
a-adrenérgicos: a,, y . El primer gen clonado fue
el del receptor a.,, mas tarde se clond el receptor
a,,-adrenérgico con el que hubo inicialmente contro-
versia ya que se le habia llamado previamente
a,.-adrenérgico (a,,.). Posteriormente se identifico y
clono el receptor o, -adrenérgico (a,,,),> quedando
finalmente la nomenclatura o, a.;y a.,. Por otra par-
te, con la yohimbina, un antagonista, se identificé el
grupo de receptores a,-adrenérgicos,* de los que se
identificaron dos subtipos: a,, y a,,, caracterizados
con agonistas y antagonistas en ensayos funcionales
y bioquimicos de unién de ligandos radiactivos al re-
ceptor conocidos como binding.3®

Actualmente se estudia la importancia de cada sub-
tipo de receptor adrenérgico en la fisiologia humana,
la caracterizacion de los elementos que participan en
sus vias de sefalizacion y su regulacion bioquimica
y molecular.

Caracteristicas de los receptores
adrenérgicos

Los receptores adrenérgicos pertenecen a la super-
familia de receptores acoplados a proteinas G o
GPCR (G protein-coupled receptors). Estan
conformados por siete regiones hidrofébicas o hélices
transmembranales (TM), tres asas extracelulares
importantes para la unién del ligando y tres asas in-
tracelulares, asi como un extremo amino que es ex-
tracelular y un extremo carboxilo que se encuentra
hacia el interior de la célula (Figura 1C). Se les llama
adrenorreceptores presinapticos si se expresan en las
neuronas simpaticas y adrenorreceptores postsinap-
ticos si se expresan en las neuronas postsinapticas.®*
Su expresion en los tejidos u 6rganos blanco es teji-
do/6rgano-especifica.?

Los receptores adrenérgicos responden a cambios
en el ambiente y, por lo tanto, a una condicién fisiold-
gica determinada, como el incremento en la concen-
tracion de ADRE y NA en la circulacion sanguinea.' La
unién del agonista al receptor induce en él un cambio
de conformacion que le permite acoplarse a la proteina
G heterotrimérica, que al activarse intercambia guanosin
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difosfato (GDP), unido a la subunidad o en su estado
inactivo por guanosin trifosfato (GTP). La liberacion de
GDP permite la disociacién de la subunidad o, que
tiene GTP, del dimero By. La hidrdlisis de GTP a GDP
por la subunidad o (que tiene actividad de GTPasa)
permite que las subunidades o y By se asocien; el ciclo
de activacion/desactivacion de la proteina G se inicia
nuevamente al activarse el receptor.®

Son cuatro las familias de proteinas G heterotrimé-
ricas: G, (estimulatoria), G, (inhibitoria), G, y G,,,,;.>*
Como consecuencia de la activacion de la proteina G
(qu y G, se activan enzimas efectoras de la mem-
brana plasmatica como la fosfolipasa C que produce
inositol 1,4,5-trisfosfato (IP,) y 1,2-diacilglicerol (DAG),
con lo que se observa liberacién de iones de calcio
del reticulo endoplasmico y la AC que produce AMPc.®
Estos “segundos mensajeros” (IP,, DAG, calcio y
AMPc) activan proteinas amplificadoras de la sefal
extracelular como la proteina cinasa dependiente de
calcio (PKC) y la cinasa dependiente de AMPc (PKA)?
(Figura 1B). Por su parte, al desfosforilar sus sustratos
por hidrélisis de los enlaces monoéster de los grupos
fosfato, las proteinas fosfatasas regulan la amplifica-
cion de la sefial extracelular.®'

La investigacion desarrollada por Robert J. Le-
fkowitz y Brian K. Kobilka de las Universidades de
Duke y Stanford en Estados Unidos acerca de la es-
tructura de los GPCR, asi como de la regulacién de
la funcién de esta superfamilia de receptores, los llevd
a obtener el premio Nobel de Quimica en 2012.%2 Los
hallazgos obtenidos durante cuatro décadas por estos
dos grupos de investigacion han abierto brecha hacia
uno de los objetivos mas importantes de la medicina:
el disefo de farmacos especificos (agonistas y anta-
gonistas) para los numerosos GPCR involucrados en
distintas enfermedades. En la actualidad se han cris-
talizado aproximadamente 30 GPCR, entre los que
destacan el receptor B,-adrenérgico, tanto en estado
inactivo®® como activo,* el receptor muscarinico M3,
el 8-opioide® y la rodopsina (receptor de la luz).’” El
andlisis de difraccion de rayos X de los cristales de
los GPCR y el modelaje de proteinas con programas
computacionales proporcionan las estructuras de los
receptores a nivel atémico, de tal forma que se puede
estudiar con mayor detalle y precision la funcion, for-
ma de regulacion, los sitios de unién de los ligandos
y los dominios de interaccion con proteinas.

Complejos de senalizacion adrenérgicos

En la transduccién de sefales (paso de una sefial
extracelular a una sefalizacion intracelular mediada

por receptores) (Figuras 1A y 3A), la formacion
dinamica de complejos multiproteicos es clave para
que la respuesta celular sea especifica, eficiente y
rapida (Figura 2A).383° Existen complejos preformados
en ausencia del estimulo, debido a la difusién simple
de las proteinas citoplasmicas y a su encuentro
azaroso.“’ Recientemente se ha sugerido que los com-
plejos multiproteicos constitutivos se ensamblan du-
rante la biosintesis de las proteinas.*' La interaccion
requiere regiones afines entre si, es decir, de dominios
de interaccion proteina-proteina. Algunos dominios
descritos son los dominios homdlogos a la cinasa de
residuos de tirosina Src (Rous sarcoma virus): SH4
dominio unico de Src, SH1 que es el centro catalitico
de las tirosincinasas, SH2 que se ancla a residuos de
fosfotirosina y SH3, sitio de union a la poliprolina.*>44
Otros como PTB (p-Tyr-binding) se unen a fosfotirosi-
nas; PH (pleckstrin homology) es sitio de unién a fos-
foinositidos; MH2 (N-terminal DNA binding), sitio que
reconoce y se une a la secuencia pSer-X-pSer;® y
PDZ (PSD-95, DIg y ZO-1, siglas de las tres proteinas
cuatro residuos hacia el carboxilo terminal de las pro-
teinas blanco,* entre otros. En particular, los dominios
de interaccion de algunos de los elementos del com-
plejo de sefalizacion adrenérgico son regiones poli-
bésicas y regiones hidrofébicas (Tabla 1).

El complejo de sefalizacion del receptor ,-adreneér-
gico es el mejor caracterizado.'¢ En respuesta al ago-
nista, el receptor B, interacciona con la proteina de
andamio AKAP250, también llamada gravina o AKAP12,
a través de la cual recluta proteinas que participan en
la respuesta B,-adrenérgica (Figura 2A).“ Por ejemplo,
las GRK2/3 (G protein-coupled receptor kinases 2 and
3), cinasas especificas que fosforilan residuos de serina
o treonina de asas intracelulares o del extremo carboxi-
lo del receptor, fosfatos que son reconocidos por pro-
teinas de la maquinaria endocitica (p-arrestina, AP2,
clatrina) y lo internalizan en endosomas tempranos, con
lo que se desencadena el proceso de desensibilizacion
homdloga (pérdida de respuesta del receptor por la
accién prolongada del agonista)'!'31%'7 (Figura 3A).
Igualmente, otras cinasas (PKA y PKC) pueden formar
parte del complejo (Figura 2A), participando en la des-
ensibilizacién heterdloga (pérdida de respuesta del re-
ceptor debida a estimulos distintos al agonista enddge-
no).“” Otras proteinas del complejo son las fosfatasas
PP1, PP2Ay PP2B (Figura 2A), que ademas participan
en el proceso de “resensibilizacién”, ya que el receptor
internalizado regresa a la membrana plasmatica sin
fosfatos, donde puede ser activado nuevamente por el
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Figura 3. Interaccion GPCR-B-arrestina. La union del agonista al B2-AR induce, entre otros efectos, la activacion de GRK que fosforila al receptor.
La fosforilacion del GPCR lo hace mas afin a la interaccion con la B-arrestina, una proteina adaptadora versatil. Por una parte, interfiere con el
acoplamiento p2-AR-proteina G y, por otro, recluta proteinas que participan en la internalizacion y trafico del receptor, asi como elementos de
la via de las MAPK. La B-arrestina tiene una estructura modular, en el N-terminal se encuentra el sitio de interaccion con el receptor, tiene dos
dominios reguladores, uno es el sitio de reconocimiento de la clatrina (Clat) y otro para la adaptina 2 (AP2). B-arrestina 1 tiene en el N-terminal uno
0 mas dominios PXXP de reconocimiento para Src y JNK3 y en el C-terminal para NSF. B-arrestina 2 tiene un sitio de union de JNK3 y de Mdm2.

ligando (Figura 3A).*® Src también puede formar parte
del complejo (Figura 4) y participar tanto en la interna-
lizacion como en el reciclamiento del receptor 0 como
un modulador de la respuesta adrenérgica, via recep-
tores para factores de crecimiento.*

Algunas proteinas que forman parte del complejo de
sefalizacién no se unen a la AKAP, interaccionan di-
rectamente con el receptor o con proteinas adaptado-
ras, como la fosfodiesterasa de AMPc (PDE4) que
disminuye los niveles del AMPc al degradarlo,®® AP-2
(adaptor protein 2), clatrina y p-arrestina, que partici-
pan en el trafico del receptor,® cinasas de la familia
de la MAPK (mitogen activated protein kinase) como
ERK1/2 (extracellular stimuli response kinase 1 and
2)% y la ligasa de ubiquitina Mdm2 (murine double
minute 2), que participa en la degradacion del recep-
tor.%8 (Figuras 3A y 3C). Es importante mencionar que
el receptor B,-adrenérgico puede formar oligomeros
con otros GPCR, interacciones que tienen repercusion

funcional. Por ejemplo, el receptor B, internalizado en
forma de homodimero es mas estable a la degrada-
cion.5455 Por otro lado, la accion B, adrenérgica sobre
respuestas como la formacion de hueso es regulada
negativamente por el receptor de canabinoides tipo |
(CBR1),%8 receptor con el que forma heterodimeros.%:5”
(Tabla 2) A la fecha, se han descrito al menos 20 pro-
teinas que forman parte del signalosoma p-adrenérgi-
co. Se conocen cinco proteinas que interaccionan con
el receptor o, y 8 con el receptor o, (Tablas 2 y 3).

Caracteristicas estructurales del receptor,
proteinas de andamio y adaptadoras del
complejo de sefalizacion adrenérgico

Los dominios de interaccion proteina-proteina del
receptor, proteinas adaptadoras (B-arrestina) y anda-
mios (AKAP) que constituyen el complejo de sefaliza-
cion adrenérgico han sido ampliamente estudiados.
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Figura 4. Interaccidn del B,-AR con proteinas adaptadoras, andamios y GPCR. EI ,-AR tiene dominios de interaccion proteina-proteina para la
B-arrestina, proteinas de andamio (AKAP), Src y el transportador Na*/H*(NERF1) entre otras, asi modula distintas respuestas celulares. EIf,-AR
puede formar dimeros y heterodimeros, interacciones que repercuten en su funcion.

Receptores adrenérgicos

Las interacciones canodnicas del receptor f3,-adre-
nérgico con la proteina Gs y la p-arrestina, asi como
las interacciones entre dos receptores, se han descri-
to recientemente con el apoyo de la cristalografia de
rayos X y con la adquisiciéon de datos de difraccion
de los cristales, ya que permite ver su estructura con
alta resolucion.®* El co-cristal receptor B,-proteina Gs
muestra que la superficie de contacto entre las dos
proteinas (interface) involucra aminodcidos de las TM
V y VI del receptor. Mientras que en la interface re-
ceptor-p-arrestina participa la tercera asa intracelular
y la TM V, ademas, para que esta interaccion sea de
mayor afinidad se requiere la fosforilacion por GRK,
tanto de la tercera asa intracelular como del extremo
carboxilo del receptor.®* Por otra parte, en la interface
del homodimero del receptor f,-adrenérgico partici-
pan las TM I, I, IV y V3% (Figura 1B).

El andlisis bioquimico de la interacciéon “recep-
tor-AKAP” muestra que en esta asociacion participan
dominios tipo PDZ de los cuales hay varias clases con
la secuencia consenso X-[Ser/Thr]-X-[Val/lle/lle], don-
de X es cualquier aminodcido.*> Se han caracterizado

diferentes dominios PDZ en los receptores
adrenérgicos como secuencias pequefias glutami-
co-serina-lisina-valina (ESKV) en el carboxilo terminal
del receptor [ -adrenérgico; aspartico-serina-leuci-
na-leucina (DSLL) en el f,-adrenérgico y glutami-
co-aspartico-treonina-isoleucina (EDTI) en el o., -adre-
nérgico. A estos dominios se unen numerosas
proteinas que tienen dominios PDZ, como canales de
potasio y endofilina?' (Tabla 3).

p-arrestina

La B-arrestina fue identificada por el grupo de Robert
Lefkowitz como una proteina similar a la arrestina vi-
sual que participa en la adaptacién a la luz en el sis-
tema de la rodopsina. Esta proteina se conocié por
mucho tiempo como el freno de la transduccién de
sefales de los GPCR porque interfiere fisicamente con
el acoplamiento entre el receptor y la proteina Gs (Fi-
gura 3A).5°80 Sin embargo, el mismo grupo observd
que la B-arrestina es capaz también de asociarse con
otras proteinas durante la desensibilizacién, funcionan-
do como una proteina adaptadora que recluta la ma-
quinaria endocitica.’ Puede, ademas, interaccionar
con otras p-arrestinas formando homo y heterodimeros
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Tabla 1. Dominios de interaccion proteina-proteina de algunos de los elementos que conforman el signalosoma p,-adrenérgico

Proteina  Dominio de interaccion Localizacion del Proteina con la que interactiia Funcién
dominio
AKAP Hélice anfipatica N-terminal PKA Amplificacion de la sefal
AKAP79 Dominios polibésicos: 31-52, 77-101,  N-terminal PKC, CaM, F-actina Recluta elementos que
116-145 aminoacidos Caderina, AC5 participan en la via del GPCR
315-360 C-terminal PP2B Término de la sefal
392-413 PKA Amplificacion de la sefal
AKAP250 18 aminoéacidos que forman una hélice  N-terminal PKA Amplificacion de la sefial
anfipatica con residuos hidrofébicos
GRK2 o-D hélice; asas o-F y a-G N-terminal GPCR Fosforilacion del GPCR e
inhibicion de la sefial
N-terminal Dimero Gby Inactivacion de Go
N-terminal MEK, PKB, ezrina, PI3Ky, GIT Migracion
[B-arrestina Mdm2, MAPK; Src Degradacion de GRK2
Proteina a-N hélice N-terminal GPCR, dimero byy Sefializacion
Ga efectores (fosfolipasa C)
GPCR Asas intracelulares y  Proteina G, B-arrestina, GRK2 Sefializacion y

C-terminal

desensibilizacion

CAM, calmodulina; MEK, MAPK cinasa; PKB, proteina cinasa B; PI3K, fosfoinositol 3-cinasa; GIT, interactor cinasa del receptor acoplado a proteina G'* ¢

(Figuras 3B y 3C). Las dos isoformas de la $-arrestina
tienen en el extremo amino un ndcleo polar con apro-
ximadamente 12 aminoacidos que reconoce al GPCR
fosforilado.52%® En esta misma region, la B-arrestina 2
tiene el sitio de interaccién con cinasas de la familia
de las MAPK como JNKS3 (c-Jun N-terminal kinase 3),
relevantes para la proliferacion celular, respuesta al
estrés y la supervivencia, asi como el sitio de unién de
Mdm2 y del inhibidor del factor de transcripcidn poten-
ciador de las cadenas k de las células B activadas (I-
kB)®263 (Figura 3B) y en el extremo carboxilo de ambas
B-arrestinas, los dominios de unién de clatrina y AP2
(Figura 3B). Se ha demostrado que la B-arrestina pue-
de interactuar con méas proteinas y de esta forma re-
gular varias respuestas celulares (Figura 3C).

AKAP (A kinase anchoring-protein)

Existen cerca de 70 proteinas de andamio (AKAP),
cuyo nombre se deriva principalmente de su interac-
cién con la PKA, especificamente con las subunida-
des reguladoras RIl. Se expresan principalmente en
la membrana plasmatica®"®'"'"!” pero su localizacion
se extiende a otros compartimentos celulares.? Los
residuos 1-107 de la AKAP5 (AKAP79/150) y los resi-
duos 1-912 de la AKAP250 son importantes para la

interaccion con el GPCR, ambas son proteinas de
andamiaje de la respuesta f,-adrenérgica.** En el
extremo amino de AKAPS5 se identificaron los sitios
de interaccion con Src, cinasa involucrada en el reci-
claje del receptor B,-adrenérgico hacia la membrana
plasmatica, los sitios de PKC, PP1y PP2B y hacia el
carboxilo terminal y los sitios de PKA y de AKAP250
con la que forma hetero oligémeros.*®

En el extremo amino de la AKAP250 se identificd
una region anfipatica llamada sitio RBD (receptor bin-
ding domain), que funciona en el reconocimiento y
uniéon al GPCR, asi como cuatro dominios que le
permiten anclarse a la membrana plasmatica: un sitio
de N-miristoilacion y tres dominios pequefios carga-
dos positivamente llamados PCD (small positi-
vely-charged domains), que se unen electrostatica-
mente a la cara interna de la membrana plasmatica'®
(Tabla 1).

Importancia de los complejos de
sefalizacion adrenérgicos en la clinica

Algunas fisiopatologias de origen cardiovascular,
como la hipertrofia cardiaca e isquemia del miocardio,
entre otros problemas graves de salud en el mundo,
se relacionan con la accién adrenérgica. El corazén
expresa todos los subtipos de receptores adrenérgicos
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Tabla 2. Oligémeros de los receptores adrenérgicos. Se indica el papel de la interaccion en la internalizacion y su efecto sobre

distintas respuestas celulares

Receptor adrenérgico Oligomerizacion Internalizacién

Efecto celular

Disminuye la activacion de ERK
Internalizaciéon mas estable
No acoplamiento con Gi

No se conoce

No se conoce
Endocitosis en respuesta a la insulina

Corrientes de calcio

Corriente de potasio

Internalizacion constitutiva del CB1R/ Analgesia/inhibicion de la formacion de hueso por accién

adrenérgica

No se conoce

No se conoce

No se conoce

Disminuye afinidad por ligandos a.,

Expresion del a, en la membrana

Incremento de la sefializacion

Fosforilacion del a2A

Incremento en la sefializacion de ambos receptores

Crecimiento de neuritas mediado por el receptor opioide &

B, B, No permite internalizacion del 8,
B, B, Si
B, B, No permite internalizacion del 8,
B, olfatorio Expresién del receptor olfatorio en la
membrana y cointernalizacion
B, Opioide 8 Cointernalizacion
B, Opioide k No permite internalizacion del 8,
B, Angiotensina | Inhibicion de la internalizacion por
(AT1R) antagonistas del AT1R
B, Serotonina No se conoce
(5HT4)
B, Canabinoide |
(CB1R) cointernalizacion
o, (N No
o, g Cointernalizacion
Oy Oy No
Oy o, Expresion del a,, en la membrana
oy B, Cointernalizacion
Uy Oy No se conoce
0y B, Cointernalizacién
0y Opioide p No se conoce
0, Opioide § No se conoce
Oy B, Expresion del a,. en la membrana

Aumenta la sefalizacion de ERK mediada por el a.,

Tabla modificada de referencias 2'y 14

y varias isoformas de las AKAP, por lo que se consi-
dera un modelo muy importante para estudiar los
mecanismos moleculares de la formacién de comple-
jos de sefalizacion en la fisiologia cardiaca normal y
en condiciones fisiopatolégicas con la esperanza de
descubrir blancos terapéuticos que ayuden al trata-
miento de las enfermedades. Se ha descrito que los
cardiomiocitos expresan los receptores 3, y f,-adre-
nérgicos en regiones de la membrana plasmatica en-
riquecidas con colesterol y otros lipidos (lipid rafts) y
en caveolas que contienen caveolina forman invagi-
naciones; el subtipo B,, ademas, se localiza en regio-
nes que no contienen colesterol, incluso en la mem-
brana nuclear, mientras que el subtipo B, no se ha
observado en la membrana plasmatica, pero si en la
nuclear, junto con el subtipo .. Estas células también
expresan en las membranas plasmatica y nuclear a
los receptores o, y a. -adrenérgicos.'®!46667

Como se menciond, el corazon expresa varias AKAP
que funcionan como integradores de la sefalizacién
adrenérgica: mAKAP, AKAP18, AKAP79, D-AKAP1/2,
AKAP95, AKAP220, AKAP-LBC, AKAP250/gravina,
ezrina, yotiao, sinemina, SPHKAP y BIG2.121521.22 En
la contraccion del musculo cardiaco durante cada lati-
do, la activacion de los receptores f, y ,-adrenérgicos
por las catecolaminas liberadas de la inervacion sim-
patica, incrementa la cinética del ciclo excitacién-con-
traccion, donde la corriente eléctrica se convierte en
una fuerza mecanica que resulta en un ciclo ritmico
del incremento de calcio entre el citosol y el reticulo
sarcoplasmico (RS), eventos en los que participa un
gran numero de proteinas reclutadas por AKAP18.°
Los efectos cronotrépico e inotrépico positivos se ge-
neran principalmente mediante la via clasica: proteina
G-AMPc-PKA-fosforilacion de la maquinaria contractil
y de proteinas accesorias tales como canales de
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Tabla 3. Proteinas que interactuan directamente con los receptores adrenérgicos

Receptor adrenérgico Proteina de interaccion Sitio de interaccion con el receptor

Efecto celular

B,

B,

(X'ZA‘ B- C-

1A-, B-, D-

Endofilinas

PSD-95
MAGI-2
GIPC

CAL
RasGEF
GASP
Golgin-160
14-3-3
PDE4
AKAP 250 (gravina)
AKAP79
AKAPLc
Grb2
Cavi.2
BKCa

pVHL
EGLN3

NERF1
Src

Metaloproteinasa de
matriz

RGS2
Espinofilina
AP50
Ezrina
Sintrofinas
nNOS
gC1gR
Uch-L1
Espinofilina

14-3-3z

Tercera asa intracelular (rica en
prolinas)

C-terminal (ESKV)
C-terminal (ESKV)
C-terminal (ESKV)
C-terminal (ESKV)
C-terminal (ESKV)
C-terminal (ESKV)
Tercera asa intracelular
Sitios fosforilados
No se conoce
C-terminal

No se conoce

No se conoce
Tyr350/354

No se conoce

No se conoce

Pro382/395

C-terminal (DSLL)

Tercera asa intracelular y C-terminal
rico en prolina

No se conoce

Tercera asa intracelular
Tercera asa intracelular
C-terminal

C-terminal

C-terminal (ETDI)

No se conoce
C-terminal (Arg)
Tercera asa intracelular
Tercera.asa intracelular

Tercera asa intracelular

Endocitosis

Endocitosis/Asociacion con el receptor de NMDA
Endocitosis/asociacion con p-catenina
Inhibicién de ERK

Disminuye la expresion en membrana
Activacion de Ras

No se conoce

Aumenta la expresion en membrana
Regulacion de canales de K*

Regulacion de los niveles de AMPc
Endocitosis/desensibilizacion/resensibilizacién
Asociacion de GRK

Corrientes de calcio

Endocitosis en respuesta a la insulina
Corrientes de calcio

Corriente de potasio

Ubiquitinacion en respuesta a oxigeno

Regulacion del intercambiador Na*/H*

Activacion de ERK

Expresion en la membrana

Disminucion Gg

Reciclamiento

Endocitosis

Reciclamiento

Estabilizacion del receptor en la membrana
No se conoce

Localizacion intracelular

Disminuye MAPK

No se conoce

No se conoce

Se indica el sitio de interaccién con el receptor y la funcién que tiene dicha interaccion
MAGI-2, membrane-associated guanylate kinase inverted-2; GIPC, Go-interacting protein, C-terminal; CAL, cystic fibrosis transmembrane conductance regulator associated ligand; Ras-GEF,
GTP exchange factor; GASP, G protein coupled receptor-associated protein; NERF1, Na*/H*exchanger regulatory factor; nNOS, neuronal nitric oxid sintetase; Uch-L1, ubiquitin carboxy
terminal hydrolase-L 1, BKCa, calcium activated potassium cannel; pVHL, the von Hippel-Lindau protein; RGS, regulator of G protein signaling; gC1qR, globular C1q domain receptor.

En algunos casos aun no se conoce el sitio o la funcion de la interaccion. Tabla modificada de referencia 2
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calcio, receptor de rianodina, troponina-l y el fosfolam-
bano.'2158 En este ciclo, la contraccion depende de
calcio y se inicia con la entrada del catién a través de
canales tipo-L, los cuales por su localizacién en el
sarcolema actuan sobre receptores de rianodina (RR);
el incremento de la concentracién local de calcio en
los alrededores de los RR es suficiente para activar la
liberacion de calcio inducida por calcio y vaciar los
almacenes del RS. La robusta onda de calcio en el
citosol permite al cation unirse a los microfilamentos,
especificamente a la troponina C, y asi iniciar la con-
traccién del miocito. 21568

Se ha observado que la activacion crénica de esta
cascada da lugar a una progresiva disfuncién cardiaca,
hipertrofia e insuficiencia cardiaca. La actividad prolon-
gada de PKA desregula algunas proteinas, incluyendo
el receptor f3,- adrenérgico, por lo que este se considero
el primer blanco terapéutico descrito en el tratamiento
de estas afecciones, utilizando antagonistas para inhi-
bir su funcion. Sin embargo, como estos farmacos pro-
ducen efectos secundarios, el estudio y caracterizacion
de los complejos de sefalizacion cardiacos y de los
dominios de interacciéon prometen identificar blancos
mas especificos. Por ejemplo, uno de estos blancos
podria ser la interaccion entre AKAP18 y el fosfolam-
bano-ATPasa de calcio, ya que se demostrd que pép-
tidos sintéticos que compiten por la unién con AKAP
disminuye 50 % la accion B-adrenérgica. Otro posible
blanco de la accién farmacoldgica es la interaccion de
la AKAP con las distintas fosfatasas (PP1, PP2A y
PP2B),?2 porque son moduladores del estado de fosfo-
rilacién/activacion de las proteinas del complejo duran-
te la relajacion del musculo cardiaco que requiere la
remocion del calcio citosélico, capturado por el RS a
través de la ATPasa dependiente de calcio y del inter-
cambiador de Na*/Ca*2 y otros canales, con lo que se
restaura el potencial de reposo. La inhibicion de la
ATPasa resulta en un efecto inotrépico y lusotropico
negativos, por otro lado, si se afecta la interaccion
AKAP-PKA, tanto in vivo como ex vivo, también se
afecta negativamente la funcién normal del corazdn, se
altera la duracion de los latidos (efecto cronotrdpico) y
la fuerza de los latidos (efecto inotrépico), asi como la
velocidad de relajacion (efecto lusotrdpico).

Otros complejos de sefalizacion formados en res-
puesta a la accion f,-adrenérgica e importantes para
la fisiologia del corazon son AKAP15-PKA-Ca 1.2,
AKAPLcb-PKA-PKC-PKD-Rho-14-3-3 y Yotiao-PKA-
KCNQ1-PDE4D-PP1.2122 Se demostrd experimental-
mente que la conducta cardiaca se afecta por la
ausencia de alguna de las proteinas que forman parte

de los signalosomas por mutaciones puntuales o por
inhibicién de su expresion: la ausencia del canal de
calcio dependiente de voltaje (Ca 1.2) induce un
fenotipo de severa hipertrofia cardiaca y lleva a la
muerte perinatal,?! la ausencia de AKAP-Lcb (AKAP13)
induce el adelgazamiento del miocardio al inhibir el
crecimiento celular, fenotipo letal de los embriones de
ratén y, por ultimo, la falta del canal de potasio KCNQ1
o de Yotiao (AKAP9) genera arritmias del corazon.
En arterias coronarias del epicardio de ratdn se
caracteriz6 un complejo integrado en respuesta a la
activacion del receptor o, -adrenérgico llamado DAPC
(distrophyn-associated protein complex) que contiene
distrofina y sintrofina;% se relaciona con la distrofia
muscular de Duchenne, en la que una mutacion en el
gen de la distrofina produce una proteina defectuosa
que resulta en la degeneracion progresiva de los mus-
culos, afectando funciones cognitivas o cardiacas.
Aunque se han descrito complejos multiproteicos y
su importancia funcional en algunas patologias cardia-
cas, como las mencionadas, otras enfermedades car-
diacas de elevada incidencia, como la cardiomiopatia
diabética, cardiomiopatia por desnutricion, cardiomio-
patia dilatada y las alteraciones congénitas, aun requie-
ren atencién. El desarrollo de métodos experimentales
nuevos ha apoyado sustancialmente estos estudios.®

Métodos experimentales para el estudio de
las interacciones proteina-proteina

Algunos métodos bioquimicos y de biologia mole-
cular que se usan para el estudio de las interacciones
proteicas son los siguientes:

— Sistema de doble hibrido: se basa en la presen-
cia de dos dominios (A y B) de un factor de
transcripcion; se generan dos genotecas, una
con los genes fusionados al dominio A y la otra
al dominio B. Los plasmidos con estos genes se
integran en levaduras y solo cuando interactian
proteinas de ambos conjuntos, los dos dominios
del factor de transcripcion se unen e inducen la
expresion del “gen reportero” (LacZ) regulado
por el factor y se detecta por la actividad de una
enzima (beta-galactosidasa).

— FRET (fluorescence resonance energy transfer):
técnica que se fundamenta en la excitacion de
un fluorocromo fusionado a una proteina que se
transfiere a otro cercano (10-100 A) y que se
detecta como fluorescencia.

— BRET (bioluminiscence resonance energy trans-
fer): monitorea las interacciones proteicas en
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tiempo real, se basa en la coexpresion heteréloga
de dos proteinas de fusion, la primera fusionada
a un donador bioluminiscente y la segunda a un
fluoréforo aceptor; la transferencia de energia se
puede detectar como fluorescencia del aceptor.

— Coinmunoprecipitacion: se basa en la purificacién
de proteinas enddgenas y en la deteccion de una
0 mas proteinas asociadas por ensayos de Wes-
tern blot usando anticuerpos especificos.

— Microscopia confocal: permite observar con alta
resolucién la colocalizacion de dos proteinas,
una fusionada al fluoréforo X = verde y la otra al
fluoréforo Y = rojo. Si las proteinas interaccionan,
al sobreponer las dos imagenes se observa un
color distinto al original, Z = amarillo, por la com-
binaciéon de ambos.

— Espectrometria de masas: identifica masas pep-
tidicas de una proteina purificada y fragmentada
con enzimas, asi como de las proteinas asocia-
das, comparando con las masas tedricas del
conjunto de péptidos esperados para las secuen-
cias almacenadas en una base de datos.

Discusion

La formacién de complejos multiproteicos en los
sistemas de transduccion de sefales de los GPCR,
familia a la que pertenecen los receptores adrenérgi-
cos, es clave en la organizacion de los elementos que
participan en la via de transduccion en respuesta al
estimulo extracelular, proporcionando especificidad
espacio-temporal y rapidez en la respuesta.®'" 13181
Son las proteinas que funcionan como un andamio
(AKAP), el lugar en donde se reclutan cinasas, fosfa-
tasas, fosfodiesterasas, canales i6nicos y proteinas
adaptadoras, entre otras, para regular la funcién de
los receptores adrenérgicos y de muchos otros GPCR.
El estudio de las AKAP permitié observar que la al-
teracion de los complejos de sefalizacién, especifi-
camente el del receptor B,-adrenérgico, representa un
factor clave en el desarrollo de enfermedades cardia-
cas o de otros 6rganos donde se expresen y partici-
pen receptores adrenérgicos. El disefio de fd&rmacos
mas especificos que modulen las interacciones entre
los miembros de un complejo se visualiza como una
estrategia terapéutica prometedora.
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