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RECEPTORES Y EL LENGUAJE
DE COMUNICACION ENTRE CELULAS

Federico Mayor Menéndez

Robert J. Lefkowitz Brian Kobilka

El premio Nobel de Quimica 2012 ha reconocido los fundamentales estudios
de los investigadores estadounidenses Robert J. Lefkowitz y Brian Kobilka en la
identificacién y mecanismos de accién de los “receptores acoplados a proteinas G”
(conocidos en el ambito cientifico como GPCR, por las siglas correspondientes a
“G protein-coupled receptors” en idioma inglés), de amplisimo impacto fisiopatolégico
y farmacolégico. Desde un punto de vista personal, el Nobel de este afio ha supuesto
una gran satisfaccién, por su relacion con mi area de investigacion y porgue conozco
muy directamente a los dos premiados, desde que fui discipulo del profesor Lefkowitz
durante mi estancia en Duke University (Carolina del Norte) en los afios 1985-1986,
periodo en el que Brian Kobilka también formaba parte de su laboratorio.

" Comunicacion celular, receptores y capacidad de respuesta a
cambios en el entorno

La superfamilia de receptores acoplados a proteinas G constituye un elemento
central en las redes de sefializacién celular, por las que se transfiere informacion bio-
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logica del entorno, y cuyo conocimiento es esencial para entender el funcionamiento
de los seres vivos y en particular de los organismos multicelulares. Asf, los organismos
unicelulares necesitan distinguir los nutrientes que se encuentran en su cercania, y
regular sus procesos metabélicos de acuerdo con esas disponibilidades. En el caso de
las células de los organismos multicelulares, es preciso que integren la informacion
procedente de las células vecinas y del conjunto del organismo, para tomar decisiones
tales como reproducirse, especializarse, moverse a otro sitio o morir, para coordinar
la organizacion en tejidos, el metabolismo, la migracién de las células o la propia
percepcién sensorial.

El advenimiento de organismos multicelulares durante el proceso evolutivo preci-
s6 del desarrollo de nuevos sistemas de control de la actividad celular, para asegurar-
se de que la puesta en marcha de respuestas celulares se coordinase de tal manera
que todas las células implicadas en un proceso biolégico reaccionasen al unisono
durante el desarrollo embrionario o ante respuestas fisiolégicas. La solucion evoluti-
va a estas necesidades de “socializacién” celular fue el desarrollo de un “lenguaje”
muy elaborado de comunicacién, capaz no solo de captar las sefiales externas (par-
ticularmente a través de los sistemas de percepcién sensorial como la vista o el olfa-
to), sino de integrar la informacién procedente de las células vecinas y del conjunto
del organismo, mediante el establecimiento de rutas complejas de sefializacion que
coordinasen y ejecutasen las respuestas celulares ante cambios ambientales, meta-
bélicos o patogénicos del organismo. A nivel molecular, los sistemas de sefializacion
celular y de control de la expresién génica controlan el flujo de informacion desde
el DNA al RNA, y de este a proteinas (en los procesos de transcripcion y traduccion,
respectivamente) y, en niveles de integracion superior, regulan dindmicamente el
interactoma (las multiples redes de interacciones que establecen las proteinas y que
sustentan las funciones celulares) y la funcion fisiol6gica integrada en el organismo
global, resultado de la coordinacion de todas esas funciones celulares, lo que se ha
llamado “fisioloma” (figura 1).

La extraordinaria tarea de estos procesos de coordinacién de la actividad celular
resulta evidente si se considera que un ser humano adulto consta de aproximadamen-
te 80-100 millones de millones de células, de unos 300 tipos celulares distintos,
agrupadas en distintos tejidos y érganos, formando entre si una intricada red de co-
nexiones funcionales.
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Figura 1. La transmision de la informacién genética y las interacciones entre protefnas y entre
células en las que se basa el funcionamiento de los organismos estdn directamente controladas por los
sistemas de sefializacién celular.

I Los GPCR como la familia de receptores mas extendida y
versatil

Los sistemas de sefializacion son extraordinariamente complejos, asemejandose a
complicadas redes o circuitos con multiples elementos de interseccion y control. En
general, estos sistemas se basan en la existencia de moléculas (denominadas mensa-
jeros, hormonas, neurotransmisores, o mediadores quimicos locales, seglin su origen
celular, forma de liberacion, y funcién) que llevan “6rdenes” solo a aquellas células
que poseen receptores especificos para reconocer a esa molécula.

73




Federico Mayor Menéndez

Los receptores tienen la capacidad de actuar como detectores de sefales y de
transformar ese acto de reconocimiento molecular en una sefial intracelular (denomi-
nada “segundo mensajero”). Los segundos mensajeros, ya desde dentro de la célula,
modifican la actividad, localizacién o interacciones entre proteinas celulares (contro-
lando asi el metabolismo, o la funcién del citoesqueleto, por ejemplo) y también regu-
lan la expresion génica, promoviendo una respuesta celular especifica e integrada (fi-
gura 2). Por tanto, los sistemas de sefializacion celular estan normalmente organizados
en etapas secuenciales de deteccién, transformacién, amplificacion y diseminacion de
la sefial, que son un poderoso instrumento para el control de las principales funciones
celulares. Es importante recordar que estos sistemas, para ser eficaces, tienen que
funcionar de forma transitoria y controlada de tal forma que solo persista la sefial
mientras lo haga el mensajero. Por tanto, tienen que existir ademas procesos de termi-
nacion, adaptacion e integracion que aseguren en todo momento su activacion y des-
activacion controlada.

Seiial (mensajero))

=
Deteccion Receptores-canales
Receptor
Transduccién ~  Receptores-enzimas
Transformacién
Receptores acoplados
Efector i G (GPCR)
[Amplificacién] a proteinas G (
metabolito
Seiial intracelular ion
- Terminacion proteina
- Adaptacion
- Integracion
Proteinas efectoras
Modificacién de procesos celulares Seiial fisiolégica integrada
(transcripcién génica, metabolismo, (Diferenciacion, crecimiento,
canales iénicos, citoesqueleto) migracién, muerte celular)

Figura 2. Organizacién de las cascadas de sefializacién controladas por receptores situados en la
membrana plasmdtica.
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La mayoria de los mensajeros se unen a receptores situados en la membrana plas-
matica de las células diana. Se distinguen tres grandes clases de receptores, definidos
por su “estrategia” para transformar la sefial extracelular en una intracelular (figura 2):

a)

O
N

Receptores acoplados a canales idnicos. Son proteinas de membrana que dejan
pasar iones a través de ellas solo si esta presente el mensajero en la parte extra-
celular. Estos receptores acttian como “compuertas” que se abren transitoria-
mente dejando pasar calcio, sodio o cloruro (dependiendo del receptor) a favor
de su gradiente electroquimico. Este tipo de receptores (constituidos por varias
subunidades de proteinas transmembrana) son especialmente abundantes en
células excitables caracterizadas por una gran rapidez de respuesta, como las
neuronas o las células musculares.

Receptores con actividad enzimética propia. Son en general proteinas con una
region transmembrana que presentan un sitio de unién del mensajero situado
en el exterior de la célula y una zona con actividad enzimatica (sitio catalitico)
en el interior. La unién del mensajero provoca cambios en el receptor que re-
sultan en la estimulacion de su actividad catalitica. Muy frecuentemente esa
actividad es de tipo quinasa, es decir, provoca la fosforilacion en un residuo de
tirosina, de serina o de treonina de la propia proteina receptora y de otras protei-
nas celulares, modificando transitoriamente su funcién. Muchos mensajeros de
tipo peptidico, como la insulina, y muchos factores que controlan el crecimiento
de las células, utilizan este tipo de receptores.

Receptores acoplados a proteinas G. En este Gltimo tipo de transduccién parti-
cipan 3 proteinas de membrana distintas: el receptor (que es en este caso una
proteina de 7 dominios transmembrana), las denominadas proteinas G (situadas
en la periferia interna de la membrana plasmatica) y otra proteina efectora o
amplificadora. Entre estas proteinas efectoras se encuentran la adenilil-ciclasa
(que produce el segundo mensajero denominado AMP ciclico a partir del ATP
celular), fosfolipasas (que “liberan” segundos mensajeros “almacenados” en
forma de lipidos en la membrana), o canales para diversos iones. Este sistema
de sefializacion ha tenido un gran “éxito evolutivo”, ya que es la familia de
receptores mas extensa, mas ubicua y mas versétil. Los humanos tenemos casi
mil receptores de esta familia en nuestro genoma capaces de reconocer especi-
ficamente a un repertorio extremadamente variado de estimulos, desde fotones
en la retina a multiples aromas en el epitelio olfativo, pasando por receptores
para aminas bidgenas, aminodacidos, derivados lipidicos, péptidos y proteinas en
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multiples tejidos, que controlan multiples aspectos de la funcién celular y de la
homeostasis del organismo.

Las proteinas G son interruptores moleculares que se activan transitoriamente. Estas
proteinas pueden encontrarse en dos conformaciones espaciales diferentes: una forma
inactiva, cuando unen al nucleétido GDP, y otra forma activada capaz de unirse con otras
proteinas celulares denominadas efectoras, cuando unen al GTP. Pero esta activacion es
intrinsecamente transitoria, ya que estas proteinas son GTPasas, es decir, destruyen al
cabo de un breve tiempo el GTP transformandolo de nuevo en GDP, y vuelven asf a su
estado basal. Tanto el encendido (intercambio de GDP por GTP) como el apagado (hidré-
lisis de GTP) de este interruptor molecular se puede modular por su interaccién con otras
proteinas. Hoy sabemos que cuando los GPCR reconocen a su mensajero (por ejemplo,
el receptor de adrenalina a la adrenalina), cambian su conformacién y pueden entonces
interaccionar con una proteina G de tipo heterotrimérico unida a GDP, lo que a su vez
promueve el intercambio de GTP por GDP. La proteina G en su estado activo interaccio-
na con efectores (como la adenilil-ciclasa) modificando pardmetros intracelulares que
diseminan la sefial extracelular. Las subunidades G beta-gamma que se liberan simulta-
neamente pueden también actuar sobre diversos efectores celulares (figura 3). Posterior-
mente, la proteina G hidroliza GTP a GDP (en un proceso que puede ser activado por
familias de proteinas estimuladoras de la actividad GTPasa, denominadas GAP o RGS) y
el sistema vuelve a su conformacion basal. Solo si sigue habiendo mensajero en el exte-
rior de la célula se repetira el ciclo de activacién y desactivacion.

GPCR Agonista

Efectores Efectores
especificos especificos

Figura 3. Sefializacién mediada por receptores acoplados a protefnas G. La llegada del agonista
promueve la interaccién del receptor con la proteina G y el intercambio de GDP por GIP, lo que a su
vez conduce a la disociacién de las subunidades de la proteina G heterotrimérica, que pueden entonces
interaccionar con efectores especificos y controlar una gran variedad de procesos celulares basicos, la
percepcién sensorial y diversos aspectos de la homeostasis del organismo. La activacién de las proteinas
G es transitoria, ya que su capacidad GTPasa vuelve el sistema a su situacion basal.
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Los GPCR son también muy relevantes por sus implicaciones fisiopatolégicas y en
farmacologia. En muchas enfermedades se encuentran alterados los niveles de men-
sajeros y/o las rutas de sefializacion que controlan GPCR. Por ejemplo, en patologias
cardiovasculares existen aumentos en los niveles de mensajeros como catecolaminas,
angiotensina o endotelina, que alteran a su vez el normal funcionamiento y crecimien-
to de tipos celulares cardiovasculares, y pueden conducir a hipertrofia cardiaca y a
fallo cardiaco. La gran capacidad de control de las funciones celulares de los GPCR
puede aprovecharse para modificarla de la forma mas eficaz y especifica posible. Asi,
pueden seleccionarse o disefiarse compuestos quimicos capaces de unirse con gran
afinidad a los mismos receptores que nuestros mensajeros internos, consiguiendo asi
mimetizar (agonistas) o impedir (antagonistas) su accién. Por ejemplo, agonistas de
receptores beta2-adrenérgicos son eficaces broncodilatadores y se utilizan para tratar
el asma; antagonistas betal-adrenérgicos se utilizan para el tratamiento de la hiper-
tension; antagonistas del receptor H2 de la histamina inhiben la excesiva secrecion
géstrica; agonistas de receptores de opidceos, como la morfina, se utilizan como anal-
gésicos, etc.

i El concepto de receptor y su evolucion

El concepto de receptores como elementos sensores del entorno se remonta a
Paul Ehrlich en el afio 1903, cuando se avanzo la idea de que las sustancias bioldgi-
camente activas podrian unirse a sitios especificos en las superficies de las células.
Posteriormente, en la primera década del siglo XX, J.N. Langley y su estudiante
Henry Dale fueron los primeros en proponer explicitamente la idea de una sustancia
receptora en las células capaz de responder a estimulos, basados en experimentos
clasicos de fisiologfa y farmacologia. Sin embargo, la naturaleza fisico-quimica de
estos receptores era desconocida. En la década de 1940, el farmacélogo Raymond
Ahlquist, examinando las diferentes reacciones de érganos a la adrenalina y sustan-
cias quimicas relacionadas, introdujo el concepto de la existencia de subtipos de
receptores adrenérgicos, unos cuyo efecto principal es la contraccion de células de
musculo liso vascular (receptores alfa-adrenérgicos) y otros que estimulan la con-
traccion cardiaca (beta-adrenérgicos).

Posteriormente, cientificos como James Black (Premio Nobel de Fisiologia o Medi-
cina en el afio 1988) desarrollaron sustancias capaces de interferir con la accion de la
adrenalina y la noradrenalina en el corazén, los denominados farmacos beta-bloguean-
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tes, que tuvieron una extraordinaria repercusion en el tratamiento de la enfermedad
coronaria y la hipertension.

A pesar de estos importantes progresos, a principios de los afios 1960 existia toda-
via un conocimiento muy escaso de las caracterfsticas moleculares de los receptores y
de los mecanismos de transmisién de la sefial. En esta década se produjo un avance
conceptual critico, la teoria del segundo mensajero sugerida por Earl Sutherland (que
obtuvo el Premio Nobel en el afio 1971). Sutherland estudiaba los mecanismos por los
que la adrenalina regula la degradacion de glucdgeno a glucosa en el higado. Mas ade-
lante descubri6 que para promover este efecto la adrenalina no entra en la célula, sino
que estimulaba la sintesis, en el otro lado de la membrana, de AMP ciclico (AMPc), tras
la activacion de una enzima la adenilil-ciclasa. EI AMPc acttia entonces como “segundo
mensajero” transmitiendo la sefial a proteinas intracelulares mediante la activacién de
una proteina quinasa dependiente de este nucleétido ciclico. En el marco de la teorfa
de la regulacion alostérica que habfan propuesto Monod, Changeux y Jacob, una hipé-
tesis muy atractiva era que la adenilil-ciclasa fuese una enzima alostérica de membrana
con dos sitios diferentes, uno receptor en el exterior y otro catalitico en el interior de Ia
célula (figura 4). Sin embargo, los cientificos estadunidenses Martin Rodbell y Alfred
Gilman demostraron en la década de los 70 y principios de los 80 del siglo pasado que
la realidad era mas compleja, y que la actividad adenilil-ciclasa requerfa la presencia e
hidrélisis de GTP, y que existian unas proteinas transductoras, denominadas proteinas
G, que actuaban como intermediarios entre el reconocimiento de la adrenalina por su
receptor y la estimulacion de la actividad adenilil-ciclasa. Estos cientificos compartie-
ron el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina en el afio 1994.

En este contexto es en el que el trabajo de Robert Lefkowitz dio un impulso deci-
sivo al entendimiento de la naturaleza y mecanismo de accién de los receptores de
adrenalina. Lefkowitz, nacido en el afio 1943 en el barrio de Bronx en Nueva York, se
habia formado como cardiélogo en la Universidad de Columbia y habfa realizado, tras
un periodo de actividad clinica, una estancia postdoctoral en los Institutos Nacionales
de la Salud trabajando en la identificacion de las acciones de la hormona ACTH utili-
zando ensayos de radioligandos. Sin embargo, cuando se establecié en la Universidad
de Duke como investigador independiente en el afio 1973, centrd sus esfuerzos en los
receptores beta-adrenérgicos, quizé por su formacién como cardiélogo y unido al he-
cho de que su padre habia fallecido recientemente a causa de una patologfa cardfaca.
Durante los siguientes afios, el laboratorio de Lefkowitz desarrolld una serie de técni-
cas que fueron esenciales para demostrar la existencia de los receptores como entida-
des moleculares diferenciadas, su cuantificacién, y posterior purificacién. La utiliza-

78



Premio Nobel de Quimica 2012
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Figura 4. Paradigma de la activacién de la adenilil-ciclasa por adrenalina. Contribuciones de

Sutherland y de Rodbell y Gilman.

Martin Rodbell

cién de ligandos del receptor beta-adrenérgico marcados radioactivamente permitio la
deteccién y cuantificacion del receptor en las membranas celulares. Posteriormente,
los ensayos de unién de ligando en diferentes condiciones experimentales permitieron
identificar interacciones alostéricas complejas entre los receptores y las proteinas G.
Asi, la afinidad de los ligandos por el receptor beta-adrenérgico podia modularse por la
presencia de GTP, mientras que la presencia de un agonista aumentaba la interaccion
entre el receptor y la proteina G. Estos experimentos llevaron a Lefkowitz a proponer el
denominado “modelo del complejo ternario”, en el que el receptor activado unido a la
proteina G constituia el elemento estimulador de la actividad adenilil-ciclasa.

Con alguna excepcion, como es la caso de la rodopsina en la retina, los receptores
de membrana se encuentran generalmente en muy pequefias concentraciones, lo que
dificulta mucho su aislamiento y purificacion. Gracias a la utilizacion de detergentes
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como la digitonina, Marc Caron y Lefkowitz consiguieron solubilizar un receptor fun-
cional en el afio 1976. A continuacién Caron desarrollé métodos de cromatografia de
afinidad basados en el antagonista beta-adrenérgico alprenolol, que permitieron la
purificacion de los receptores a principios de los afios 80. La disponibilidad del recep-
tor purificado permitié a Lefkowitz hacer un experimento conceptualmente critico: la
reconstitucion funcional de receptores purificados, proteinas G purificadas y la activi-
dad catalitica de la adenilil-ciclasa, demostrando definitivamente que el mecanismo
de transmision de la sefial de adrenalina incluia tres entidades moleculares diferentes
(figura 5).

Adrenalina

ATP cAMP

i ; 3
L0
‘tﬁ?»*

—_— S

Biolagical effect /

Figura 5. Contribuciones esenciales del laboratorio de Lefkowitz a los mecanismos de activacién
de la adenilil-ciclasa. La reconstitucion del receptor de adrenalina purificado, proteinas G y la actividad
catalitica de la adenilil-ciclasa demostré definitivamente la participacién de tres entidades moleculares
diferentes en el mecanismo de transmisién de sefial de la adrenalina.

® El nacimiento de una familia de receptores de membrana

El propio Lefkowitz ha recordado en entrevistas realizadas en los Gltimos afios
que 1986 marc6 un punto de inflexién critico en su investigacién. En efecto, en-
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tonces se di¢ el paso decisivo de identificar el gen que codificaba para el receptor
beta-adrenérgico, lo que permitié tambien conocer la secuencia y caracteristicas de
los aproximadamente 400 aminoacidos gue componen esa proteina. Ese proyecto lo
lideraba en su laboratorio un postdoctoral de extraordinaria perseverancia y talento,
llamado Brian Kobilka. Este investigador, nacido en Little Falls (Minnesota) en 1955y
formado también como médico cardiélogo en la Universidad de Yale, se habia incorpo-
rado como postdoctoral en la Universidad de Duke en el afio 1984. La disponibilidad
de receptor beta-2-adrenérgico purificado permiti¢ intentar el clonaje del gen'y cDNA
de este receptor utilizando técnicas que partian de su microsecuenciacion peptidica.
Después de varios afios de esfuerzo, el grupo de Kobilka y Lefkowitz consiguié publicar
la secuencia completa del receptor beta-2 adrenérgico de hamster en el nimero de
la revista Nature de mayo de 1986. Sorprendentemente, el receptor de la adrenalina
presentaba notables similitudes con el receptor de la luz (la rodopsina), en el sentido
de que ambos parecian presentar siete tramos de aminoacidos capaces de atravesar
la membrana celular.

Al mismo tiempo, el laboratorio de Lefkowitz también descubrié que los mecanis-
mos de regulacién del receptor de adrenalina eran muy parecidos a los de la rodopsina
de la retina. Se habia descrito que en presencia de luz la rodopsina activada se fosfori-
laba en su dominio intracelular por una enzima denominada rodopsina quinasa, lo que
promovia su desensibilizacion. También en 1986, Benovic, Mayor, Caron y Lefkowitz
publicaron un articulo en Nature en el que identificaban que una quinasa similar,
denominada quinasa del receptor beta-adrenérgico (bARK por sus siglas en inglés) era
capaz de fosforilar al receptor beta-2 adrenérgico en respuesta a adrenalina, y también
a la rodopsina en respuesta a la presencia de luz (figura 6). Se vislumbraba, por tanto,
la emergencia de una “familia” de receptores para estimulos externos muy diversos,
pero que conservaba unos rasgos estructurales, de funcionamiento y de regulacion co-
mun: estaba naciendo lo que luego resulto ser la gran familia de receptores acoplados
a proteinas G (GPCR), también llamados por sus caracteristicas estructurales recepto-
res de siete dominios transmembrana, o receptores “serpentina”.

En los siguientes afios, el clonaje por el laboratorio de Lefkowitz de diversos
subtipos de receptores adrenérgicos y de un receptor muscarinico de acetil-colina
por el grupo de Numa corrobor6 la idea de la existencia de una gran familia de re-
ceptores relacionados estructural y funcionalmente. También el grupo de Lefkowitz,
con especial protagonismo de su colaborador J.L. Benovic, desarrollé a finales de
la década de 1980 y en la década de 1990 la caracterizacion en detalle de los me-
canismos de regulacién de los GPCR por las proteinas GRK vy arrestinas, abriendo
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A Rodopsina Receptor beta2-adrenérgico OAdrenalina

Figura 6. Similitud entre los mecanismos de regulacién por fosforilacion de la rodopsina y del
receptor beta-2 adrenérgico promovidos por la presencia de agonistas.

nuevas perspectivas sobre el funcionamiento y los mecanismos de sefializacién de
esta familia de proteinas.

& La estructura intima de los receptores acoplados a proteinas G

A pesar del inmenso progreso que suponian estos nuevos avances, persistian al-
gunas preguntas clave: ;cémo y dénde se unen los ligandos de los GPCR de forma
especifica?; ;como se transmite la sefial y se promueve la activacién de las proteinas
G? La respuesta a estas preguntas requirié de nuevos experimentos bioquimicos y
biofisicos y, muy particularmente, precisaba dilucidar la estructura cristalina de estos
receptores.

Tras trasladarse a la Universidad de Stanford (California) en 1989, Brian Kobilka
Se propuso un reto que tardé casi 20 afios en alcanzar: determinar la estructura en el
espacio de esos receptores. Este proyecto presentaba algunos retos muy dificiles de re-
solver: los GPCR son proteinas de membrana de poca abundancia relativa y son protei-
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nas muy dinamicas, capaces de adoptar diversas conformaciones, asi como altamente
inestables en detergentes, presentando poca exposicién de superficies hidrofilicas.
Todo ello suponia un auténtico reto a la hora de intentar su cristalizacién. Para hacer
frente a estas dificultades, el grupo de Brian Kobilka en colaboracién con investigado-
res como Gebhard Schertler y Raymond Stevens desarrollaron diversas soluciones al-
ternativas que incluyeron el desarrollo de sistemas de expresion de alto rendimiento, la
utilizacién de nuevos detergentes, la co-cristalizacién de receptores con antagonistas
0 agonistas inversos capaces de estabilizar conformaciones especificas del receptor;
el incremento del area hidrofilica de los receptores para facilitar la cristalizacién, etc.
Todo ello permitié publicar en el afio 2007 la primera estructura del receptor beta2-
adrenérgico unido al antagonista carazolol. Este avance facilité también la compara-
cién detallada con las estructuras tridimensionales de la rodopsina que, gracias a su
mayor abundancia y facilidad de purificacién, se habian obtenido por diversos autores,
particularmente Krzystztof Palczewski y Okada alrededor del afio 2000.

Estos progresos en la “ingenieria” de los GPCR y su cristalografia han permitido
un avance acelerado en los Gltimos afios en el conocimiento de nuevas estructuras. A
finales del afio 2012 se habian obtenido 16 estructuras de GPCR, 9 de ellas publica-
das en el propio afio 2012. Entre estas estructuras se incluyen las de los receptores
beta-1 adrenérgicos, muscarinicos tipo M2 y M3, el receptor H1 de histamina, el
receptor D3 de dopamina, el receptor tipo A2a de adenosina, el receptor de esfingo-
sina 1 fosfato S1P1, el receptor de quimioquinas CXCR4, tres subtipos de receptores
de opiaceos (OPRK1, OPRM1, OPRD1), el receptor de nociceptina OPRL1, asi como
receptores de neurotensina y el receptor de proteasas PAR1. Ademas, algunos de
ellos han sido co-cristalizados en complejo con diferentes ligandos, 1o que ha permi-
tido investigar los cambios conformacionales relacionados con la unién de diversos

compuestos quimicos.

La obtencién de estas diversas estructuras ha permitido conocer con precision los
dominios de receptores implicados en la interaccion con sus ligandos especificos y
las similitudes y diversidades estructurales presentes en los dominios extracelulares,
transmembrana, e intracelular de los diversos GPCR.

La Gltima frontera en este conocimiento de la estructura tridimensional de los re-
ceptores ha sido la identificacion de los cambios estructurales que tienen lugar tras la
activacion del receptor y que conducen a la estimulacion de las proteinas G. Para ello
una vez mas ha sido decisiva la aportacién de Brian Kobilka, publicada en dos articu-
los sucesivos en la revista Nature el 29 de septiembre del afio 201 1. En estos trabajos,
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su grupo describi6 la cristalizacion de un receptor beta-2 adrenérgico activado por
agonista en complejo con la proteina Gs. Experimentos de una gran complejidad téc-
nica, que incluyen la ingenieria de estas proteinas para favorecer la estabilizacion de
ese complejo, han permitido identificar las superficies de interaccion y los principales
cambios estructurales que tienen lugar en las diversas proteinas del complejo (figura
7). En el caso del receptor beta-2 adrenérgico, el cambio conformacional inducido por
agonistas permite la separacion de los bucles intracelulares 2 y 3 de la estructura del
receptor y la creacién de un “bolsillo” hidrofébico donde puede unirse la proteina Gs
(figura 8), lo que permite a su vez cambios importantes en la estructura de la proteinas
G que facilitan la liberacién de GDP y el consiguiente paso de la proteina G a su esta-
do activo. En definitiva, todos estos estudios estan permitiendo obtener informacién
muy relevante sobre las distintas conformaciones activas de los GPCR y sobre cdmo
son capaces de transmitir informacion al interior de la célula. EI concepto general que
parece emerger es que la familia de receptores de 7 dominios transmembrana tendria
una arquitectura general modular, compuesta por un médulo de unién de ligandos y
otro médulo de sefializacién hacia el interior celular (figura 9). EI médulo de unién de
ligandos, formado por los bucles extracelulares del receptor y la parte mas externa de
sus dominios transmembrana, presenta la mayor diversidad entre los distintos recep-

Receptor beta2-adrenérgico

Proteina G

Figura 7. Estructura tridimensional del receptor beta-2 adrenérgico. Los trabajos de Kobilka han
permitido cristalizar el receptor beta-2-adrenérgico activado por agonista en complejo con la proteina
G e identificar las principales superficies de interaccién entre estas proteinas (esquema modificado de
www.nobel.org).
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Estado inactivo Estado activo

y v

Superficies hidrofébicas

Figura 8. Cambios promovidos tras la activacién del receptor. En el esquema se muestran los
principales cambios conformacionales promovidos por agonistas, que conducen a un aumento de las
superficies hidrofébicas que se ofrecen a las protefnas G en el interior de la célula (esquema modificado

de www.nobel.org).

Diversidad de ligandos

: Modulo de unién de ligando:
‘ e -mayor diversidad entre GPCR
e - cambios conformacionales moderados
VvV il v 7| V]l |

Modulo de seiializacion:
-mayor conservacion entre GPCR
-cambios conformacionales mas pronunciados

Proteinas G GRKs/ Arrestinas
Figura 9. Arquitectura modular de la familia de receptores acoplados a protefnas G. Los GPCR se

estructuran en dos médulos con distintos grados de divergencia de secuencia y de movilidad conforma-
cional (esquema inspirado en la revision de Katritch y cols. (2012).
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tores GPCR (lo que permitiria explicar su interaccién especifica con multiples ligandos
diferentes) y sufre cambios conformacionales menos acusados en presencia de agonis-
tas. Por el contrario, el médulo de sefializacion hacia el interior de la célula, formado
por la parte mas interna de los dominios transmembrana y por los bucles intracelulares
del receptor, presenta menor diversidad entre las subfamilias de GPCR y sufre cambios
conformacionales muy evidentes tras la llegada de los ligandos, permitiendo asi la
transmision de la sefial al interior de la célula. EI hecho de que este Gltimo médulo sea
mas conservado es también coherente con el hecho de que 800 receptores para sus-
tancias diferentes puedan converger en la interaccién con las mismas proteinas G, o
ser regulados por las mismas familias de quinasas GRK y de arrestinas.

I Perspectivas futuras

La concesién del Nobel de Quimica a Lefkowitz y Kobilka completa justamente el
reconocimiento que en afios precedentes se habia ido otorgando a los otros descubri-
dores de pautas esenciales de este lenguaje de comunicacion celular (Earl Sutherland,
premio Nobel 1971 por identificar por primera vez el AMPc como segundo mensajero,
y Al Gilman y Martin Rodbell, premio Nobel 1994 por su descubrimiento de las pro-
teinas G). Sin embargo, hay todavia muchos interrogantes abiertos en este campo.
Entre ellos cabe destacar las nuevas vias de sefializacién de receptores de 7 dominios
transmembrana consecuencia de su interaccion con las proteinas GRK y arrestinas.
Estas proteinas no solamente actuarian como reguladores negativos del acoplamiento
de los GPCR a las proteinas G (que es como fueron identificados), sino que presentan
complejos interactomas que les permiten también participar en la propagacion de la
sefial de estos receptores tras la llegada de un agonista. Esta divergencia de sefali-
zacion de los receptores de 7 dominios transmembrana entre vias dependientes de
proteinas G y otras cascadas dependientes de GRK y arrestinas ha llevado también a la
identificacion de los que se ha denominado “biased ligands”, sustancias quimicas que
de manera preferente inducen la interaccién del receptor, bien con proteinas G, bien
con GRK/arrestinas, lo que puede tener un gran interés para el desarrollo de nuevos
farmacos. En este mismo sentido, el mejor conocimiento de los “bolsillos” de unién de
ligandos a los GPCR facilitara el disefio de nuevos compuestos quimicos con mayor afi-
nidad y/o selectividad. Por Gltimo, la secuenciacién del genoma humano ha puesto de
manifiesto la presencia en nuestra informacion genética de mdltiples miembros de la
familia de receptores, 7 dominios transmembrana sin mensajero fisiolégico conocido
(los denominados GPCR huérfanos), lo que presenta el importante reto de identificar
sus ligandos enddgenos y sus funciones fisiolégicas e implaciones patolégicas.
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En definitiva, el camino abierto por Lefkowitz y Kobilka, seguido actualmente por
muchisimos otros investigadores, permitird seguir conociendo mejor las alteraciones
de receptores en situaciones patologicas y avanzar en el disefio de nuevas estrategias
terapéuticas.
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