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Avances en el estudio de receptores acoplados a proteinas G
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Resumen: Los receptores acoplados a proteinas G (G protein-coupled receptors, GPCRs) regulan multitud de procesos fisiologicos y patolo-
gicos. De hecho, practicamente la mitad de los farmacos actualmente comercializados ejercen su efecto a través de al menos un GPCR. Sin
embargo, y a pesar del enorme avance experimentado en los ltimos afios, reconocido con el Premio Nobel de Quimica en 2012, atin quedan
importantes aspectos por esclarecer sobre su mecanismo y funcion. La aplicacion de nuevas metodologias de elucidacion de la estructura 3D
y estrategias de quimica médica y biologica esta permitiendo obtener importantes avances en este sentido, los cuales deberian contribuir al
desarrollo de nuevos farmacos.
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Abstract: G protein-coupled receptors (GPCRs) regulate a myriad of (patho)physiological processes. Actually, about the 50% of all marketed
drugs target at least one GPCR. In spite of the tremendous advances reported in the last years, which have been recognized with the 2012
Nobel Prize in Chemistry, there are still important questions that remain to be addressed. The application of new methodologies for the eluci-
dation of the 3D GPCR structures together with medicinal chemistry and chemical biology strategies is actively contributing to the discovery
of new drugs.
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Introduccion

Los receptores acoplados a proteinas G (G protein-cou-
pled receptors, GPCRs) representan una de las superfamilias
de proteinas mas importantes debido a su implicacion en
practicamente todos los procesos fisiologicos del organismo.
Esta importancia queda manifiesta en el hecho de que practi-
camente la mitad de los farmacos actualmente comercializa-
dos ejercen su actividad terapéutica a través de al menos un
GPCR.!

Los GPCRs son proteinas de membrana capaces de
recibir la informacion proveniente de estimulos externos y
transmitir ésta al interior celular de modo que se genere la
respuesta adecuada al estimulo recibido. Para ello los GPCRs
actian como transductores de sefiales, es decir, son capaces
de unir con especificidad y selectividad uno o varios ligandos
(que pueden provenir tanto del exterior como del interior del
organismo, es decir, ligandos enddgenos) y responder a esta
uniéon mediante un cambio conformacional que implica su
activacion o inactivacion. Este cambio estructural se transmi-
te al interior celular produciéndose asi una modificacion que
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activa un cierto tipo de proteina(s) G a las que se encuentran
acoplados (de ahi su nombre). Estas proteinas G, a su vez,
activan diferentes cascadas intracelulares responsables de los
distintos efectos finales.

Debido a su importancia, los GPCRs han constituido un
area de investigacion extremadamente dinamica durante las
pasadas décadas. Ademas, en los tltimos afnos se han produ-
cido avances fundamentales en cuanto a la elucidacion de su
estructura y del detalle molecular de sus mecanismos de (in)
activacion. Sin embargo, en la actualidad aun existen diversas
cuestiones que no se han podido abordar con las herramientas
existentes hasta el momento y que requeririan el desarrollo de
sondas quimicas que permitieran precisamente obtener esta
informacion. En este articulo se describen las caracteristicas
mas relevantes de los GPCRs y como el desarrollo de sondas
esta contribuyendo a elucidar aspectos desconocidos y que
pueden tener gran trascendencia terapéutica.

Los receptores acoplados a proteinas G

Los GPCRs constituyen aproximadamente el 4% de todos
los genes codificados por el genoma humano, por lo que
representa la familia mas numerosa de proteinas de membra-
na implicadas en la transduccion de sefiales. Existen aproxi-
madamente unos 800 GPCRs diferentes que se clasifican
generalmente en cinco familias en funcion de su similitud de
secuencia y estructura con respecto al receptor que da nombre
a la familia o bien porque estan implicados en procesos de
transduccion similares. Asi, los GPCRs se clasifican como
pertenecientes a la familia de la rodopsina (familia A), secre-
tina (familia B), o glutamato (familia C), o bien a las familias
de los receptores de adhesion o frizzled/taste2. Esta division,
introducida originalmente por Fredriksson y colaborado-
res,> y basada fundamentalmente en criterios filogenéticos,
es la aceptada actualmente por la Unién Internacional de
Farmacologia Basica y Clinica (International Union of Basic
and Clinical Pharmacology, IUPHAR), y se conoce con el
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Figura 1. Representacion esquematica general de la activacion de
un GPCR. La unién del ligando (en rojo) produce la activacion de la
proteina G hetotrimérica y la disociacion de la subunidad & del dime-
ro f37, las cuales inician asi sus cascadas de sefializacion correspon-
dientes. (Figura adaptada © Sven Jéhnichen/wikimedia commons/
GNU-FDL).

acronimo GRAFS (glutamato, rodopsina, adhesion, frizzled/
taste? y secretina). La clasificacion GRAFS permite ademas
agrupar los receptores pertenecientes a cada uno de estos
grupos en diversas subfamilias, lo que resulta fundamental en
el caso de la familia de la rodopsina, a la que pertenecen mas
del 80% de la totalidad de los GPCRs.* Ademas de ser la mas
numerosa, la familia A presenta la mayor diversidad estructu-
ral de todas las familias. Estos GPCRs se activan por un gran
nimero de estimulos muy diversos. Por ello, los miembros
de las distintas subfamilias de clase A se caracterizan por
poseer motivos altamente conservados en su secuencia, lo
cual a su vez se traduce en numerosas homologias estructu-
rales. De forma muy general, los GPCRs se caracterizan por
presentar (i) una estructura de siete hélices transmembrana;
(i1) un extremo N terminal orientado hacia el exterior celular,
que en general contiene la zona de union del ligando; y (iii)
un extremo C terminal, en el interior celular, en las proximi-
dades del cual se produce la interaccion con la proteina G
heterotrimérica responsable de la activacion de las cascadas
de senalizacion correspondientes (Figura 1).

Ligandos de los GPCRs

Debido a su localizacion en la membrana celular, los
GPCRs reconocen un elevadisimo ntimero y tipo de sefiales
extracelulares, incluyendo fotones, iones, moléculas peque-
flas (entre las que se encuentran hormonas, neurotransmiso-
res, nucledtidos, lipidos de distinta complejidad y azucares),
péptidos y proteinas. Estos estimulos son capaces de activar
(o bloquear) su correspondiente GPCR y transmitir asi la
sefial desde el exterior celular, a través de la membrana
plasmatica, hasta el interior citoplasmatico, donde se genera
la respuesta adecuada. Estas respuestas celulares incluyen
la regulacion de diversas actividades enziméticas, canales
iénicos, transcripcion génica asi como determinadas vias de
supervivencia, motilidad y proliferacion celular.

Cascadas de sefializacion a través de GPCRs:
proteinas G heterotriméricas, ligandos sesgados
(biased ligands), oligomerizacion de GPCRs y
ligandos alostéricos

El modelo comunmente aceptado para la activacion de
los GPCRs implica la union de un ligando agonista (véase el
glosario) en el dominio extracelular del receptor. Esta union
produce un cambio conformacional en el GPCR de tal modo
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Glosario

* Ligando: molécula que se une de forma especifica a un
receptor.

* Agonista: ligando que activa un receptor.

* Antagonista: ligando que bloquea un receptor impidiendo su
activacion. Cuando exclusivamente bloquean la activacion, sin
inducir ningun efecto por si solos, se les denomina antagonistas
puros (o neutros).

* Agonista inverso: ligando que produce, tras su unién al
receptor, un efecto contrario al inducido por un agonista.

 Ligando ortoestérico: ligando se une en el mismo sitio que el
ligando endogeno.

* Ligando (o modulador) alostérico: ligando que se une en
un sitio topologicamente distinto al del ligando endégeno. En
funcion de que al unirse a un sitio distinto aumente o disminuya
el efecto del ligando endogeno se clasifica como modulador
alostérico positivo (PAM, positive allosteric modulator) o
negativo (NAM, negative allosteric modulator).

 Ligando “sesgado” (biased ligand): ligando que favorece una
ruta especifica de sefializacion entre las varias posibles.

que se modifica la posicion relativa de las hélices transmem-
brana y de los loops intracelulares que unen los dominios
transmembrana. Esta conformacion activa, en la que el ago-
nista esta unido al receptor, es capaz ahora de interaccionar
con la proteina G heterotrimérica.

Las proteinas G heterotriméricas® tienen actividad
GTPasa, es decir, unen e hidrolizan trifosfato de guanosi-
na (GTP, guanosine triphosphate) generando difosfato de
guanosina (GDP, guanosine diphosphate). Estan constitui-
das por tres subunidades, denominadas @, 5y 7, siendo la
subunidad @ la responsable de la union e hidrolisis de GTP.
De este modo, tras la union del ligando al GPCR, éste inte-
racciona con la proteina G produciéndose la liberacion del
GDP y la unién de una molécula de GTP en la subunidad «.
Simultaneamente dicha subunidad @ se disocia del dimero Sy
y del propio receptor, de modo que tanto la subunidad @ unida
a GTP como el dimero Ay activan sus vias de sefializacion
correspondientes. Esta activacion se detiene cuando, momen-
tos después, las proteinas reguladoras de la sefalizacion de las
proteinas G (RGS, regulators of G protein signaling) inducen
la actividad GTPasa. Tras la hidrolisis del nucleotido, 1a subu-
nidad @ unida a GDP se re-asocia al dimero Sy quedando la
proteina G heterotrimérica en un estado inactivo y por tanto
lista para un nuevo ciclo de activacién (Figura 1).° De este
modo se produce un proceso de amplificacion de la senal
cuidadosamente regulado en el tiempo y en el espacio.

Esta cascada de sefalizacion puede activar multiples
dianas dependiendo de la proteina G especifica implicada. En
general, se distinguen varios tipos de proteinas G heterotri-
méricas en funcion de la subunidad @ que poseen, la cual se
relaciona estrechamente con el efecto celular producido. Por
otro lado, el dimero Sy induce su propia cascada de sefaliza-
cion (Tabla 1).

Aunque este es el modelo clasico (también denominado
canonico) de sefializacion de GPCRs a través de las proteinas
G, descubrimientos recientes ponen de manifiesto la clara
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Tabla 1. Cascadas mas comunes de sefializacion inducidas por la
activacion de los GPCRs[2) [P]

Seializacion clasica (candnica)
Tipos de proteinas | Subunidad Efecto Ejemplos de
G heterotriméricas a GPCRsl
G, a Activacion de RAS
S
laAC Rs 5-HT,,
SIHITT, S=IAIT
RD,
RH,
G, Inhibicion de RAa,
laAC R 5-HT,
Rs Hy, H,
Cierre de Rs M,, M,
G canales de Rs de
P Ca?" quemoquinas
G b @ 1> Activacion de RAq,
@5 Xy laPLC R 5-HT,
RH,
Rs M, M, M
Gions @y @5 Activacion de Rs P2Y1,
proteinas de la | P2Y2, P2Y4,
familia Rho P2Y6
Rs M,, M,
Subunidad By Activacion de la PL A, Rs H
de todas 1
(de oras 123 Apertura de canales de K*
proteinas G . RsM
o2 tipo GIRK
heterotriméricas)
Activacion de canales de
Ca®" tipo L R H,
Seializacion no clasica
S Arrestinas Desensibilizacion e General
internalizacion de los GPCRs
Sefializacion (p.ej. activacion
de la via de las MAPKs)
PKs asociadas a | Fosforilacion e inactivacion General
GPCRs de los GPCRs

[a] C. Marty, R.D. Ye, Mol. Pharmacol. 2010, 78, 12-18. [b] S. Sichler, Br. J.
Pharmacol. 2009, 158,41-49. [c] Abreviaturas: 5-HT: serotonérgico; A: adrenérgico;
AC: enzima adenilil ciclasa; D: dopaminérgico; M: muscarinico, MAPK: proteina
quinasa activada por mitégenos; P: purinérgico; PK: proteina quinasa; PL: enzima
fosfolipasa; R: receptor.

complejidad de los procesos de sefalizaciéon a través de
GPCRs. Asi, estos receptores pueden sefializar no sélo a tra-
vés de proteinas G sino también de forma independiente de
las proteinas G (Figura 2), como por ejemplo a través de las
proteinas denominadas S-arrestinas’”® (Tabla 1). De hecho,
hay ligandos que favorecen la activacion de una via frente a
la otra (los denominados ligandos “sesgados” o biased
ligands).?

Con el fin de justificar estos resultados experimentales,
el modelo mas reciente supone la existencia de diversos esta-
dos conformacionales para un GPCR dado de tal modo que
un GPCR no existe exclusivamente en dos estados (activo e
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Figura 2. Representacion esquematica del fendmeno de agonismo “ses-
gado” o biased agonism. Distintos ligandos agonistas (representados en
rojo y en verde, respectivamente) activan selectivamente vias de trans-
duccion diferentes (por ejemplo, sefializacion a través de proteinas G he-
terotriméricas o a través de arrestinas). (Representacion del GPCR adap-
tada de © Sven Jéhnichen/wikimedia commons/GNU-FDL).

inactivo), sino en varios. Este modelo propone que cada uno
de estos estados conformacionales activa de forma especifica
una via de senalizacion dada, de tal modo que si un ligando
favorece una de estas conformaciones frente a las demas,
dicho ligando activard especificamente una determinada ruta
de sefializacion.!%!! Esta eficiencia de un ligando para inducir
especificamente una u otra via de sefializacion no esta rela-
cionada con la afinidad del ligando ni tampoco con el hecho
de que funcionalmente se trate de un agonista total o parcial
o inverso o de un modulador alostérico. Puesto que distintas
vias pueden tener efectos celulares diferentes, claramente el
desarrollo de ligandos sesgados puede ser muy importante en
términos terapéuticos con el fin de disociar efectos deseados
de aquellos no deseados.!>!3

Por ejemplo, la angiotensina es una hormona peptidica
con un potente efecto vasoconstrictor que produce un aumen-
to inmediato en la tension arterial cuando se une a su GPCR
correspondiente y activa la via de la proteina G heterotrimé-
rica. Por tanto, los antagonistas del receptor de angiotensina
estan considerados como unos de los firmacos mas importan-
tes para el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares
precisamente porque bloquean este efecto contribuyendo
a mantener una tension arterial baja. Sin embargo también
bloquean, simultineamente, la sefializacion a través de la
[-arrestina, la cual tiene efectos beneficiosos citoprotectores
y antiapoptoticos.!'* Por tanto, un ligando “sesgado” que blo-
queara Unicamente la activacion de la proteina G y no la de
la S-arrestina en teoria deberia ser un farmaco que permitiria
controlar la tension arterial manteniendo, al mismo tiempo,
efectos de proteccion celular. Otra aplicacion importante la
podemos encontrar en el caso de los receptores opioides del
sistema nervioso central. Es bien sabido que los ligandos ago-
nistas del receptor z-opioide estan entre los analgésicos mas
potentes que se conocen debido a su capacidad para activar
la proteina G, a la que estan acoplados.!>!¢ Sin embargo, los
opioides tienen multitud de efectos secundarios indeseables,
entre los que destacan la depresion respiratoria, el estrefi-
miento y, sobre todo, la aparicion de tolerancia, es decir, la
necesidad de dosis crecientes de farmaco para obtener el
mismo efecto. Todos estos efectos secundarios se deben a la
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activacion de la via de la S-arrestina y de hecho no aparecen
en ratones a los que se ha eliminado el gen de esta proteina
(ratones knockout de B-arrestina).!>1® Por tanto, el desarrollo
de ligandos sesgados para el receptor /-opioide capaces de
activar unicamente la via de la proteina G heterotrimérica y
no la de la S-arrestina podria constituir un excelente punto
de partida para obtener farmacos con una potente capacidad
analgésica pero carentes de los efectos secundarios tipicos de
los opioides.

Debido a este interesante potencial terapéutico, la indus-
tria farmacéutica ha comenzado ya a desarrollar fairmacos
basados en ligandos sesgados. Asi, la compafiia Trevena, una
de las pioneras en este campo, tiene varias moléculas en su
linea de desarrollo en fases tanto clinicas como preclinicas.
Por ejemplo, el compuesto TRV027, ligando sesgado del
receptor de angiotensina II de tipo 1 (AT1R) que no bloquea
la via de la S-arrestina, es capaz de frenar el fallo cardiaco
agudo (acute heart failure, AHF) y de controlar la tension
arterial mostrando, asimismo, capacidad antiapoptética.'”-!8
Este compuesto, desarrollado conjuntamente por los laborato-
rios Trevena y Forest, ha completado con éxito la fase clinica
['%20 y se encuentra en estos momentos en fase clinica II.

La existencia de vias de sefalizacion diferenciales que
son independientes de las proteinas G y que pueden contro-
larse mediante ligandos sesgados pone de manifiesto la alta
complejidad de los GPCRs y ha llevado recientemente a la
sustitucion del término GPCR por el de receptor de siete héli-
ces transmembrana (7TMR, seven-transmembrane receptor).
Ademas de la presencia de estas distintas vias de activacion,
existen otros mecanismos que contribuyen a dotar al sistema
de mayor complejidad.?! En este sentido, la activacién de los
GPCRs depende de su estado de oligomerizacion, ya sea en la
forma de homo- o de hetero-oligdmeros,?? de la existencia de
reguladores alostéricos,?>** de la localizacién subcelular del
GPCR y también de la existencia de interacciones con otras
proteinas.?>26

Todos estos aspectos estan siendo objeto de una intensa
investigacion con el fin de conocer el detalle molecular de
su funcionamiento asi como las implicaciones terapéuticas.
Asi, el hecho de que ciertos GPCRs sean capaces de for-
mar, en ciertas condiciones, homo- o hetero-oligbmeros era
algo conocido en el area.?’ Sin embargo, inicialmente se
desconocia el significado funcional de esta oligomerizacion,
considerandose en ocasiones como un artefacto producido
por la propia manipulacion experimental de los sistemas de
expresion objeto de estudio. Ha sido ya en los tltimos afios
cuando realmente se ha establecido la existencia de oligdme-
ros de GPCRs y su relevancia funcional in vivo.”® Asi, por
ejemplo, se ha descrito que los GPCRs de hormonas glicopro-
teicas existen in vivo en forma oligomérica;?’ también se han
caracterizado heterodimeros D1/D2;3° e incluso heterémeros
de los receptores de glutamato y serotonina,’! descubrimiento
que podria tener importantes implicaciones para el desarrollo
de nuevos farmacos para el tratamiento de la esquizofrenia.

El concepto de alosterismo en GPCRs es muy reciente, ya
que hasta hace relativamente poco tiempo se consideraba mas
como un modelo tedrico que como una posibilidad real con
potencial terapéutico. Historicamente, la bisqueda de ligan-
dos capaces de regular la actividad de los GPCRs se ha diri-
gido fundamentalmente a interaccionar con el mismo sitio de
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union del agonista (sitio de unidn ortoestérico) reemplazando
a éste. Esta aproximacion, aun cuando ha generado numero-
sos farmacos, tiene ciertas desventajas. En primer lugar, este
tipo de compuestos reemplaza al agonista endégeno mostran-
do en general mayores afinidades y actividades que éste, por
lo que en ocasiones activan o bloquean el receptor por com-
pleto, sin permitir una regulacion fina. Por otro lado, el sitio
ortoestérico estd bastante conservado en distintos GPCRs
(sobre todo en aquellos pertenecientes a la misma familia o a
familias proximas), por lo que en muchas ocasiones es muy
dificil lograr la selectividad requerida, lo cual es importan-
te para evitar efectos secundarios. Puesto que los ligandos
alostéricos se unen a un sitio topoldgicamente distinto del
ligando enddgeno, este tipo de compuestos permitiria: (i) que
el ligando endogeno se siga uniendo, por lo que el ligando
alostérico simplemente regularia (potenciando o inhibiendo,
en funcion de que se trate de un modulador alostérico posi-
tivo, PAM, o negativo, NAM, respectivamente) la actividad
del ligando enddgeno, permitiendo una regulacion precisa de
ésta y (ii) puesto que el sitio de union alostérico estd menos
conservado entre los diferentes GPCRs deberia resultar mas
sencillo encontrar selectividad (Figura 3).2324

En la actualidad dos moduladores alostéricos de GPCRs
han recibido la aprobacién para su comercializacion, el
modulador del receptor de tipo 5 de quemoquinas (C-C motif’
chemokine receptor, CCRS) maraviroc, comercializado por
Pfizer como Selzentry® (o Celsentri® en Europa) para el tra-
tamiento de la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH);3? y el firmaco cinacalcet (comercializado
por los laboratorios Amgen como Sensipar® o Mimpara®),
el cual es un modulador positivo del receptor sensor de calcio
(calcium sensing receptor, CaSR), GPCR de clase C, y esta

Ligando . .
endoégeno ngapqo
. alostérico
Sitio | N
ortoestérico

Exterior
celular

Intensidad de la
sefal producida
por el GPCR

Citoplasma :

Figura 3. Representacion esquematica del fenomeno del alosterismo
en GPCRs. Un modulador alostérico positivo aumenta la intensidad de
la senal del ligando endogeno, mientras que uno negativo la disminuye.
(Representacion del GPCR adaptada de © Sven Jéhnichen/wikimedia
commons/GNU-FDL).
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indicado para el tratamiento del hipertiroidismo®? aunque con
reservas recientes acerca de su empleo en nifios.>*

Estos resultados ponen de manifiesto el potencial terapéu-
tico de este tipo de compuestos y la necesidad de profundizar
en su estudio desde un punto de vista de ciencia basica. De
hecho, en los ultimos afios se ha realizado un enorme pro-
greso en cuanto al desarrollo de moduladores alostéricos
para GPCRs. Asi, ya se han descrito PAMs y NAMs para
GPCRs pertenecientes a las tres subfamilias mas importantes
(GPCRs de clase A, B y C)** cuya optimizacion y evaluacion
preclinica permitira la validacion progresiva de esta nueva
estrategia terapéutica y la aprobacion de nuevos farmacos en
los proximos afios.

Estructura de los GPCRs

La elucidacion de la estructura tridimensional de los
GPCRs ha constituido, sin duda alguna, uno de los retos
mas importantes de los ultimos aflos en biologia estructural.
De hecho, no fue hasta el afio 2000 cuando se describio la
primera estructura de un GPCR por cristalografia de rayos X,
la rodopsina bovina.3® Hicieron falta siete afios mas para
que se obtuviera la primera estructura por cristalografia de
rayos X de un GPCR activado no por la luz, sino por un neu-
rotransmisor, el receptor adrenérgico S, (8,AR).%3% Estos
resultados fueron fruto de un constante y denodado esfuerzo
prolongado durante mas de dos décadas y durante las cuales,
en muchas ocasiones, se puso en duda la posibilidad real de
obtener cristales de GPCRs. Por tanto, la cristalizacion del
B,AR representa uno de los hitos cientificos mas relevantes
de la década y ha marcado un antes y un después en el area
de los GPCRs, como ha quedado de manifiesto con el Premio
Nobel de Quimica de 2012 a los profesores Lefkowitz y
Kobilka.!234% La elucidacion estructural del 5,AR ha tenido
un gran impacto a varios niveles: (i) demostré que la obten-
cion de cristales de GPCRs que permitieran la difraccion de
rayos X y por tanto, la elucidacion estructural de este tipo de
proteinas, era factible; (ii) a nivel experimental conllevo el
desarrollo de numerosas estrategias metodologicas novedo-
sas cuya aplicacion, en los afios siguientes, ha permitido la
elucidacion de otros GPCRs incluyendo numerosos ejemplos
de la clase A cuyos ligandos son tanto moléculas pequefias
polares (receptores de adenosina, adrenalina, acetilcolina,
histamina, dopamina, serotonina, etc) como lipidicas (recep-
tor de esfingosina-1-fosfato), y, mas recientemente, de la
clase B.*#*!"43 En la actualidad se han determinado maés de 75
estructuras de GPCRs representativas de estados activos,*
inactivos® y en complejo con la proteina G.46 A pesar de este
avance, y considerando que existen mas de 800 GPCRs con
grados variables de homologia,* sin duda alguna los préxi-
mos afios seran clave para aumentar el nimero de estructuras
de nuevos miembros de esta superfamilia, empleando tanto
rayos X como resonancia magnética nuclear, técnica que ya
estd comenzando a demostrar su potencial para la elucidacion
estructural de GPCRs.*’ En conjunto, todas estas técnicas
facilitaran el disefio de nuevos ligandos y, por tanto, el desa-
rrollo de nuevos farmacos.

Implicaciones fisio(pato)logicas de los GPCRs
Teniendo en cuenta todo lo anteriormente mencionado
y el elevado numero y diversidad de GPCRs asi como el
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significativo niimero de procesos fisiologicos que regulan
resulta evidente su amplio potencial terapéutico.'*8-50 Sin
embargo, en la actualidad éste dista mucho de estar comple-
tamente explotado ya que existen aiin numerosas cuestiones
por resolver. En este sentido, algunas de las cuestiones mas
relevantes en el area de los GPCRs son: (i) determinar la
localizacion subcelular de los GPCRs asi como si ésta varia
ante situaciones fisio- o patoldgicas; (ii) establecer cuéles
son las proteinas con las que los GPCRs interaccionan y (iii)
confirmar si los ligandos de GPCRs identificados como tal in
vitro interaccionan realmente in vivo con el GPCR de interés.
Estas cuestiones no pueden abordarse mediante el empleo de
metodologias tradicionales tales como el uso de anticuerpos
o proteinas recombinantes sino que requieren el desarrollo de
compuestos denominados sondas quimicas.

Desarrollo de sondas para el estudio de GPCRs

Genéricamente se denomina sonda (probe) a una molécu-
la que estd formada por (i) un grupo de unién que es capaz
de reconocer y unirse de forma covalente o no covalente a
una (o varias) dianas de interés y (ii) un grupo de marcaje
(chemical tag) que permite la visualizacion, aislamiento y/o
identificacion de la proteina diana y suele ser un fluordforo,
una subunidad de biotina, un fragmento que permita el mar-
caje covalente o un grupo funcional pequefio y modificable
mediante reacciones bioortogonales entre las que destacan
la quimica click o la ligacion de Staudinger.’!"* En general
ambas subunidades se encuentran separadas por un espacia-
dor adecuado que favorece la solubilidad en el caso de que
sea necesario y minimiza posibles impedimentos estéricos
(Figura 4). Ademas, el empleo de la sonda permite capturar
de forma relativamente selectiva la proteina diana, la cual se
identifica mediante técnicas de espectrometria de masas nor-
malmente acopladas a una fase previa de nano-cromatografia
de liquidos.>*

Subunidad de
marcaje

Grupo de unién a la
proteina de interés

Espaciador

Figura 4. Representacion esquematica de una sonda.

Hasta el momento, las sondas se han aplicado funda-
mentalmente al campo de las enzimas, area en el que han
contribuido de forma muy significativa al esclarecimiento
de mecanismos de accion, desarrollo de nuevos compuestos
como candidatos preclinicos e incluso clinicos, y a la identi-
ficacién de nuevas dianas terapéuticas.>>°

Claramente la aplicacion de metodologias similares en
el area de los GPCRs podria suponer un gran avance ya que
permitiria obtener una gran cantidad de informacién, sobre
todo en aquellos aspectos que no se pueden abordar mediante
el empleo de estrategias mas clasicas. Teniendo en cuenta
estas consideraciones, en nuestro grupo de trabajo hemos
comenzado una linea de trabajo dirigida al desarrollo de dos
tipos de sondas, por un lado una clase de sondas que permi-
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tan la visualizacion de los GPCRs y en particular obtener
informacioén acerca de su expresion y localizacion celular; y,
por otro lado, sondas que permitan identificar nuevas dianas,
centrando nuestros esfuerzos en GPCRs de gran importancia
terapéutica como son los receptores de serotonina 5-HT,
(5-HT,, R) y 5-HT, (5-HT; R) y de cannabinoides CB, y
CB, (CB Rs).

Sondas para la visualizacién de GPCRs

Teniendo en cuenta la estructura general de una sonda
mostrada en la Figura 4, el primer paso en el disefio de este
tipo de compuestos consiste en la seleccion del grupo de
union, el cudl debe tener afinidad por el GPCR objeto de
estudio. Por tanto, como esqueletos para introducir las subu-
nidades de marcaje, en este caso se seleccionaron ligandos de
alta afinidad desarrollados previamente en nuestro laboratorio
como el UCM-2550 (en el caso del 5-HT, , R), el antagonista
de alta afinidad SB-271046 (en el caso del 5-HT R) o los
ligandos sintéticos (HU-210 y HU-308) en el caso de los CB
Rs (Esquema 1). Puesto que la primera aplicacion va a ser la
visualizacion de los receptores en sistemas celulares, como
subunidades de marcaje se escogieron diferentes fluoréforos,
como por ejemplo el grupo dansilo; un fragmento de biotina,
el cudl confiere a la sonda una alta versatilidad puesto que
puede ser reconocido por numerosos conjugados de (estrept)
avidina; o un alquino terminal para llevar a cabo reacciones
de quimica click (Esquema 1).

(A)
Cl
N N NH
eV, W« O
\/N\« N~ ' s LN N
S
\ &S s ox
OMe
UCM-2550 SB-271046
Ki(5-HT1aR) = 2,4 nM Ki(5-HT6R) = 1,2 nM
OH
é OMe
MeO/©><CGH13
HU-210 HU-308
K/(CB4R) = 0,061 nM K/(CB4R) > 10000 nM
Ki(CB2R) = 0,52 nM Ki(CBoR) = 22,7 nM
(B)

(o}

HN)\\NH .
o™
SO,CI m X 2
HO A S

Alquino terminal

Wl
O

Cloruro de dansilo Biotina
Esquema 1. Seleccion de (A) grupos de union y (B) subunidades de
marcaje.

Logicamente una vez elegidos tanto los grupos de union
como las subunidades de marcaje, éstas deben incorporarse
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en una parte de la estructura que no provoque una pérdida
de la afinidad por el GPCR de interés. En nuestro caso, y
tras estudios de relacion estructura-afinidad, llegamos a la
seleccion de una serie de sondas que mantienen una elevada
afinidad por los receptores objeto de estudio y que por tanto
son susceptibles de ser empleadas en sistemas celulares
(Esquema 2).57-¢0

|
HN
)

L O
N\\(N/\/\/ N/
; ()
UCM-120 (1)
Ki=2,0 nM

lem > 1000 u.a. (lex = 350 nm, lem = 484 nm)

UCM-630 (2)
Ki=93 nM

UCM-143 (3)
Ki(CBR) = 2,4 nM
Ki(CB,R) = 1,6 nM

Esquema 2. Sondas representativas para la visualizacion de los GP-
CRs 5-HT, , (1), 5-HT, (2), y CB, y CB, (3).

Estas sondas permiten la visualizacion de los GPCRs
objeto de estudio de forma especifica no s6lo en células
transfectadas®’->” sino en sistemas nativos como son neuronas
en cultivo primario.®® Asimismo, permiten visualizar cambios
en la expresion del receptor asociados a eventos patoldgicos
como por ejemplo es el caso del aumento de la expresion del
CB, R en microglia en cultivo primario en respuesta a un
estimulo inflamatorio, caracteristico de enfermedades neuro-
degenerativas.®

Sondas para la localizacion subcelular de GPCRs

Como se menciond anteriormente, la determinacion de
la localizacion subcelular de los GPCRs es fundamental
para una eficaz explotacion terapéutica del receptor. En este
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sentido, los GPCRs han sido, en general, considerados como
receptores de membrana plasmatica. Sin embargo, ciertas evi-
dencias también sugieren la existencia de GPCRs en localiza-
ciones intracelulares especificas con actividades funcionales
diferentes de los de membrana. Esta hipotesis implica que la
disociacion entre la activacion (o el bloqueo) de los diferentes
tipos de receptores puede dar lugar a efectos distintos. En
este sentido, la sonda 3 (Esquema 2), ha permitido la carac-
terizacion reciente de un nuevo tipo de CB|R localizado en
la mitocondria.’! Debido a la presencia de la subunidad de
biotina, altamente polar, el compuesto 3 activa Gnicamente el
CB, R de membrana sin afectar al receptor intracelular, pues-
to que no es capaz de entrar dentro de la célula. Por tanto, este
compuesto esta permitiendo en estos momentos discriminar
las funciones de ambos receptores, con las interesantes impli-
caciones terapéuticas que esto conlleva.f!

Sondas para la identificacion de dianas terapéuticas
La identificacion de nuevas dianas es uno de los aspectos
mas interesantes dentro de la quimica médica y la quimica
bioldgica.%? En el caso de los GPCRs, el desarrollo de sondas
para la identificacion de proteinas implica que la sonda debe
tener un elemento adicional a los anteriormente mencionados,
ya que se requiere que la union sonda-proteina sea covalente
e irreversible de modo que sea posible capturar e identificar
mediante espectrometria de masas las proteinas a las que la
sonda se ha unido. Con este fin, en nuestro grupo de trabajo
hemos desarrollado una serie de sondas que ademas del grupo
de unién y el fluoréforo o biotina, tienen también una subuni-
dad de benzofenona (Figura 5). De este modo, tras incubacion
de la sonda con el proteoma de interés, se procede a la irradia-
cion con luz ultravioleta, lo que provoca la unién covalente
entre la benzofenona y los enlaces CH proximos mediante un
mecanismo por radicales libres. A continuacion, las proteinas
marcadas pueden visualizarse en un gel de poliacrilamida
empleando un escaner de fluorescencia o aislarse mediante
incubacion con avidina unida a un soporte solido para su
posterior identificacion mediante espectrometria de masas
(Figura 5). Esta plataforma nos estd permitiendo obtener
evidencias directas de la union ligando-receptor en sistemas
celulares complejos asi como identificar nuevas proteinas
diana de esos ligandos. Estas podrian representar proteinas

(A) Subunidad de ) )
Gr”P‘? de fotoentrecruzamiento Sué)lunld’a;d d/eBr_n?rcaJe
unién (Benzofenona) (Fluoréforo/Biotina)

<4V Il @

B)

Proteoma
Complejo

Identificacion
de proteinas

Incubacién Unidn covalente

con la sonda

Figura 5. (A) Esquema de una sonda doble. (B) Tras la incubacion con la
sonda, las proteinas unidas covalentemente tras irradiacion UV son aisla-
das empleando avidina unida a un soporte solido, digeridas con tripsina e
identificadas mediante espectrometria de masas (LC-MS/MS).
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responsables bien de efectos secundarios indeseados o bien
podrian estar contribuyendo al efecto terapéutico de interés.
La validacion de estos resultados se encuentra actualmente en
curso en nuestro laboratorio.®

Conclusiones

Los GPCRs constituyen, sin duda alguna, una de las
superfamilias mas importantes como dianas para el desarro-
llo de farmacos. Sin embargo, y a pesar del enorme avance
experimentado en los ultimos afios, atin quedan importantes
aspectos por esclarecer. La aplicacion de nuevas metodolo-
glas de expresion de receptores y de elucidacion estructural,
junto con estrategias de quimica médica y bioldgica tendra
importantes repercusiones en nuestro conocimiento acerca de
los mecanismos moleculares que controlan la actividad de los
GPCRs. Ello permitira el desarrollo de nuevos farmacos que
probablemente, durante los proximos afios, revolucionaran
las posibilidades de tratamiento de enfermedades que hoy dia
carecen de las terapias adecuadas.
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Curso Académico 2013-2014

DE QUIMICA

POLIMEROS A MI ALREDEDOR

Dirigido a grupos de alumnos y profesores de
ESO y Bachillerato de la provincia de Malaga.

Dos categorias de premios
epara grupos de ESO
epara grupos de Bachillerato

En cada una de ellas los galardones seran

Un premio de 600 €
Un accésit de 400 €

Informacion y bases:
http://www.rsegmalaga.uma.es
rseqmalaga@uma.es
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