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3. Mecanismos de senalizacion celular:
implicaciones fisiopatologicas

FEDERICO MAYOR MENENDEZ

El estudio de los sistemas de transduccion de sefal y de los meca-
nismos de comunicacion intercelular ha experimentado un extraordina-
rio desarrollo en los ltimos afos. Estos nuevos resultados estan condu-
ciendo a la incorporacién de nuevos conceptos criticos para poder
entender como las células reciben y coordinan sefales del entorno y de
otras células del mismo organismo, controlando asi los procesos de
proliferacion, diferenciacion, morfologia, migraciéon o muerte celular.

Los sistemas de comunicacion y sefializacion celular son determi-
nantes fundamentales de la coordinacion y las funciones de los distintos
tipos celulares a través del control de la expresion génica y de la funcion
de las proteinas. Estos sistemas seran los que controlen donde, cuando,
cuanto y por cuanto tiempo se expresan los RNA. En el caso de las
proteinas, los mecanismos de sefializacion celular controlan, ademas, los
cambios de localizacion, el trafico de proteinas dentro de una célula,
como se degradan, y las interacciones funcionales que establecen. De
forma coherente con este decisivo papel en la funcién de los organis-
mos, se estima que mas del 20% de los genes del genoma humano
codifican proteinas implicadas en transduccion de sefiales. Por otra parte,
la alteracion de estos sistemas estd en la base de multiples patologias,
como el cancer, la diabetes, las enfermedades cardiovasculares, inflama-
torias o neuro-degenerativas. Dada la enorme amplitud de este tema, en
este capitulo solo intentaré resumir las principales estrategias y princi-
pios en los que se basan los complejos circuitos de sefnalizacion celular,
y algunos ejemplos de sus repercusiones fisiopatologicas.
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FEDERICO MAYOR MENENDEZ
REDES DE SENALIZACION CELULAR

Los sistemas de sefializacion son extraordinariamente complejos,
asemejandose a complicadas redes o circuitos con multiples elementos
de interseccion y control.

Las vias de comunicacion celular son sistemas en cascada, con una
serie de etapas secuenciales, en las que cabe distinguir un proceso de
deteccion de un mensajero por un receptor, seguida de un proceso de
transduccion o de transformacion de esa sefial extracelular en una intra-
celular. La diseminacién de esas sefales intracelulares (también deno-
minadas segundos mensajeros) y su interaccion con proteinas efectoras
permite regular los procesos celulares basicos y las funciones fisiologi-
cas integradas (1). Por tanto, estos sistemas son un poderoso instrumen-
to para modular las funciones del organismo.

Es importante recordar que estos sistemas, para ser eficaces, tienen
que funcionar de forma transitoria y controlada. Por tanto, ademas de
los procesos de deteccion, transformacion y amplificacion de la sefial,
tienen que existir sistemas de terminacidn, adaptacion e integracion que
aseguren en todo momento su activacion y desactivacion controlada, asi
como su interconexion con el conjunto de sefiales que en cada momento
recibe cada célula. Cuando estos mecanismos de control sufren alguna
alteracion o funcionan mal, se producen situaciones patologicas (2). Por
ello, estos sistemas pueden utilizarse también como diana de farmacos
que modifiquen las funciones celulares o su comportamiento erroneo.

Desde el punto de vista estructural, los mensajeros pueden ser peque-
flas sustancias quimicas (adrenalina, glutamato), péptidos o proteinas muy
complejas. Los receptores, que muy frecuentemente son proteinas situa-
das en la membrana de las células, actian como detectores y «decodifica-
dores» de la senal que porta el mensajero, transforméandola en una sefial
intracelular o segundo mensajero. Los segundos mensajeros, ya desde
dentro de la célula, modifican la actividad, localizacion o interacciones
entre proteinas celulares (controlando asi el metabolismo o la funcion del
citoesqueleto, por ejemplo) y también regulan la expresion génica, pro-
moviendo una respuesta celular especifica e integrada (1).

A principios de los afos 1960 existia todavia un conocimiento muy
escaso de las caracteristicas moleculares de los receptores y de los
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mecanismos de transmisién de la sefial. En esta década se produjeron
dos avances conceptuales criticos: la teoria de la regulacion alostérica
de las proteinas propuesta por Monod, Changeux y Jacob en 1963, y la
teoria del segundo mensajero sugerida por Earl Sutherland en 1962.
Sutherland habia trabajado con el Nobel Carl Cori, estudiando los me-
canismos por los que la adrenalina regula la degradacion de glucogeno
a glucosa en el higado, activando una enzima denominada glucégeno
fosforilasa. Mas adelante descubrid que, para promover este efecto, la
adrenalina no entra en la célula, sino que estimula la sintesis en el otro
lado de la membrana de otra molécula distinta, el AMP ciclico (formado
por la enzima adenilil ciclasa) que actia como «segundo mensajeroy,
que es la que transmite la sefial a las proteinas intracelulares (3).

Como comentd posteriormente Martin Rodbell en su discurso Nobel
en 1994 (4), las teorias de Monod y de Sutherland influyeron mucho en
las investigaciones posteriores para desentrafiar los mecanismos detalla-
dos de senalizacion: «Era extraordinariamente atractiva la nocién de que
la adenilil ciclasa (la enzima de membrana responsable de la formacion
de AMPc a partir de ATP) era una enzima alostérica con dos sitios
diferentes, uno receptor y otro catalitico... La localizacion asimétrica en
la membrana celular de estos sitios —el sitio alostérico que reconoce a
la hormona mirando al exterior de la célula y el sitio catalitico que
transforma ATP en AMPc hacia el interior— proveia un marco concep-
tual para investigar las bases moleculares de la accion hormonaly.

TIPOS DE RECEPTORES

Estas ideas basicas han sido el motor que ha conducido, en los
ultimos cuarenta afos, a la identificacion molecular de receptores y de
sus mecanismos de accion, a la busqueda de nuevos segundos mensaje-
ros y a profundizar en las vias por las que éstos pueden alterar las
distintas funciones celulares. Asi, hoy sabemos que hay receptores-ca-
nales, que dejan pasar o no iones (como calcio, sodio o cloruro) a través
de la membrana plasmatica (a favor de su gradiente electroquimico)
dependiendo de la presencia de un mensajero en el exterior de la célula,
y que existe otra gran familia de receptores-enzimas, proteinas en los
que la presencia de un mensajero especifico en el exterior celular mo-
difica la actividad catalitica (tirosina quinasa, tirosina fosfatasa, serina-
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treonina quinasa, guanilato ciclasa, etc.) de otra zona de la proteina en
la cara citoplasmatica o interior de la célula, alterando las funciones de
la misma (1, 5).

Receptores acoplados a proteinasG

Receptores/enzimas . ' Receptores/canales

i A L

“mensajeros internos”:
Hipoxia, radicales, "=l Proteinas G

estado energético, dafio DNA Quinasasifosfatasas
Ensamblaje de proteinas modulares

Regulaciin de la
expresiin ginica

= . “ Fisgpal it
- = i=F -‘:U.'\ﬁ', d‘:ﬂ—_lﬁ-

!
i

Redes metabdlicas y de
sefalizacion Maodulacion del citoesguebeto

Fiura 1. Principales estrategias de transmision de seiiales a través de la membrana
plasmatica y de propagacion intracelular.

En otros casos, el procedimiento es algo mas complejo. A los con-
ceptos de discriminador (receptor) y de amplificador (la actividad que
genera el segundo mensajero), se afiadia el de transductor. En ese nuevo
esquema, el transductor es una entidad molecular independiente que
permite acoplar una actividad receptora con otra actividad amplificadora
o efectora, que ya no tienen por qué residir o co-existir en la misma
proteina. En estos sistemas participan tres proteinas distintas: el recep-
tor, la proteina acopladora o transductora, y la proteina efectora/ampli-
ficadora. Martin Rodbell y Alfred Gilman identificaron en la década de
los setenta y los ochenta a esas proteinas transductoras, denominadas
proteinas G por su capacidad de unir nucleétidos de guanina. Como
detallaré¢ mas adelante, esas proteinas pueden actuar como interruptores
moleculares, activandose transitoriamente, y pueden controlar una gran
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cantidad de efectores (adenilil ciclasa, fosfolipasas, canales idnicos),
participando en una gran diversidad de procesos fisiologicos (3, 4, 6).

Al tipo de receptores que utilizan esas proteinas G para controlar las
funciones celulares se les denomina «receptores acoplados a proteinas
G», o GPCR por sus siglas en inglés (G protein-coupled receptors).
Como prueba del éxito evolutivo de este mecanismo de sefalizacion
celular, los GPCR constituyen, con mas de 1.000 genes que codifican
receptores de ese tipo en el genoma humano, la superfamilia de recep-
tores de membrana mas extensa, mas ubicua y mas versatil (6, 7).

Es conveniente sefialar que estos procesos no agotan los mecanis-
mos de respuesta al entorno que se conocen. Asi, existen receptores
intracelulares, presentes en el citoplasma o en el ntcleo de las células,
que responden a mensajeros lipofilicos, como las hormonas esteroideas
o las hormonas tiroideas, que si atraviesan la membrana plasmatica. Por
otra parte, ademds de mediante mensajeros extracelulares solubles se-
cretados al medio, las células pueden también recibir seiiales de la matriz
extracelular o, en el caso de las células adyacentes, comunicarse me-
diante contactos célula-célula, o mediante «gap-junctionsy», que pueden
permitir el intercambio de pequeias sustancias entre células vecinas y
coordinar asi su funcionamiento y su respuesta a estimulos. Finalmente,
ultimamente estdn también cobrando mucha importancia los «mensaje-
ros desde dentro», las sefiales que surgen en el interior de las células,
en muchos casos como detectores 0 como consecuencia de situaciones
de «peligro». El DNA dafiado (8), la hipoxia, (9) los radicales libres de
oxigeno (10), el estado energético de la célula (a través de los niveles
de AMP) y distintos intermediarios metabodlicos (11), se estd descu-
briendo que desencadenan importantes respuestas celulares, interactuan-
do en muchos casos con sistemas de sefializacion «convencionales» que
operan desde el exterior celular. Comprender como se integran estos
mensajeros provenientes del interior y del exterior es un reto y una
complejidad afiadida al estudio de los procesos de comunicacién celular.

Es también esencial recordar el papel fundamental del sistema ner-
vioso y del sistema endocrino en la coordinacion de la respuesta del
organismo. En los organismos complejos, es necesario coordinar las
respuestas de cada célula para que trabajen en armonia con las células
vecinas del mismo o6rgano o tejido, y €stos entre si para permitir una
respuesta fisiologica apropiada. En esta coordinacion desempefian un

99



FEDERICO MAYOR MENENDEZ

papel fundamental el sistema nervioso y el sistema endocrino, como se
detallard en otros capitulos de esta monografia.

SISTEMAS DE TRAN,SMISI(')N DE SENALES EN EL
INTERIOR DE LA CELULA

Ademas de los receptores capaces de detectar las sefales extracelu-
lares, ;cudles son las principales estrategias en las que se basa su pro-
pagacion en el interior celular? ;como se puede ir transfiriendo esa sefial
de forma ordenada? En la enorme complejidad y diversidad de estas
vias de transduccion emergen algunas propiedades o estrategias esencia-

les (2,

12-16):

La utilizacion de las proteinas G monomeéricas y heterotriméri-
cas como interruptores moleculares que permiten la activacion
transitoria de otras proteinas.

El papel central de los sucesos de fosforilacion/desfosforilacion
en el control de la actividad, localizacion celular, interacciones
y degradacion de las proteinas implicadas.

La existencia de multiples «mddulos» o dominios funcionales
(SH,, SH,, PTB, PDZ, PH, «Pro-boxes», etc.) en proteinas trans-
ductoras, lo que permite su ensamblaje y desensamblaje transi-
torio (controlado por mensajeros extracelulares) en complejos
multimoleculares encargados de transmitir la sefial, favorecien-
do interacciones secuenciales entre proteinas, el reclutamiento y
activacion de enzimas y/o su proximidad a sustratos especificos.

La existencia de mecanismos de terminacion y adaptacion de la
senal de tanta complejidad como los propios procesos de activa-
cion, asi como de fluctuaciones espacio-temporales en la sefia-
lizacion.

La inclusion de las cascadas «lineales» clasicas de transduccion
en redes («networks») de sefalizacion complejas, gracias a la
presencia de multiples elementos de interseccion y transmodu-
lacion.

En efecto, nuestro conocimiento en las vias de senalizacion celular
estd desvelando la existencia de multiples interacciones reguladas a
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diversos niveles. Los complejos bucles de retroalimentacion positiva y
negativa, la existencia de detectores de coincidencia de sefial, de meca-
nismos de amplificacion o de vias paralelas o redundantes, son elemen-
tos comunes con el disefio de circuitos por los ingenieros. Entender las
propiedades, no siempre intuitivas, de estos circuitos de sefializacion,
para poder predecir su comportamiento en diversas circunstancias fisio-
logicas y patoldgicas es hoy uno de los grandes retos de este campo.

PAPEL FUNDAMENTAL DE LAS PROTEINAS G COMO
INTERRUPTORES MOLECULARES

Como hemos comentado, los sistemas de senalizacion intracelular
utilizan de forma generalizada las denominadas proteinas G (monomé-
ricas o heterotriméricas) como interruptores moleculares que se activan
transitoriamente. Estas proteinas pueden encontrarse en dos conforma-
ciones espaciales diferentes: una forma inactiva, cuando unen al nucle6-
tido GDP, y otra forma activada capaz de unirse con otras proteinas
celulares denominadas efectoras, cuando une GTP (Figura 2). Pero esta
activacion es intrinsecamente transitoria, ya que estas proteinas son
GTPasas, es decir, destruyen al cabo de un breve tiempo el GTP, trans-
formandolo de nuevo en GDP, y vuelven asi a su estado basal (6, 17).

GDP GTP

TP ' con efectores

';.\G{'-EII Ge _Interaccion
GAP/RGS :
Lo A o

Pi

Ficura 2. Ciclo de las proteinas G monométricas o heterotriméricas. Estas proteinas se
comportan como un interruptor molecular en cascadas de senializacion, al oscilar entre dos
estados conformacionales, uno inactivo y otro activo. La interaccion con estimuladores de la
disociacion de GDP (GEF, del inglés Guanine nucleotide Exchange Factor), como los GPCR,
promueve la entrada de GTP y la transmision de la seiial, necesariamente transitoria al
actuar la actividad GTPasa intrinseca de las proteinas G. Este proceso de terminacion de
sefial puede verse reforzado por su asociacion a moléculas GAP/RGS. Los GDI (Guanine
nucleotide dissociation inhibitors) estabilizan la conformacion basal, como el dimero Gbeta-
gama en el caso de las proteinas G heterotriméricas.
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El encendido (intercambio de GDP por GTP) y el apagado (hidro-
lisis de GTP) de este interruptor molecular se puede modular por su
interaccién con otras proteinas. Como se ha mencionado antes, unos
1.000 genes de nuestro genoma codifican por una familia de receptores
con siete dominios transmembrana, los receptores acoplados a proteina
G (GPCR), que median las acciones de multiples mensajeros, hormonas
y neurotransmisores, como la adrenalina, la dopamina, la hormona es-
timulante del tiroides o los opiaceos (6). Cuando estos receptores reco-
nocen a su mensajero, cambian su conformacion y pueden entonces
interaccionar con la proteina G unida a GDP, lo que a su vez promueve
el intercambio de GTP por GDP. La proteina G en su estado activo
interacciona con efectores (como la adenilato ciclasa, fosfolipasa [,
canales i0nicos, etc.) modificando parametros intracelulares que disemi-
nan la sefial extracelular (6). Este proceso es transitorio, porque la
proteina G hidroliza GTP a GDP y vuelve a su conformacion basal.
Muchos otros procesos celulares utilizan otro tipo de proteinas G, mo-
noméricas, como las familias de proteinas, Ras, Rap, Rac, Rho, Rab,
AREF, etc., para controlar multiples aspectos de proliferacion, diferencia-
cion, morfologia del citosqueleto o trafico vesicular (17-21).

QUINASAS Y FOSFATASAS

Otra estrategia fundamental en los procesos de comunicacion celular
es la utilizacion de procesos de fosforilacion y des-fosforilacion de pro-
teinas, que pueden modificar de forma reversible la actividad de muchas
proteinas celulares. La introduccion de un grupo fosfato en un residuo de
Serina, Treonina o Tirosina por una quinasa, o su desaparicion por accion
de una fosfatasa, puede modificar la conformacion, la actividad, o locali-
zacion de una proteina (Figura 3). La utilizacion conjunta de quinasas y
fosfatasas permite también disponer de otro tipo de interruptores molecu-
lares, que encienden o apagan funciones celulares. Se estima que casi un
tercio de las proteinas pueden ser reguladas por esta estrategia, y en el
genoma humano se han identificado méas de 500 proteinas quinasas y del
orden de 130 fosfatasas (2). Muchos de los genes identificados como
oncogenes (es decir, aquellos genes que mutados dan lugar a cancer) per-
tenecen a estos grupos de proteinas, lo que da idea de su extraordinaria
importancia fisioldgica y patoldgica (22, 23).
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FACTORES DE TRANSCRIPCION

Otro aspecto fundamental de los sistemas de sefalizacion celular es
su capacidad de control de la expresion génica, mediante la modifica-
cion de la actividad de los denominados «factores de transcripcion». Se
calcula que la regulacion transcripcional se basa en al menos 2.000 de
estos factores proteicos codificados en el genoma de mamiferos, que en
general comparten las caracteristicas de poseer un sitio de union a se-
cuencias reguladoras especificas en el DNA, y un dominio que le con-
fiere potencial modulador, por su capacidad de interaccionar con otros
elementos de la maquinaria transcripcional, afectando positiva o nega-
tivamente a su funcion. Pues bien, la expresion, localizacion o la acti-
vidad de estos factores de transcripcion estd estrictamente controlada
por los sistemas de transduccidon, también mediante mecanismos que
incluyen la fosforilacion/defosforilacion, la protedlisis, la interaccion
con otras proteinas o las fluctuaciones de metabolitos que actian como
segundos mensajeros (24).

- Fosforilacion/defosforilacion

- Interaccion con segundos
mensajeros o con otras proteinas

- Translocacion

Multiples
dianas
OFF celulares
Interacciones ON 1
inhibitorias intra o
intermoleculares Respuesta
coordinada

FiGura 3. La activacion mediante diversos mecanismos de quinasas implicadas en se-
nalizacion celular (como PKA, PKC, o c-Src, entre otras) permite liberar interacciones
inhibitorias y promueve la fosforilacion secuencial de distintas proteinas celulares (en-
zimas, canales, proteinas del citoesqueleto, factores de transcripcion, etc.), dando lugar
a una respuesta fisiologica integrada.
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EL DISENO MODULAR PERMITE ENSAMBLAR
COMPLEJOS DE PROTEINAS SENALIZADORAS

Por tultimo, otra estrategia comun en los procesos de comunicacion
intracelular, que también se utiliza conjuntamente con las anteriores, es
la existencia de multiples «mddulos» o dominios funcionales en las
proteinas transductoras de sefial, que van a permitir su ensamblaje y
desensamblaje transitorio en complejos multimoleculares implicados en
sefializacion. Muchas proteinas de sefializacion estan construidas a base
de «moddulos» parecidos, que tienen determinada capacidad de unirse
unos con otros, o de reconocer determinadas sefiales en las células,
como por ejemplo la existencia de residuos de tirosina fosforilados (mo-
dulos SH,), de secuencias ricas en prolina (modulos SH;) o de mayor
concentracion de derivados lipidicos del fosfatidilinositol (mdédulos PH)
(12, 25-27). Tony Pawson, uno de los pioneros en la caracterizacion
funcional de estos modulos, ha sugerido que esta estrategia permite
generar una gran diversidad de proteinas sefializadoras a partir de dis-
tintas combinaciones de un niimero limitado de dominios funcionales
con caracteristicas comunes (Figura 4).

| Médulos que se asocian a péptidos fosforilados o modificados |
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| Médulos de interaccién con secuenclas peptidicas especificas |
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FiGura 4. Principales interacciones modulares que participan en el ensamblaje de com-
plejos de senalizacion (modificado de referencias citadas en texto).
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En definitiva, pueden construirse sistemas de sefializacion muy com-
plejos y altamente regulados, combinando las distintas estrategias de los
interruptores moleculares de las proteinas G, las quinasas/fosfatasas, y
los procesos de ensamblaje/desensamblaje controlado de complejos
multimoleculares basados en la estructura modular de muchas de las
proteinas implicadas.

Por ejemplo, muchos de los denominados factores de crecimiento,
mensajeros que regulan la proliferacion y diferenciacion de multiples
tipos celulares, son reconocidos por proteinas receptoras que, como
consecuencia de este acto de complementareidad molecular, dimerizan
y estimulan una actividad quinasa residente en la propia proteina recep-
tora, que se auto-fosforila en residuos de tirosina (5). Estos aminoacidos
asi modificados actiian como «reclamo» de otras proteinas que poseen
unos modulos funcionales denominados SH,, que reconocen especifi-
camente tirosinas fosforiladas (en determinados contextos de secuen-
cia) (27). De esta forma, se promueve un reclutamiento o ensamblaje
especifico de proteinas intracelulares. En muchas ocasiones, estas pro-
teinas modulares reclutadas contienen como otra de sus piezas un factor
de intercambio GTP/GDP de las proteinas G monoméricas Ras. De esta
forma, la llegada del mensajero extracelular permite, en un momento y
en un lugar especifico, el encendido de este «interruptor molecular» en
el interior de la célula. La proteina G Ras activa a su vez a otra quinasa
(Raf), que entonces estimula a otra quinasa (MEK), y ésta a otra quinasa
(MAPK) que finalmente se traslada al nucleo a modificar la expresion
génica mediante la fosforilacion de factores de transcripcion que se
unen a secuencias presentes en el DNA de diversos genes (28-30). Estos
sistemas en cascada son muy tipicos y presentan un extraordinario poder
de amplificacion.

En resumen, la utilizacion combinada de quinasas, proteina G y mo-
dulos de ensamblaje permite articular una amplia dindmica de cambios
secuenciales, de modificacion de la localizacion y actividad de proteinas
celulares, caracteristicos de los sistemas de sefalizacion celular.
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MECANISMOS DE REGULACION Y DESENSIBILIZACION:
EL EJEMPLO DE LAS QUINASAS DE RECEPTORES
ACOPLADOS A PROTEINAS G

Otra caracteristica general de los sistemas de sefializacion celular es
su capacidad de modular las caracteristicas de la respuesta a un deter-
minado estimulo en funcion de las circunstancias concurrentes, de lo
que podriamos llamar su «memoria de activacion». Asi, la respuesta de
una célula a un mismo estimulo podrd ser mayor o menor si previa o
simultdneamente ha recibido otro estimulo de un mensajero diferente, en
lo que se denominan procesos de transmodulacion. Por otra parte, se
conoce como desensibilizacion al fendmeno bioldgico por el que la
respuesta celular disminuye con el tiempo en presencia de un estimulo
de intensidad constante. Dicho de otra forma, el sistema de alguna for-
ma recuerda si ha sido estimulado previamente por el mismo mensajero.
Esta pérdida de respuesta ante la presencia cronica de un estimulo tiene
una notable importancia fisiologica y farmacoldgica. Estos procesos de
transmodulacion, desensibilizacidon y control son un importante area de
estudio actual dentro del campo de la sefializacion celular.

Se han investigado en profundidad en los Ultimos afios los mecanis-
mos de regulacion de la sefializacion a través de los receptores acopla-
dos a proteinas G (GPCR). La estimulacién de GPCR conduce, a través
de su interaccion con proteinas G heterotriméricas y otras proteinas
celulares, a la modulacion de multiples vias de sefializacion intracelular.
Estas incluyen las rutas «clasicas» de segundos mensajeros controlados
por adenilil ciclasas, fosfolipasas y canales i6nicos y, segin se esta
demostrando mas recientemente, las distintas cascadas de quinasas ac-
tivadas por mitogenos y por estrés (ERK/MAPK, JNK, p38, ERKS5) o la
via PI3K/Akt (6, 28, 30). Estas rutas, a través de sus efectos sobre
distintos procesos celulares y sobre la transcripcion génica, tienen gran
importancia en el control de la proliferacion, diferenciacion, superviven-
cia o quimiotaxis.

Ademas de promover la activacion de proteinas G, la estimulacion
de GPCR conduce a su interaccién con unas quinasas especificas, de-
nominadas GRKs (del inglés G protein-coupled receptor kinases), que
los fosforilan en residuos intracelulares. Eso permite a su vez que se
unan al receptor fosforilado las proteinas llamadas arrestinas, que
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evitan que el receptor se comunique con las proteinas G aunque esté
presente el estimulo, esto es, promueven la desensibilizacion del sis-
tema (31, 32).

La fosforilacion especifica del receptor (s6lo en su estado activado)
por la quinasas GRKs y la posterior union de las arrestinas se ha mos-
trado como un mecanismo universal de regulacion de la practica totali-
dad de la GPCR, e incluso podria ser extensible a otras familias de
receptores. Estos mecanismos de regulacion utilizan las mismas estrate-
gias (fosforilacion y ensamblaje secuencial y controlado de proteinas)
que las propias de la diseminacion de la sefial.

El trabajo de diversos grupos de investigacion durante estos ultimos
anos ha desvelado otras y muy importantes funciones adicionales para
las GRKSs y las arrestinas. Tras la fosforilacion por GRK y la union de
arrestinas, se inicia un proceso de internalizacion transitoria de recepto-
res que permite su desfosforilacion y reciclaje a la membrana plasmatica
en forma funcional, proceso en el que GRKSs y arrestinas estdn también
implicadas, propiciando el acoplamiento de los receptores con la maqui-
naria endocitica mediante la union de [-arrestinas a clatrina y a la pro-
teina adaptadora AP-2, quiza también con la participacion de la interac-
cion de GRKs con otras proteinas celulares (33). La presencia de los
GPCR en endosomas en un entorno de pH acido propicia la accion de
fosfatasas que los desfosforilan y resensibilizan o bien los conduce a
degradacién en lisosomas.

Se conocen hasta el momento en mamiferos siete genes para GRKs.
Todas las GRKs comparten un dominio central catalitico, similar a otras
serina/treonina quinasas. El dominio C-terminal es de tamafo variable,
y parece facilitar su interaccion con fosfolipidos y/o proteinas de mem-
brana. El extremo N-terminal contiene sefiales de interacciéon ain no
caracterizadas con GPCR, ademds de una region de homologia a la
familia de proteinas RGS (Regulators of G protein signaling). Las GRK1
y 7 se expresan fundamentalmente en la retina, GRK4 en testiculos, y
el resto son de expresion ubicua en el adulto, aunque con diferencias en
sus niveles tisulares. De todas ellas, la isoforma GRK2 es la mejor
caracterizada y la que ha despertado mayor interés, por su importante
papel en la regulacion de diversos tipos de GPCR y sus alteraciones en
diversas circunstancias patoldgicas (31, 32).
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En lo que respecta a las arrestinas, se han descrito las arrestinas
visuales, expresadas en retina, y las denominadas [-arrestina-1 y [3-
arrestina-2, de expresion ubicua, y cuyas diferencias funcionales se estan
ahora comenzando a explorar activamente (31, 33). Puesto que un nu-
mero limitado de (7) GRKs y de arrestinas (3) participan en la regula-
cion de muchos GPCR, se piensa que su funciéon es muy importante y
que deben estar finamente reguladas.

Mas aun, si se tiene en cuenta que, ademas de participar en la des-
ensibilizacion, trafico intracelular y re-sensibilizacion de GPCR, datos
obtenidos en los ultimos afios indican que las GRKs y arrestinas son
componentes fundamentales de las propias cascadas de sefializacion
iniciadas por estos receptores, por su capacidad de interaccionar direc-
tamente con otras proteinas celulares, que pueden ser asi atraidas al
entorno del receptor.

En efecto, datos recientes indican que [-arrestina puede reclutar
otras proteinas celulares al complejo de sefializacion de GPCR, como la
tirosina quinasa c-Src, la quinasa JNK3, y componentes de la cascada
Raf/MEK/Erk, lo que sugiere un papel esencial para GRKs y B-arrestina
en la modulacion de cascadas mitogénicas y de estrés por GPCRs. Se ha
especulado que el papel de proteina «andamio» de B-arrestina permitira
la activacion selectiva de MAPK en determinadas localizaciones subce-
lulares citoplasmaticas. Por otra parte, datos recientes indican que las
funciones adaptadoras de las arrestinas podrian ampliarse. Se ha publi-
cado que B-arrestina 1 interacciona con la proteina transductora Dishe-
velled, con una fosfodiesterasa de AMPc (PDE4), con el regulador del
citoesqueleto Ral-GDS, o con los componentes de la cascada de sefia-
lizacion de NF-xB y del receptor de la insulina. También con la E3
ubiquitina ligasa Mdm?2, lo que promueve la ubiquitinacion de P-arres-
tina y de receptores [,-adrenérgicos, lo que a su vez es critico para la
internalizacion y la degradacion de esos receptores, respectivamente [re-
visado en (33)].

En la misma linea, resultados recientes de distintos laboratorios (in-
cluido el nuestro) indican que GRKs, y particularmente GRK2, es capaz
de interaccionar y de fosforilar otras proteinas diferentes de los GPCR,
lo que amplia también, como en el caso de las arrestinas, el espectro de
sus funciones celulares y plantea la necesidad de un mejor conocimiento
de su red de interacciones e interconexiones funcionales (31, 32).
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La proteina GRK2 se caracteriza, ademas de por su funcidon quinasa,
por ser una proteina con diversos dominios de union proteina-proteina
que permiten su interaccion directa con moléculas relevantes en sefali-
zacion, como PI3K, el inhibidor de Rafl o RKIP, la subunidad Goq de
las proteinas G, subunidades By de proteinas G heterotriméricas o el
factor regulador de adhesiones focales GIT/Cool, entre otras. El signi-
ficado funcional de estas interacciones se conoce solo parcialmente,
pero posibilita que GRK2, de modo independiente de fosforilacion,
modifique la actividad, localizacion, estabilidad o capacidad de interac-
cion de estos factores, u otros por determinar, con sus moléculas efec-
toras, como el bloqueo de la interaccion de PLCP con Goq en presencia
de GRK2. Por otro lado, GRK2 tiene capacidad para fosforilar diversos
sustratos diferentes de receptores de membrana, como fosducinas, sinu-
cleinas, tubulina o el factor ribosomal P2, pudiendo modular procesos
como la sintesis de proteinas o la arquitectura del citoesqueleto (31-33).

El relevante papel de GRKs y arrestinas tanto en la modulacion
como en las propias vias de sefializacion mediadas por GPCR, sugiere
que cambios en la expresion y/o actividad de estas proteinas podrian
afectar a la eficacia y caracteristicas de las vias de transduccion media-
das por GPCR vy tener trascendencia fisiopatoldgica. De acuerdo con esa
idea, se han descrito cambios en los niveles y/o en la actividad de estas
GRKSs, en particular GRK?2, en distintas situaciones patolégicas, como el
fallo cardiaco congestivo, la hipertension (aumento) o la artritis reuma-
toide (disminucién). Estos cambios pueden contribuir al desarrollo o al
desencadenamiento de estas patologias (31, 32, 34).

Se han descrito numerosos mecanismos que mantienen a GRK2
inhibida, desde su estructural tridimensional en estado de conformacién
inactiva hasta la interaccion con actinina, Ca2+/calmodulina, caveolina
o proteinas del reticulo, interacciones que cambian su localizacion sub-
celular e inhiben su actividad. Asimismo, la fosforilaciéon de GRK2 por
otras quinasas modula tanto la actividad catalitica frente a receptores
como la localizacion subcelular, promoviendo su estimulacion (fosfori-
lacion por c-Src y PKC) o inhibicién (fosforilaciéon por ERK1/2). Por
ultimo, diferentes mecanismos transcripcionales y de control de la esta-
bilidad son responsables de los niveles de expresion de GRK2 (32, 34).

Nuestro grupo ha contribuido en los ultimos afos a desvelar estos
mecanismos, habiendo establecido que la degradacion de GRK2 puede
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contribuir a las disfunciones de GRK2 observadas en determinadas
patologias y a su desarrollo, Asi, hemos descrito el rapido reciclaje de
GRK2 por la via del proteasoma dependiente de ubiquitina y su estimu-
lacién por GPCR (35), lo cual permite, en condiciones cronicas de ac-
tivacion de receptores, preservar cierta capacidad de respuesta a subsi-
guientes estimulos. Este rapido reciclaje de la quinasa depende del
reclutamiento de c-Src al receptor mediado por B-arrestina y de la fos-
forilacion de GRK2 por c-Src en residuos que hemos definido y que
promueven su ubiquitinacion y degradacion (36). La fosforilacion por
ERK1/2 en la serina 670 de GRK2 induce también su degradacion por
el proteasoma (37).

INTERCONEXION DE REDES DE SENALIZACION

El concepto de que la capacidad de una célula para regular multiples
funciones de forma coordinada se basa en la organizacién de sus redes
de sefializacion ha sido recientemente desarrollado por Iyengar y cola-
boradores (14). Las interconexiones entre vias de transduccion se pro-
ducen gracias a la existencia de proteinas sefializadoras capaces de re-
cibir e integrar multiples sefiales («puntos de cruce» o «junctions») o de
interaccionar con multiples efectores (puntos de dispersion de senal o
«nodesy), modulando asi simultdneamente diversas funciones celulares
(multiples «outputs»). Las adenilil ciclasas serian un ejemplo de protei-
na integradora de multiples sefiales celulares, que recogen informacion
procedente de la actividad de diversos receptores de membrana plasma-
tica (receptores acoplados a distintas proteinas G heterotriméricas, mo-
dulacion de Ca*" intracelular a través de receptores de glutamato-NMDA
o de la via receptores tirosina-quinasa/Fosfolipasa Cy, etc.). Los niveles
resultantes de AMPc serian un indicador del balance de senales entre las
distintas vias, y a su vez modularian a la PKA, que actuaria como
«nodo» por su capacidad de fosforilar y regular multiples componentes
celulares implicados en funciones diversas, como proteinas del citoes-
queleto, factores de transcripcion, metabolismo, etc. Otro ejemplo cla-
sico de «nodo» serian los receptores con actividad tirosina quinasa,
capaces de reclutar diversas combinaciones de proteinas transductoras
implicadas en distintos procesos celulares (5). Los multiples efectos de
la activacion de la via MAPK/ERK sobre el crecimiento celular son
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también el resultado de las distintas acciones del «nodo» MAPK sobre
la expresion génica, la sintesis de proteinas, la sintesis de nucleoti-
dos, o el control del ciclo celular (via el ensamblaje de complejos ciclina
D1-CdK4) (38). Es importante también destacar que las funciones de
«junction» y «node» pueden coexistir en una misma proteina. Asi, pro-
teinas G monoméricas como cdc42 pueden ser activadas por diversos
tipos de receptores, y a su vez interaccionar con varios efectores que
regulan la migracion celular (via PAK), la transcripcion génica (via el
factor de respuesta al suero SRF), o la traduccion de proteinas (via la
S6-quinasa) (14).

Una posible conclusion desconcertante de los recientes estudios
sobre vias de transduccion seria que toda una serie de caminos de sefia-
lizacion «fundamentales» (las diversas cascadas secuenciales de quina-
sas que confluyen en MAPK/ERK1/2, JNK, p38, ErkS, etc.; la actividad
PI3K; la via NFkB; los niveles intracelulares de calcio y AMPc) son
modulados por una gran cantidad de tipos de receptores que, sin embar-
go, son capaces de producir respuestas celulares especificas. Esto plan-
tea el problema de entender como se genera especificidad en la sefal,
probablemente una «especificidad combinatorial», es decir como reflejo
de una combinacién particular de grados de modulacion de las diversas
cascadas de sefalizacion. Los procesos concretos implicados (proteinas
de anclaje y de andamio que permiten el ensamblaje diferenciado de
proteinas transductores, los mecanismos de consolidacion de la sefal y
la existencia de umbrales de sefalizacion) son un campo futuro de tra-
bajo de gran interés y dificultad.

IMPORTANCIA FISIOPATOLOGICA Y FARMACOLOGICA
DE LOS SISTEMAS DE SENALIZACION CELULAR

Muchas situaciones patologicas se derivan de un funcionamiento
alterado (excesivo o disminuido) de los sistemas de comunicacion celu-
lar. A su vez, multiples fadrmacos actian modulando las cascadas de
sefializacion a diferentes niveles (39, 40).

El cancer, la diabetes, las enfermedades cardiovasculares, los proce-
sos neurodegenerativos o inflamatorios cursan con alteraciones en sis-
temas de sefalizacion celular, ya sea por cambios en los niveles de
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mensajeros, en el nimero o la funcionalidad de los receptores o de los
distintos componentes de las cascadas de transduccion, o en una mezcla
de estos motivos.

En ocasiones pueden producirse alteraciones genéticas que lleven a
una sefalizacion constitutiva e independiente del factor extracelular.
Este tipo de alteraciones afectan fundamentalmente a aquellas moléculas
que regulan positivamente las rutas de sefializacion. Por otro lado, pue-
den producirse alteraciones genéticas que eliminen la funciéon de una
proteina concreta, bien debido a la pérdida del gen respectivo o a mu-
taciones puntuales que creen problemas en la expresion de una proteina
o en su actividad biolégica (22, 23). Este tipo de disfunciones afectan
a moléculas que actian como reguladoras negativas de las cascadas de
sefnalizacion. El ejemplo mas prototipico de estas disfunciones molecu-
lares es el cancer, una enfermedad que se origina como consecuencia de
la desregulacion de las cascadas de sefializacion que modulan la proli-
feracion celular, la diferenciacion celular, la deteccion/reparacion de
dafio genético, y el proceso de apoptosis.

Ahora sabemos que esta patologia se debe a la acumulacion de
mutaciones que determinan bien la activacion constitutiva (en el caso
de los oncogenes) o la inactivacion (en el caso de los genes supreso-
res de tumores) de proteinas implicadas en la sefalizacion celular. El
resultado son rutas de sefializacidon constitutivamente activas, que dan
ordenes continuas de proliferacion celular sin posibilidad de control
externo (22, 23, 40).

ViAS DE SENALIZACION RELACIONADAS
CON ONCOGENESIS

El repertorio de vias de transduccion implicadas en cancer es cre-
ciente, y solo pretendo aqui enumerar algunas de ellas, para dar idea de
su diversidad y potenciales interacciones.

Receptores con actividad tirosina-quinasa (RTKs).—Los RTK me-
dian las acciones de multiples factores que controlan el crecimiento y la
diferenciacion celular (5), y sus cascadas de sefalizacion concentran un
numero muy elevado de oncoproteinas. La activacion incontrolada
de estas vias puede producirse por sobreexpresion del propio factor de
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crecimiento (PDGFs, FGFs, entre otros); por mutaciones, fusiones o
deleciones en los propios receptores que conducen a su dimerizacion y/
0 activacion constitutiva de su dominio citopldsmico catalitico (por ejem-
plo, mutaciones en Neu/Erb2 o en el receptor de CSF-1, las fusiones
Tel.PDGFBR o RIoPKA-Ret); o por la sobreexpresion o amplificacion
del receptor, como sucede con el receptor HER-2, cuyos niveles estan
aumentados en el 25-30% de los tumores de mama [ver revisiones (22,
23, 41)]. Este tipo de receptores desempena también un papel importan-
te en metastasis y angiogénesis. Asi, el factor de crecimiento de hepa-
tocitos (HGF) y su receptor (Met) son importantes en la motilidad e
invasividad de células epiteliales y endoteliales. Por otra parte, muchos
tumores solidos producen el factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF) en respuesta a hipoxia, lo que es critico para la angiogénesis
caracteristica de esas situaciones (42).

Proteinas adaptadoras, transductoras y moduladoras de RTKs.—La
desregulacion de los procesos de proliferacion y diferenciacion celular
puede tener también su origen en cambios en la expresion o actividad
de proteinas citosdlicas adaptadoras que conducen la sefial de RTKs,
como ShC, Nck o Crk. Las alteraciones en la familia de tirosina quina-
sas citosolicas tipo Src, generalmente por pérdida de alguno de sus
mecanismos autoreguladores, son también muy importantes por sus
repercusiones en el control del ciclo celular, la adhesion celular, la
supervivencia y la angiogénesis (43). También la alteracion de proteinas
reguladoras negativas de RTKs, como Cbl (implicada en la ubiquitina-
cion y degradacion de RTKs y tirosina quinasas citosolicas) puede pro-
mover transformacion celular (44).

Proteinas G monoméricas de las familia ras y rho/rac/cdc42.—El
papel central de Ras en muchas vias de sefalizacion celular hace que
diversos tipos de alteraciones relacionadas con ella estén implicadas en
el desarrollo de tumores (20, 22, 23). Son frecuentes las mutaciones
constitutivamente activas de H-Ras, K-Ras y N-Ras, y las alteraciones
en sus proteinas activadoras Ras-GEF (intercambiadores de GDP por
GTP), en sus proteinas atenuadoras Ras-GAP (que incrementan su ac-
tividad GTPésica), o en proteinas efectoras de ras (raf y la cascada
MEK/ERK 1/2, PI3K, PKC-ZETA, etc.) también estan implicadas en
tumorogénesis. Aunque se conoce en menor detalle, lo mismo sucede
para la familia rho/rac/cdc42, habiendo sido caracterizadas como onco-
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proteinas formas mutantes de factores de intercambio de nucledtidos
especificos, como Dbl, Vav, Lbc y un largo etcétera. Es importante
destacar aqui las importantes conexiones entre esa familia de proteinas
y el control del citoesqueleto, en el contexto de los importantes cambios
en la expresion de proteinas del citoesqueleto y en la desorganizacion
del citoesqueleto de actina que tiene lugar en las células transformadas,
y la relacion de esos sucesos con la capacidad de las células tumorales
para crecer de forma independiente de adhesion a sustrato.

Vias de senalizacion mediadas por PI3K.—La modulacion de la
actividad de distintas isoformas de PI3K es una diana habitual en las
vias de sefializacion de numerosos RTKs y de otros tipos de receptores
(45, 46). Los productos de la actividad PI3K modulan una gran variedad
de efectores celulares, entre los que destaca la serina/treonina quinasa
Akt/PKB. Esta via esta implicada en el control de la proliferacion, su-
pervivencia y migracion celular, mediante la accion de PKB sobre dia-
nas como GSK3, Bad o factores de transcripcion antiapoptdticos de la
familia Forkhead (47). De acuerdo con ese papel, el oncogen v-Akt es
un potente agente transformador. Es interesante mencionar que la inac-
tivacion de la subunidad catalitica p110 gamma de PI3K da lugar al
desarrollo de adenocarcinomas colorectales invasivos en ratones (48).
Por otra parte, la proteina encargada de inactivar los productos de la
PI3K, la fosfatasa de lipidos PTEN, es un potente gen supresor de tu-
mores, que es uno de los que aparece delecionado o mutado con mas
alta frecuencia en diversos tipos de cancer (49).

Receptores acoplados a proteinas G heterotriméricas.—La nume-
rosa familia (més de 1.000 miembros) de receptores acoplados a pro-
teinas G (GPCR) se ha relacionado habitualmente con la modulacion
de vias de segundos mensajeros «cldsicos», como el calcio o el AMP-
ciclico, y solo recientemente se estd prestando atencién a su capaci-
dad de regular la proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular
(6, 28, 30). Ademas de la capacidad de AMPc de transmodular diver-
sas vias mitogéncias, tanto a través de PKA como directamente mo-
dulando intercambiadores de nucle6tidos de proteinas G monoméricas,
se une un creciente abanico de mecanismos que conectan GPCR con
caminos «tipicos» de RTKs mencionados mas arriba, como las vias
ERK/JNK/p38, o la activacion de PI3K o de la tirosina quinasa citoso-
lica Src (6).
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La migracion de células tumorales y el fendmeno de metastasis
comparten similitudes con el trafico de leucocitos, regulado por quimio-
quinas y sus receptores. Recientemente, se ha descrito que la expresion
especifica de receptores de quimioquinas en células tumorales es un
evento esencial que conduce a la invasion celular y metéstasis de esas
células tumorales de forma 6rgano-especifica y dependiente de quimio-
quinas y sus correspondientes receptores, sugiriendo un papel relevante
para los mismos en la invasividad celular (50).

Via de JAK-STAT.—La via de sefializacion JAK-STAT desempetia
un papel esencial en mediar las acciones de citoquinas y factores como
el factor de crecimiento, y comparte en su estrategia de sefializacion
muchos elementos con la de RTKs (51). Estas cascadas regulan muchos
aspectos criticos del crecimiento, diferenciacion y supervivencia celular,
y su des-regulacion es frecuente en muchos tumores primarios, como los
linfomas de células T (52).

Via de senalizacion de TGF-5.—Existen solidas evidencias del pa-
pel del receptor de TGFB, a través de los moduladores de transcripcion
denominados Smads, como supresores de tumores (53). Esta funcion
supresora estd alterada en diversos tipos de cancer debido a mutaciones
en el propio receptor de TGFB, en las proteinas Smad 2 o Smad 4, o en
otros componentes de la via de transduccion. Sin embargo, se ha obser-
vado que TGFB puede también exacerbar el fenotipo maligno en ciertas
situaciones experimentales, asi como promover migracion y metastasis
induciendo transiciones epitelio/mesénquima (53).

Otras vias implicadas.—Diversas cascadas de transduccion inicial-
mente identificadas por su papel en desarrollo embrionario, como las vias
Wnt/Wingless, Hedgehog/Patched o Notch, parecen desempefiar un pa-
pel importante en el control de la diferenciacion y proliferacion celular en
el adulto (54, 55). Por otra parte, es de gran relevancia para los procesos
tumorogénicos el adecuado control de la adhesion celular, en la que la
expresion de cadherinas y cateninas y los contactos célula-célula desem-
pefian un papel clave. La expresion de E-cadherina estd frecuentemente
disminuida en células tumorales, donde también aparecen mutaciones en
este gen. Datos recientes sugieren que la expresion de E-cadherinas esta-
ria regulada por el factor de transcripcion Snail, lo que refuerza la rela-
cion entre la transicion epitelio/mesénquima y la capacidad migratoria y
los procesos tumorogénicos y metastaticos (56, 57).
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PATOLOGIAS CARDIOVASCULARES

Los receptores acoplados a proteinas G median las acciones de
mensajeros esenciales para la funcion del sistema cardiovascular. En
efecto, la activacion de receptores o y B-adrenérgicos, angiotensina II o
endotelina, desempefia un papel central en la regulacion de la contrac-
tilidad cardiaca, de la resistencia vascular, en el desarrollo del sistema
cardiovascular o en el crecimiento y remodelacion de los diversos tipos
celulares cardiovasculares. Estos receptores y sus sistemas de transduc-
cion constituyen la diana de multiples farmacos utilizados en el trata-
miento del fallo cardiaco congestivo, la angina de pecho, o la hiperten-
sion, enfermedades muy frecuentes y que constituyen un objetivo
sanitario de primer orden (58-61). Todos estos receptores tienen en
comun que estan regulados por GRKs y arrestinas. Puesto que, como se
ha comentado, los niveles de ciertas GRKs estan aumentados en fallo
cardiaco congestivo, isquemia miocardica, hipertrofia ventricular o hi-
pertension, es evidente el interés de investigar por qué se producen esos
cambios y su repercusion funcional en la patogenia y evoluciéon de di-
ferentes cardiopatias.

Diferentes estimulos patofisiologicos tales como infarto de miocar-
dio, hipertension, enfermedades de las valvulas cardiacas, miocarditis
viral o cardiomiopatia dilatada pueden provocar un aumento en la carga
hemodinamica en corazén. Ello genera una respuesta hipertréfica adap-
tativa de los miocitos cardiacos que se caracteriza por un aumento de la
masa y el volumen de cada célula individual y por la alteracion del
patron de expresion génica. Como consecuencia se producen cambios en
la bateria de proteinas contractiles y se activa la induccién de un pro-
grama de expresion de genes embrionarios, no expresados en condicio-
nes normales. Si el estrés hemodinamico persiste, el corazon sobrecar-
gado entra en una fase critica de transicion desde una hipertrofia
compensatoria a un fallo cardiaco.

Las situaciones de fallo cardiaco ponen en marcha mecanismos
compensatorios del sistema simpatico, que aumenta la estimulacion
adrenérgica, lo que a su vez promueve la desensibilizacion de los recep-
tores adrenérgicos (posiblemente potenciada por el incremento en GRKSs)
y una disminucion selectiva en el nimero de receptores [3,-adrenérgicos,
ya que los niveles de B,AR no se encuentran tan alterados. Este desaco-
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plamiento de receptores B1-adrenérgicos de proteinas G puede a su vez
facilitar su acoplamiento a otras vias de sefializacion, como MAPK.

Por otra parte, diversos receptores acoplados a proteinas Goq (oul-
AR, endotelina 1, angiotensina II) son capaces de promover un fenotipo
hipertréfico tanto en modelos celulares como in vivo. Consistentemente,
ratones transgénicos que sobreexpresan Goq o formas constitutivamente
activas de esta proteina desarrollan cardiomiopatia dilatada y fallo car-
diaco. La sefalizacion mediada por Gog pone en marcha diversas vias
intracelulares que podrian contribuir a este fenotipo, como la estimula-
cion de PKC, de diversos modulos de quinasas mitogénicas y de estrés
(Erk %2; JINK/p38; Erk5) y la activacion de factores de transcripcion de
la familia MEF-2 y calcineurina. Datos recientes también sefialan la
importancia de la ruta PI3K/PTEN en el desarrollo y el mantenimiento
de hipertrofia cardiaca (58-62).

OTRAS PATOLOGIAS

En otras muchas enfermedades se encuentran alterados los niveles
de mensajeros y/o las rutas de senalizacion que controlan. La diabetes,
por ejemplo, es resultado de reducidos niveles de la insulina, mensajero
clave en el control de la glucosa plasmatica (diabetes tipo I) o de una
reducida eficacia de la cascada de sefializacion de la insulina (diabetes
tipo II) (63). En patologias cardiovasculares, existen, como ya he co-
mentado, aumentos en los niveles de mensajeros como catecolaminas,
angiotensina o endotelina, que alteran a su vez el normal funcionamien-
to y crecimiento de tipos celulares cardiovasculares, y pueden conducir
a hipertrofia cardiaca y a fallo cardiaco. En la enfermedad de Parkinson,
la degeneracion de las neuronas de determinada zona del cerebro dismi-
nuye los niveles del neurotransmisor dopamina.

Es interesante también sefialar que diversos patogenos utilizan rutas
de senalizacion para causar sus efectos. Asi, la toxina colérica, «estro-
peando» el interruptor molecular de la proteina Gs de las células del
epitelio intestinal, inhibiendo su actividad GTPasica y dejandola irrever-
siblemente en su estado activo, lo que altera el trafico de iones y liquido
a través del intestino y promueve la deshidratacion y diarrea tipicas de
la infeccidn con Vibrio cholera. Otras toxinas bacterianas, como la
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pertusica (causante de la tos ferina), o la botulinica, tienen como dianas
otras proteinas G (Gi heterotrimérica y proteinas Rho monoméricas,
respectivamente). Otras bacterias, como Salmonella o Yersinia, y distin-
tos virus (SIDA, herpes, Epstein-Bar, etc.) han desarrollado o tomado
evolutivamente moléculas de sefializacién (en algunos casos versiones
truncadas o alteradas constitutivamente) que les permiten controlar a su
gusto las rutas bioldgicas de las células que infectan, facilitando su
internalizacion, proliferacion, o la evasion del sistema inmune.

DIANAS DE FARMACOS

El mejor conocimiento de los procesos de sefializacion implicados y
alterados en los distintos procesos fisiologicos y patologicos permite
también utilizarlos como dianas de farmacos. La idea basica es aprove-
char la gran capacidad de control de las funciones celulares de estos
sistemas para modificarlas de la forma maés eficaz y especifica posible
(39-41, 62).

En algunos casos, la estrategia consiste en modular exégenamente
los niveles de mensajero, bien para evitar su carencia, como seria el
caso de la administracion de insulina, o para evitar que se produzca en
exceso, como la aspirina y los inhibidores de ciclooxigenasas de nueva
generacion, que evitan la excesiva sintesis de los mensajeros denomina-
dos prostaglandinas y de otros derivados del 4cido araquiddnico, contro-
lando asi procesos inflamatorios.

En otros casos, se administran compuestos quimicos capaces de
unirse con gran afinidad a los mismos receptores que los mensajeros
endogenos, consiguiendo asi mimetizar (agonistas) o impedir (antago-
nistas) su accion. Por ejemplo, agonistas de receptores beta2-adrenérgi-
cos son eficaces broncodilatadores; antagonistas betal-adrenérgicos se
utilizan para el tratamiento de la hipertension; antagonistas del receptor
H2 de la histamina inhiben la excesiva secrecion gastrica; agonistas de
receptores de opidceos, como la morfina, se utilizan como analgésicos,
etc. Todos estos ultimos son ejemplos de farmacos moduladores de
distintos miembros de la gran superfamilia de receptores de membrana,
denominados receptores acoplados a proteinas G, de los que ya hemos
hablado, y de los que se estima que existen del orden de 1.000 en los
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genomas de vertebrados, aunque hasta ahora en humanos solo se cono-
cen los mensajeros enddgenos y la funcion fisiologica esencial de unos
160. Mas del 50 por ciento de los farmacos actualmente en el mercado
tienen como diana miembros de esta familia de receptores, lo que da
idea de su importancia actual y futura. La identificacion de los procesos
bioldgicos en los que participan los receptores aun «huérfanos» (es decir,
de los que se conoce el gen, pero de los que se ignora la funciéon que
controlan y el mensajero endogeno) y de posibles ligandos moduladores
es un reto muy atractivo en el inmediato futuro (6).

La modulacion farmacoldgica de los sistemas de sefializacion celu-
lar puede, ademas, realizarse a otros niveles distintos de la interaccion
receptor-mensajero. Se trata en este caso de interferir especificamente
en las actividades de componentes clave de la cascada de sefializacion
intracelular. Asi, puede controlarse la desaparicion de segundos mensa-
jeros, como los inhibidores de fosfodiesterasas de nucleotidos ciclicos
(estrategia de farmacos tipo Viagra, por ejemplo).

Un campo de enorme interés es el de las enzimas que fosforilan
(quinasas) o desfosforilan (fosfatasas) a otras proteinas, que es, como se
ha mencionado, una estrategia ampliamente utilizada en biologia para
modificar temporalmente su actividad, localizacion o estabilidad. Far-
macos inmunosupresores empleados para evitar el rechazo a érganos
transplantados, como la ciclosporina, son inhibidores de una proteina
fosfatasa modulada por calcio, denominada calcineurina. En el caso de
las quinasas, un area experimental muy activa (con varios ensayos en
fases I a III) es la busqueda de inhibidores de tirosina quinasas asocia-
das a receptores de factores de crecimiento relacionados con el cancer
(40, 41). Muy recientemente, el mejor conocimiento del papel celular y
de la estructura de una tirosina quinasa denominada Abl ha conducido
al descubrimiento de un nuevo farmaco, denominado Glivec, que ya ha
demostrado ser de gran eficacia en el tratamiento de cierto tipo de leu-
cemia y de cancer. En definitiva, el estudio del campo de la comunica-
cion celular va a ser clave en el futuro para la identificacion de nuevas
dianas terapéuticas.
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RETOS FUTUROS

Para avanzar en esta formidable tarea sera necesario, sin duda, un
mejor conocimiento de las redes de interaccion funcional entre genes y
proteinas, y de su control por los sistemas de sefializacion celular. Ten-
dremos que entender mejor como se genera especificidad y complejidad
en las distintas cascadas de transduccion de sefial, comprender como la
c¢lula integra las distintas sefiales que recibe en el tiempo; los patrones
de localizacion subcelular de los mensajes generados, las fluctuaciones
espacio-temporales de la sefal, o qué determina la amplitud y la dura-
cion de la activacion de los sistemas de sefializacion celular (1). Tam-
bién debemos tener en cuenta que las células en el organismo y las que
estan alteradas en patologias no estan aisladas. Por ejemplo, los proce-
sos cancerosos son el resultado de un conjunto de interacciones entre las
células transformadas y otros tipos celulares. Por lo tanto, hay que in-
tentar resolver la situacion de ese conjunto integrado, considerando to-
das las interrelaciones relevantes, procurando desarrollar los adecuados
sistemas experimentales.

Este conocimiento mas profundo del «interactomax» celular debe ir
acompafnado de otras estrategias. Es fundamental la informacion sobre
los genes que son criticos para modificar el estado fisioldégico normal y
provocar la patologia. Para identificarlos existen dos grandes aproxima-
ciones: los estudios de asociacion genética, cuando puedan establecerse
claramente en humanos; y los estudios de modificacion de la expresion
génica en modelos animales mediante disrupcién o modificacion génica,
o las nuevas tecnologias de RNA de interferencia.

En la actualidad, tras la secuenciacion del genoma del raton y de
otros organismos modelo, hay programas de investigacion muy activos
para variar la expresion de todos los genes de una manera sistematica,
y ver cual es su repercusion a nivel de fenotipo, dando asi idea de cual
es la funcién fisiologica relevante de estos genes. Este es un reto muy
importante, porque supone ser capaces de llegar a una caracterizacion
fenotipica en profundidad de los modelos animales, lo que requiere
instalaciones, personal y metodologia adecuada.

Actualmente, la mayor parte de la informacion sobre la funcion géni-
ca, y sobre la posible utilidad como diana terapéutica de determinados
genes, se basa en la utilizacion de modelos experimentales, como son
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cultivos celulares, modelos animales de enfermedades, y la modificacion
de expresion génica en distintas especies modelo. Sin embargo, desde un
punto de vista critico, hay que plantearse hasta que punto son sistemas que
reflejan adecuadamente la complejidad de la fisiologia y de la patologia
humana. Para sacar el mayor partido posible a esta informacion tendre-
mos que conocer, cada vez mejor, los cambios concretos en la expresion
génica y las alteraciones fenotipicas reales asociadas a las patologias hu-
manas, utilizando para este objetivo las nuevas metodologias gendmicas.
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