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1.1. LA ADENOSINA COMO REGULADOR FISIOLOGICO.

Ld adenosina y sus derivados juegan un papel crucial en el funcionamiento
celular al ser intermediarios de rutas metabélicas y, al mismo tiempo, actuar
como la principal fuente de energia celular (ATP). Ademds; forman parte de los
cofactores necesarios para diversas’ reacciones- enzimdticas tales como las
redcciones de’ oxidacién-reduccién (deshldr'ogenesas dependnen‘res de NAD",
NADP*, FAD) y las reacciones de metilacién en las que participan: como
dadores de grupos metilos (S-adenosilmetionina o SAM) (Arch et al, 1978) Yy
también pueden actuar directamente como segundos mensaJeros (AMPc y
ADPRc). Cabe destacar’ su mpom‘ancm como consh‘ruyem‘e de los dcidos
nucleicos responsables de la sm‘resns profeuca y eI almacenamuen‘ro de la
informacién gene‘nca (DNA y RNA). - :
Ademds de su papel en el metabolismo celular, los nucleo‘ndos y nucledsidos
purmucos ATP, ADP, diadenosina pohfosfm‘os y adenosina, ‘ejercen su funcnon
reguladora a través de recepfores especificos de membrana, mednan‘re los
cuales par’rlcnpan en gran nimero de procesos fas:ologucos y pm‘olog'cos Enel
afio 1972 ‘Burnstock; propuso la existencia de un nervio purinérgico (no
adr‘energlco no colmerglco) que utiliza el ATP como neur'o'rr'ansmlsor' actuando
a través de sus receptores purmergucos Este musmo autor puso de manifiesto
la existencia de dos" 'npos ‘de receptores purmer'glcos molecularmente
distintos: Los r'eceptor'es ‘de adenosina (P1) y los' recepfores de ATP (P2). La
presencna ‘de receptores purmerg:cos en la membrana p!asmahca ce!u!ar,
sugiere la ided que deben existir mecanismos capaces de gener‘ar‘ purmas y/o
sus derivados en el espac:o ex’rracelular y que es’re debe ser un proceso
regulado o

La adenosina se encuen‘rm tanto en el medio intracelular como en el meduo
extracelular siendo su concem‘mcson ‘en ambos compammem'os la resultante
del balance entre su degradacién 'y su sintesis’ (Figura 1" Thorn and Jarvis,
1996). Ambos reservorios de adenosina son fofalmen‘re lm‘er'camblabies
mediante 'transportadores especificos de’ nucleosndos que fr'cmsfuer-en Ia
adenosina a ambos lados de la membrana celular. | |

Las dos vias principales para la produccién de adenosiria en el cxfop!asma
celular son la defosforilacién del AMP por la 5° -nucleotidasa y la hidrélisis de
la S—ademlhomoc:s’rema (SAH) por la S—adenosnlhomoccsfema hldro!asa
(SAHH). La produccién relativa de adenosina’ por' cada una de esfas vias
depende del estado energético de la célula. En condiciones normales, es esta



segunda via la fuente principal de generacién de adenosina (Lioyd y Schrader,
1987). Sin embargo, cuando se produce un desequilibrio entre la demanda y el
aporte energética, como sucede en los estados de hipoxia o ante aumentos del
consumo energético, la adenosina se. forma rdpidamente por defosforilacidn
consecuhva de los nucleoﬂdos ATP ADP y AMP con el concurso, en uH’nmo
‘rermmo de la 5’ —nucleohdasa cn’rosolth (Meghi, 1993)

Las vias encargadcs de !a degradacién de la adenosma mtmcelular ,mphccm su
fosfomlacron a AMP por la adenosina qumcsa Q su desammac:on a inosina por la
adenosma desaminasa cafosohca (ADA). . En general, . la fosfomlaccon es la
pmncupal via de. desapar'lcuon de adenosma intracelular (6u and Gelger 1992)
pero, ante situaciones de. hlpoxna en las que su. concen'l‘r‘acwn es muy elevada
bas:camen‘re la adenosma se desamma (F:sher and Newsholme 1984) R
El prmapai mecahismo de | obfencson de adenosma extracelular es la
degradacién de los nuclestidos que se liberan al medio . ex‘rracelular'
provenientes de la.misma célula o de células vecinas, sin olvidar el transporte
desde el cn'rosol cuando. la produccnon de adenosina mfmcelular es alta. En el
cerebro (Wu and. Phclhs 1978; Fted!er 1992 Tokunaga e'r al 1995), en. las
ce!ulas cromafmes adrenales (White ef al, 1987) en el vaso deferente (Dmke
and Petersen 1992) y en las. uniones neuromusculares (Redman and thnsky
1994) el ATP es almacenado y hbarado en ves:culas de secrecion Jun’ro con
neurotransmnsores clasucos como_la acehlcolma o las ca‘recolammas Ademas
en ofrus células en las que. se encuentran las células. achvadas neuronalmente
como las de musculamm lisa (Von Kuge!gen et al, 1994) 0 esmada (Cunha and
Sebashao 1993) el ATP se libera mediante canales de membmna que . actdan
como. fmnspor’rador'es de 'ATP. En la degr‘adacnon del ATP. y de los, otros
nucleos:dos de adenma esfa umphcada la actividad de. vamos ecto-enzimas que,
genemcamen’re se conocen como ecto-nucleotidasas (Gordon et al, 1989;
Zimmerman, 1996). Asi se han encontrado ecto-ATPasas, ec’ro-adenosma
dufosfafasas y ecfo 5 -nucleohdasas asoc:adas a membrana plasma‘nca de
dlver'sos tipos celular'es (Pear'son et al, 1980 Mcn‘eo e1‘ al, 1999 Sneddon et al
1999; Smith 1998q, 1998b). :

La adenosma producada por. accwon ‘de !a ecto‘5 -nucleo'ﬂdasa expom‘ada al
compartimento extracelular puede ser desaminada a inosina medcan‘re la accién
de la ecto-adenosina desaminasa (ecfo -ADA), la cual se ha encom‘rado en
cerebr'o de rm‘a (Cenfelles et al, 1986) en celulas sangumeas (Franco et. al
1990; Aran et al, 1991) en. Tubulo proximal de rifién (Blanco et al, 1993
Scharder et al, 1994) yen. corazén (Meghji et al, 1988). Sin embargo no se ha
enconfrado ac‘nvndad adenosma qumasa exfracelular con lo que la ecto-ADA, se



convierte en el Unico enzima capaz de degradar la adenosina extracelular y, en
colaboracién con el transportador nucleosidico, representan los sistemas
responsables de disminuir la concentracion extracelular de adenosina.

A

Tecos  Inosing “s—— Adenosina

Inosina ©  Adenosina =~ AMP ADP ~ - ATP -

T N~

Figura 1. Produccion y eliminacion de la adenosina.

1, S-adenosilhomocisteina hidrolasa; 2, adenilsuccinato sintetasa: 3, adenilsuccinato
liasa: 4, adenilato desaminasa; 5, 5" -nucleotidasa c-N-II: 6, adenosina desaminasa: 7,
adenilato quinasa; 8, 5" -nucleotidasa c-NI; 9, adenosina quinasa; 10, adenina-
fosforibosil transferasa; 11, transportador nucleosidico; 12, ecto-ATPasa; 13,ecto-
ADPasa; 14, ecto-5°-nucleotidasa; 15, ecto-adenosina desaminasa; 16, ecto-ATP-
difosfohidrolasa: 17, receptores de adenosina.. : ‘

La adenosing, ‘por su naturaleza hidrofilica, necesita sistemas de transporte
especializados para atravesar la membrana celular. Existen transportadores
nucleosidicos en gran variedad de tejidos y especies que tienen como finalidad
regular los niveles plasmdticos y extracelulares de adenosina, lo que a su vez,



es importante -para modular los. efectos de .la adenosina a través de. sus
receptores -de::membrana. Una: prueba de ello esique la inhibicién -de los
transportadores: -potencia la - ‘accidn::que: la.> adenosina "'y sus: andlogos
estructurales ejercen via sus receptores (Baer and Vriend, 1984; Jarvis, 1988;
Geiger and Fyda, 1991).

El intercambio de adenosina entre el citoplasma y el medio extracelular, estd
mediado por los" transportaderes” ‘nucleosidicos equnhbrahvos (o de difusién
facilitada) y/o los transportadores nucleosidicos concentrativas Na'-
depend:en‘res Los primeros, transportan bidireccionalmente nucleésidos, tanto
purinicos como pirimidinicos, con bajd o moderada afinidad miéntras que el
transporte acﬂvo de "~ nucledsidos Na' -dependlenfe es unidireccional,
concentrativo: e implica un gas‘ro energehco Este sistema transporta
nucledsidos aI interior celular en contra de su gr'adlem‘e de concentracién
juntamente con el ion Na" o K’ (Plagemann ef al, 1988; Williams et al, 1989;
Wiliams and Jarvis, 1991 y revisado por Cdss et al, 1998; Baldwin et al, 1999)
Existen dos ‘npos de transportadores. equilibrativos d:ferencmdos por su
distinta sensiblidad al- mmbndor mtrobenznlﬂomosma (NBMPR) ‘Asf, se habla
del transportador es que se inhibe por 'NBMPR (equilibrativo, sensible) y el
transportador e+ que'no se inhibe por. NBMPR (equilibrativo, insensibie).
Ambos presentan especificidad para pirimidinas y purinas, incluyendo la inosina,
pero ademds el transportador equilibrativo e/ puede transportar bases de
purina como la hipoxantina (Cass et al, 1998; Crawford et al, 1998, Osses et al,
1996). Durante los dos (ltimos afios los primeros ejemplos de transportadores
es y e/ han sido identificados 'y ‘clonados -en-humanos y rata. Yao et -al; en
yeyuno ‘de rata y Griffiths et al en placenta humana clonaron en 1997 el
'rranspor"mdor equ:hbrat:vo es,  designdndolo como - rENTI ° y "hENT1
respechvamen’re El'mismo afio Yao et al clonaron el fr'anspor'fcdor- equuhbmhvo
e/ en rata (rENT2) y en 1998 Crawford et aly Griffiths et al clonaron el
‘rr'anspor'rador- en humanos (hENT2). Estos. fransporfadores expresados: ‘en
Xenophus u otras células de mamiferos muestran las mismas propiedades
cinéticas que los transportadores es y e/ “in vivo". El transportador ENT1
humano se expresa en distintos tejidos incluyendo eritrocitos, placenta,
cerebro, corazén, higado, intestino y colon (Cass et al, 1998), mientras que el
transportador ENT2 si bien también se expresa en diferentes fejidos se
localiza - preferentemente -en: misculo .esquelético. -El - cDNA- de : ambos
transportadores codifica para una.glicoproteina de 456 aminodcidos con un 50
% de identidad entre ambos transportadores. :Los transportadores ENT en
mamiferos: presentan . 11 a-hélices “hidrofébicas  transmembrana, 'un bucle



extracelular ‘que :conecta las hélices 1.y -2;: esta  dltima: probablemente
glicosilada 'y -un gran bucle hidrofilico:en la:cara citosdlica: que “conecta. las
hélices transmebrana 6 y 7. (Cass et al, 1998, Griffiths et al, 1997). s fuwes
Los: primeros ejemplos. de transportadores nucleosidicos Na'-dependientes en
mamiferos han sido identificados en tejidos de rata por clonaje:-El primero en
ser identificado fue el.rCNT! ‘en:yeyuno: de: rata"(Hiang et .al;"1994) 'y
posteriormente en higado (SPNT. o rCNT2) (Che et al; 1995, Yao-et al,:1996).
En virtud de su homologia con los transportadores de rata:se han identificado
recientemente en intestino e higado humdno ambos transportadores (Ritzel et
al, 1997;-Wang et al, 1997). Los transportadores CNT1.de mamiferos tienen
650 residuos aproximadamente y.exhiben un 64 % de identidad de secuencia
con: :los:- transportadores - CNT2::(660:! residuos). :La topologid " de. estos
transportadores todavia no estd-clara: Se ha demostrado la glicosildcion de'la
cola: hidrofilica C-tal y la localizacién citoplasmdtica desu:extremo:N-. tal
(Hamilton et al,~1996)..ademds;  la ‘existencia:de13. segmentos: hidrofébicos
sugiere que esta:proteina’ podma afravesar 13:veces lc membr'ana ‘en for'mn de
a-hélices (Wang et al,:1997): - oot pounotod ol i nnien
Hasta el momento :los ’rranspor'mdor'es nucleosudlcos comun‘mmen’re con. la 5 -
ectonucleotidasa;: y ;. la ecto-adenosina :~desaminasa :son i-las ™ proteinas
responsables -de regular la concentracién de. adenosina exfracelular' y:por: lo
tanto de modular la func:on de es’re nucleosndo como. autoconde FRITERE
1. 2. RECEPTORES DE 'ADENOSINA.*”"*-’ S il e SR
Ld mayor ‘parte -de los efectos: producndos por la adenosma se’ deben a’la
interaccion con sus’ recepTores 'de membrana denommados receptores
purinérgicos Pi.'Estos receptores, per’renecen a la familia de’ recep’ror'es de
siete dominios transmembrana acoplados:a’proteina 6. Ante la naturdleza: tan
diversa'de los efecfos producidos por la adenosind, parecé obvio suponer que
existan dnversos subhpos de recep'rores acoplados a dus‘rm‘ras senales
INTT‘GCGIU'CIFCS SLoTL e mTO L A S KRR PR R
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1 2 1 CLASIFICACION DE LOS RECEPT ORES DE ADENOSINA R

e _ ity

Los r'ecepfores de adenosma han s:do clasn‘ncados en cuatro subhpos A1, Aza
Azp 'y ‘Aszisegin el’ orden de ‘ potencia en " la unién’ de- hgandos y ‘la’ sefial
desencadenada: tras su activacién. 'Ld “clonacién de -éstos receptores ha



permitido ‘ahondar :‘en el conocimiento :‘de su' estructura,.:facilitando" su
clasificacién y - el estudio :de. sy funcién 'y regulacién..:Un :resumen::de: la
investigacion. realizada en este:cdmpo en la ultima‘década-lo constituyen ‘las
revisones de Nyce;1999; Ralewc et: al 1998 Khakh ef al 1998 Abbl"ClCChIO et
al, 1898; Poulsen et-al, 1998 iy o an
Inicialmente al destubrirse: ei segundo mensaJero AMPc ‘se |denhﬁco ala
ddenosina como. un agente de.efecto dual sobre. la.actividad de: la-adenilato
ciclasa, produciendo bien una inhibicién o: bien una activacion del enzima: Ante
este hecho, se-designé - de tipo A2 alos: receptores de adenosina que:producian
la activacién:de la adenilato ciclasa tras:la unién.de agonistas y se denominaron
de:tipo:A; a los: receptores dé adenosina:que: provocaban-la:inhibicién-de la
adenilato. ciclasa como: respuesta:a la:unidn:de:agonistas.: (Van:Calker-‘et. al,
1979)..Cabe tener-enicuenta sin embargo; que: la:adenosina no tan sélo-puede
modificar:losniveles. de- AMPc,:sino :que: puede acttiar sobre otros:segundos
mensajeros:: Por: este-motivo;.la actual: subclasificacion-de los:receptores:de
adenosina-estd basada en las afinidades:relativas :de-una-serie ‘de agonistas y
antagonistas, en la potencia relativa de los agonistds en+la formacién:'de
segundos. mensajeros y-en la:informacién estructural disponible-a: partir.de-la
clonacién de estas proteinas.:El perfili.de arden de potencia:para‘la:unién:de
los andlogos de adenosina:R-PIA, S-PIA, CHA, NECA, CADO; €65-21680 a-los
distintos subtipos de receptores:-de.adenosina;se muestraen la:Tabla 1... i
Los receptores A; presentan mds afinidad por el isémero R de la PTA, mientras
que, el subtipo Az no presenta esta estereoselectividad (Paton and Kurahashi,
1981). Esta diferencia se ha utilizado*con:frécuencia pard distinguir estos dos
subtipos de receptor de adenosina,

.La_disponibilidad inicial de ligandos -especificos para el subtipo.A; permitié
avanzar en su, estudio, ‘s«endo -porlo . tanto,, el subtipo de .receptor mejor
conoc:do La achvacuén del . receptor. - A - pr'ovocaba dufer'en'res hpos de
subclases dem‘ro del subf:po A; Gusfaffson ef al 1990 propus:eron una
subdwusuon de los receptores A; en-base a diferencias.en la afinidad por.los
agonistas y antagonistas caracteristicos de este subtipo proponiéndose: la
subclasificacién de Aix (predominante en SNC y de mayor afinidad por
agonistas y antagonistas),.y: A (predominante; en: tejidos-.periféricos). Sin
embargo, esta clasificacion no ha sido aceptada ya que no existe ninguna
prueba que descarte el hecho de que se. trate de la misma moléculay, ademds;
no se han podido.establecer, diferencias estructurales entre ellos (Fredholm et
al, 1994). Actualmente las diferencias. en la afinidad del receptor A;.por.sus



ligandos se atribuyen a su capacidad de.interaccién con:diferentes profeinas G,
responsables de Ias respuesfas fcsno!ogtcas observadas (Lmden 1994)
Subtipo - :

TH L Bl B0 e e

Protéina 6 © = ;::'79;;1".3) G T
acoplada ' o oo

Efectores &AMPc ; TAMP; KR s PR TAMPC KEEF
acoplados - GO IRy N T b e T e Ty e
. Lo Té‘LCOZ‘ . Lo R . .,f,,, : RTINS TE T e 1 !

et EN P
ooudy te Pl

Agonistas, - - |fa §03 BnM) - i Alta (1 ZOnM) E Alta (0.5-5uM). > .-~ - Alta (<10nM)
L CPA CHA R-PIA '_ NECA, 66521680 o NECA U N6-benzyl NECA
iy ol h AdO IR SI .w ST EARAE T LA APNEA S

m‘ecm {3-30nM) - -Interm (20- ZOOnM) Interm (5 20uM) -, -~ Interm( 10-30nM)
NEC_A CADO, Ado _CADQ CV1\808,R3P];_‘A‘ . 2—CADO Ado R-PIA , NECA R-PIA .

T P S Co o4
- R . A R soLiirg 3

©/Baja(30nM>1uM) ~ : Baja(200nM-500nM):i -Baja (200nM-500nM) 8010 (100nM>115M)
SPIACVIBO0B, . .. CPACHA,SPIA . . ATEIA' C6521680, : . . C6521680, Ado..,

el ceszmao

R T
AL TR AT

«Aﬁntagonistas” Alta (05 2n ) - Alta (20-100nM) .- - Alte (20-100nM).; ;. -Alta{1-20nM) "¢
e e DP_C_P)g Xac, XAC KFI7837 . . XACDPCPX.BPT BW-AB22

Intermedia (2-200nm) - Intermedla (02-2uM) ' -7 Intermedid (0.5-10uM) ~ - et
. LCPT,8-PT . ... . . CRT,DPCPX,B-PT . . .. . 8pSPT. . .. .. .. . .. . ‘..

: Baja(1>20uM) - - ° Baja (200nM-500nM) © - ' Baja (200nM-500nM)‘
ciegr o 8-pSTP teofiling - v ';DMPX, teolifilina, cafeina - DMPX, teofiling, cafeina » -~ .2

Tabla I. Clasificacién, ligandos'y sistemas efectores acoplados. =~ -+
! i 3 1 Y s
3 o

Mediante experimentos de unién del agonista:NECA.en presencia de CADO; se
puso .inicialmente de ' manifiesto::la -existencia del.;subtipo. Az.:.Estudios
posteriores.de unidn de radioligandos a los receptores Az y la determinacién de
la.produccién de AMPc como segundo mensajero, demostraron la existencia.de
un centro.menos afin de unién a NECA que.diferia de los.subtipos A1y Az. Este



centro, estaba‘asociado.a:la estimulacién de ‘la actividad -adenilato ciclasa y
presentabad-‘unha. distribucién .tisular.y un:orden de-afinidad: por:agonistassy
antagonistas bien diferenciados del subtipo Az cldsico (Daly et al, 1983;
Londos et al, 1983). El nuevo centro tomé entidad propia, definiéndose como el
centro Az, para diferenciarlo del anteriormente identificado que - pasé a
denominarse ‘Aza (Bruns ‘et al, 1986). Tras la clonacién de ambos subtipos
(Libert et al, 1989, Pierce et al, 1992. Rivkees and Reppert, 1992; Stehle et al,
1992), desaparecieron las opiniones favorables a considerar el subtipo+Azs
como un estado de baja afinidad del receptor Aza. ,

El recepfor A3, el cuarto subtipo de receptor de qdenosma fue tdem'tf:cado
relativamente tarde en la historia de los receptores P1 de adenosina. Zhou et
al, 1992 clonaron, expresaron y caracterizaron funcionalmente este nuevo tipo
de receptor en estriado de rata. Receptores As homélogos al de rata han'sido
clonados’ en pituitaria de’ oveja (Linden et.al, 1993) y en corazén humano
(Salvatore et al, '1993). El receptor As'de adenosina estd acoplado a proteina
Giaz-, Gia3 Y en algunos casos también a Gqti (Palmer et al, 1995). En cerebro de
rata el receptor As estimula la:PLC elevando los niveles de IPs y el Ca®
intracelular (Ali et al, 1990; Ramkumar et al; 1993). También se ha sugerido
que inhibe la actividad adenilato ciclasa. (Zhou et al, 1992; Abbracchio et al,
1995). La principal clase de agonistas se!echvos para este:receptor sonlas
adenosina-5° uronamidas N sustituidas por ejemplo la IB-MECA (N®-(3-yodo-
benzyl)-5 -(N- mefhylcarbamoyl) adenosine - (van: Galen:.et .al, 1994). La
selectividad aumenta con sustiticiones en la ‘posicién 2 como la 2-cloro-IB-
MECA altamente selectiva para Asz.versus A; o Aza (Kim et al, 1994). Se
conocen distintas clases de antagonistas, un primer grupo lo constituyen las
- xantinas y sus derivados (Zhou et-al; 1992; Linden et-al, 1993, Ji etal; 1994),y -
un segundo grupo los flavonoides. MRS. 1067, MRS, 1097 'y MRS 1191 y el
triazoloquinazoleno MRS1220 T acobson et al, 1997) Este receptor presenta
una amplia distribucién pero su papel fisiolégico se desconoce. El mRNA del
receptor As se expresa en testiculo, intestino, rifién, placenta, corazén,
cerebro, bazo, higado, Utero, ojos, de rata y humanos (Zhou et al, 1992;
Rivkees et al, 1994; Dixon et al, 1996)

Se ha propuesto un cuarto subtipo de receptor de adenosina, el A4, en base a
estudios de desplazamiento de uhién del agonista de Az4 2-fenilaminoadenosina
(CV 1808), en cerebro (neuronas de estriado) (Cornfield et al,'1992)y también
se ha propuesto su presencia en aorta (Dubey et al,1996) pero ante la falta de
clonacidn, no estd demasiado claro si se trata realmente de un nuevo subtipo.de
receptor o podriatratarse del mismo receptor Asi; ya que ensayos:de unién de



ligandos en células COS transfectadas con dicho receptor (Aza) presentan un
perfil parecido al nuevo subtipo descrito.como A4 en funcnon de la ‘rempem’rur'a
del ensayo (Lu'rhm and Lmden 1994, 1995) : o

o

1 2. 2 RECEPTOR A; DE ADENO$INA
1 2. 2 1 Ccmctemzacton molecu!ar de !os recep'rores A1

La es?rucfum y caracfemshcas moleculares de los recepfores Az de adenosma
han sido estudiadas mediante tres: técnicas .complementarias:  la unién
covalente al receptor de ligandos marcados .(cross/inking y fotoafinidad), la
purificacién del: receptor ‘a homogenetdad y la clonac:on secuencxccson y
expresion del receptor de varias especies.: T Coped AR LA
Se ha fotomarcado el receptor A; de diversas procedencuas medmm‘e la union
de radioligandos agonistas o antagonistas (Klotz et al, 1985; Barrington et al,
1989; Ciruela et al, 1995). El andlisis posterior mediante electroforesis con
geles de poliacrilamida del receptor fotomarcado, pone de manifiesto que es
una proteina de peso molecular aparente entre 34-39 kDa segtin la especie
estudiada. Asi ocurre con el receptor de cerebro de rata (34 kDa, Nakata,
1992), humano (35 kDa, Nakata, 1992), bovino (37 kDa Olah et al, 1990) o de
cerdo (39 kDa, Ciruela et al, 1995). El receptor A; de adenosina es una
glicoproteina que contiene una tnica cadena de carbohidratos de tipo complejo
(Stiles, 1986; Olah et al, 1990). Las ligeras dtfer'encnas de peso molecular
entre las diferentes especies, pueden ser precisamente debidas al diferente
grado de glicosilacién, asi el tratamiento con glicosidasas incrementa la
movilidad electroforética del receptor has’ra un peso molecular
corr'espondtenfe a 32 kDa. ”'

El receptor A; ha sido pumfucado a homogeneidad mediante columnas de
afinidad con ligandos agonistas (Munshi and Linden, 1989) o antagonistas (Olah
et al, 1990; Nakata et al, 1992). La purificacion del receptor medianfe
columnas de afinidad con agonistas, da lugar a la copurificacién del receptor
con diferentes proteinas 6 (6 o, 6 ait, 6 iz, 6 p35, 6 p3s) (Munshi and Linden,
1989; ‘Munshi et al, 1991). Por el com'ramo en la pumf:cac;on con co!umnas de
afinidad acopladas a an'ragomsfas se obhene el recepTor hbre de profema G
(Nakata, 1992), lo que confirma que, al contrario que los agonistas, los
antagonistas no estabilizan el complejo receptor-proteina G.



La clonacién, ‘secuenciacién y expresion del receptor A; de varias especies
como perro (Libert et al, 1991), rata (Mahan et al, 1991), conejo (Hill et al,
1997), buey (Olah et al, 1992), ave (Aguilar et al, 1995) y humano (Libert et al,
1992), han permitido conocer la estructura primaria de esta proteina y los
aminodcidos implicados en el reconocimiento del ligando y en los mecanismos
de regulacién. Los cDNAs de los receptores A; clonados, codifican para una
proteina de 326 aminodcidos, de peso molecular 36-kDa. La comparacién de las
secuencias aminoacidicas del receptor de distintas especies, muestra una
homologia mayor al 90 % -en mamiferos (Ren and Stiles, 1994). La secuencia
aminoacidica muestra, ademds, una topologia similar al resto de receptores
acoplados a proteinas G, con siete dominios transmembrana de 22-25 residuos
hidrofébicos conectados por 3 bucles extracelulares y 3 intracelulares de
tamafios distintos, siendo el bucle extracelular comprendido entre el dominio
transmembrana (TM) 4 y el TM5 y el bucle citoplasmético entre los dominios
TM5 y TMé6 los de mayor tamafio (Figura 2).

Figura 2. Secuencia . aminoacidica y estructura del receptor A; de
adenosina de rata. En un circulo de color negro se indican los aminodcidos
comunes para los cuatro subtipos clonados. ‘ :
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Los receptores de adenosina, presentan caracteristicas- comunes con otros
miembros de la familia de.receptores acoplados a proteina Gy caracteristicas
inusuales respecto a dichos receptores (J acobson e? al, 1993 Ren and Stiles,
1994) oo ot omante
Como ejemplos de caracteristicas comunes con o‘rros recepfores acoplados a
pr'o‘remas G se pueden enumerar Ias sugunen‘res G s
1- -Presencia de unsiﬁo consenso de. palmh‘oilacion.-En el dominio C-terminal de
- los receptores Aj, Azs y Az existe una Cys susceptible de: ser palmitoilada.
- Esta caracteristica, también.se ha descrito para receptores p-adrenérgicos
sugiriéndose que esta palmitoilacién podria intervenir en: el acoplamiento
correcto con la proteina 6. (Moffet et al, 1993).

2- Todos los receptores clonados presentan al menos un consenso de N-
- glicosilacion (NXS) en el segundo:bucle:extracelular y, efectivamente se ha
determinado la naturaleza glicoproteica de los receptores A; y Aza (Stiles,
1986; Klotz and Lohse, 1986). La funcién de la glicosilacién no estd clara
:pero se ha sugerido un posible papel en la estabilizacién de la conformacidn
.-de la proteina,:una funcién protectora frente al ataque de las proteasas o
una funcién de modulacién del receptor (Ralevic et al, 1998). Distintas
evidencias ponen sin embargo de manifiesto que la presencia de aztcares no
influencia la unién de los ligandos (Piersen et al, 1994)

3- Sitios consenso de fosforilacién para la PKA y la PKC (Olah et al, 1992). En

- la secuencia carboxi- terminal del Aza, existen residuos de serina y de

* treonina que representan dianas potenciales de fosforilacién, mientras que

- los receptores A, Azg y Az sélo presentan un posible lugar de fosforilacién

en esta zona pero mdltiples consensos .en el Tercer bucle intracelular
(Palmer and Stiles, 1997) SEENETE ORI U :

4- Existencia de residuos de Cys. en el segundo y tercer bucle extracelular.
‘Los puentes disulfuro que se crean entre estas Cys son importantes para
mantener la integridad de! sitio ‘de- unidn del ligando, aunque no formen
parte del mismo(Olah et al, 1992). Asi se ha detectado sensibilidad de la
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. unién de-[*H] €6S-21680 a membranas-de estriado de rata a'agentes
- reductores de puentes disulfuro como el ditiotreitol y el ditionito:de sodio
. lo que: sugiere que estos puentes estdn.al menos.presentes en el recep‘ror‘
AzA (Jacobson et al, 1992) SRS

5 Como Ia mayoma de recep‘ror‘es acoplados a pr‘o’rema G el recep‘ror A; de
adenosina presenta en el segundo bucle intracelular el consenso DYR.
-~ Fraser. et al;’ 1988 sugirieron que.esta secuencia consenso, podria 'ser
-importante para la activacién de la-proteina G. El tercer bucle del receptor
~. Aza presenta esta: secuencna determman‘re de la selectividad: de la pr‘oTema

:: 6, (Olah:et'al,; 1997) 38 S e

Dentro de las caracteristicas mds propias de los receptores A; de adenosina
se pueden enumerar Ias suuguuentes

1- EI recep*ror A1 de adenosma her\e un’ peso r'elahvamen'l'e bOJO (34 39 kDa)
: “comparado con otros receptores acoplados-a proteina G (=~ 60 kDa). -

2-. El tercer dominio intracelular, que sé cree:implicado en la interaccién con la
‘proteina G, es mds: cor“ro 34 ammoacndos par‘a Ios ‘140- 148 de otros
recep‘rores S s R R AL B

3- El receptor A; posee un (nico sitio de N-glicosilacién (Asn'®) en el segundo
bucle extracelular mientras que, lo mds general en receptores acoplados a
protema G,es pr'esen‘rar'los tamb:en enel exfr'emo ammo Termmal

4— Pr'esencm del mohvo de ‘unién-a caveolma ((CDXCDXXXXGJ YAFRIHKF Coue’r
et al, 1997) que, aunque todavia no se ha descrito:la funcionalidad para este
- receptor, podria permiﬁr la interaccién con un dominio de 41 aminodcidos
- localizado en la regidn citosdlica proximal de‘la profema caveohna (caveolm
scaffolding domain) . R o

5- El receptor A de adenosina se fosforila en residuos de Tyr al ser activado
.-por la unién de agonistas (Saura et al, 1998)..La fosforilacion en Tyr sélo se
- ha descrito para-un pequefio nimero de. recep'rores de esta famlha como el
r'ecepfor' de anguo‘rensma IT (Ka' et al, 1994) T
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1. 2. 2. 2. El- gen que codifica para el receptor A; de-adenosina.

El aislamiento y andlisis del DNA génomico y del cDNA para el receptor A; de
adenosina, han proporcionado pistas respecto a cémo . tejidos. especificos
pueden regular el nivel de expresién. de dicho receptor y por-tanto, sus
respuestas a la adenosina (Olah et al, 1994). La figura 3 muestra la'estructura
del gen humano localizado en el cromosoma 1y constituido por cuatro exonesy
tres-intrones ( Deckert et al, 1995; Ren and Stiles, 1995; Rivkees et al, 1995).
El andlisis del mRNA de distintos tejidos humanos, ha permitido conocer la
existencia de dos transcritos del receptor As:a y B, que tienen:su origen en la
activacién de - dos promotores independientes A y. B. La transcripcién desde el
promotor A, implica un splicing alternativo que rinde el transcrito o mientras
que la activacion del promotor B da lugar al trdnscrito B. Los dos trdnscritos
muestran una expresion diferenciada y tan sélo un nimero muy restringido de
tejidos presenta ambas formas. Todos los tejidos estudiados (cerebelo,
corteza cerebral, rifidon, testiculos, corazén, tejido adiposo y misculo
esquelético) expresan el trdnscrito B, mientras que la expresién del trdnscrito
o es propia de tejidos con una elevada expresién de la proteina, como son
cerebro y testiculo (Ren and Stiles, 1994a). La presencia en el mRNA B de dos
codones stop ATG situados upstream respecto al inicio de traduccién y que
podrian actuar reprimiendo la expresién del receptor A;, explicarian la menor
expresién traduccional de este trdnscrito (Ren and Stiles, 1994b).

Promotor A Promotor B

L/ Intrén 1Ay Intrén 18 Intrén 2

!

~
SN
~
~

4
\\ L : . ’I

'

’
RS2
~/

Splicing

Promot
romotor A—p Trdnscrito o (Exones 1A, 2, 3)
Promotor B—p .. o - ito B (Exones 1B, 2, 3)

Figura 3. Estructura del gen humano del recép'l'or A; de adenosina (Ren
and Stiles, 1995)
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1. 2. 2. 3. Agonistas y antagonistas del receptor A; de adenosina. -

Si bien en-un principio la propia adenosina fue utilizada en estudios de unién a
los receptores de‘adenosina, (Schawabe et al, 1979) esta molécula no es el
mejor- ligando. debido a su baja afinidad y selectividad; asi como por su baja
estabilidad ya que:puede ser metabolizada por-la:ecto-adenosina desaminasa o
unirse a:otros centros de unién como son los transportadores nucleosidicos. Por
ello; ha'sido necesario el desarrollo de sustaicias derivadas de la adenosina, los
llamados agonistas y antagonistas; que mantienen las mismas caracteristicas de
unién. y funcionalidad (para el caso de los agonistas) del ligando natural,:pero
presentan.mayor estabilidad, afinidad y selectividad que. la adenosina;- '
La Figura 4 muestra la estructura.de algunos agomsms y an‘ragomsms del
r'ecep'ror' A1 de adenosina. i y : .

Adenosina CADO R-PIA CHA

oy

N"“ N cq,ﬁ Nv .V cq:? cmcwa\
0 Yo X 1»0

CPA Teofilina Cafeina DECPX

Figura 4. Estructura de los principales agonistas y antagonistas del AjR.

. . L
RV .o R R T R A TR C R S |
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Se pueden establecer unas caracteristicas generales para la definicién de
agonistas (Windscheif, 1996) y antagonistas (Jacobson, 1990) de los
receptores de adenosina. En el caso de los agonistas se puede establecer que:

= El N°es esencial, sin este residuo amm& no hay actividad.

» La sustitucion con un grupo alqunlo o amlo en N° confiere generalmente
selectividad para A;,

= La sustitucién en C? con un grupo volummoso favorece la selechv:dad por

- Aa., : o

= Las sustituciones en C° o son bien toleradas. B

» No estdn permitidas las modificaciones en el anillo de ribosa; sin embargo si
se tolera N-alquilcarboxaamida en €-5° un ejemplo lo constituye la NECA.

* Laquiralidad del sustituyente en N° es muy importante para el subtipo Ar.

Los derivados de adenosina que estdn sustituidos en N® tales como-el CHA, CPA
y R-PIA, el andlogo 2-CADO sustituido en C?, el andlogo NECA sustituido en la
posicién 5°de la ribosa y el andlogo C65-21680 sustituido en C? y en 5° han
constituido elementos de gran valor en la determinacion farmacoldgica y
clasificacion de los receptores de adenosina. La selectividad de los derivados
de adenosina sustituidos en N°, C?y en 5’ se muestran en la Tabla II. -

En el caso de los antagonistas, las xantinas naturales como la cafeina (1,3,7-
trimetilxantina) y la teofilina (1,3-dimetilxantina) fueron los primeros ligandos
~ estudiados de los receptores de adenosina (Figura 4; Sattin and Rall, 1970).
Las xantinas naturales sin embargo, poseen baja selectividad y muy poca
afinidad (micromolar) por los receptores de adenosina ademds de actuar como
inhibidores de las fosfodiesterasas (Wiliams et al, 1989). Por ello; se han
sintetizados derivados de xantina en los que se pueden establecer unos
criterios estructurales bdsicos (Tabla IIT) ,

= Los derivados alquilo en N' o N7 favorecen una moderada selectividad
frente al subtipo Aa.

= La dialquilacién homoldga en N'y N2 confiere selectividad para A

.= La sustitucién en N8, incluyendo alquilo, ciclopentilo, ciclohexilo y residuos

fenilo, incrementa la afinidad; sin embargo, uno de los mayores problemas

de estos compuestos es su escasa solubilidad en agua.
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Las 8-estirilxantinas presentan selectividad frente al subtipo Aza.

PR

Compuesto _R1 R2  R3 Selectividad
Adenosma PURE « R H CHzOH
era | o HL CHZOH AI_

‘cHA CUHL T CHOH T A
H

H
<
s-ENBA 0 R CCHoH T A
RWPTA . i 5{:;@ TR I CHzOH’; S AL s
Bt T
T-ABA e U OTHC U CCHOHT hoky
I- APNEA - ;"—(CH);@NH;-,?::I.v CHe CHzOH R A1>A3 :

CADO . . Mo oCl . cHoOH -, ArAzs
e 'NECA R ¥ E P I ERR CONH CHzCHs S
6521680 H o CONHACHACH: e

© SNH(CH),

1-PAPA-APEC. H . ‘g‘?"’“““,‘”?“’@*‘f‘:f;. CONH-CHzCHs . Az

- ~Tabla II. ‘Agonistas-.dél r‘ecepfdr A; de adenosina. -+
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En contraste con .los cientos de derivados de xantinas: que han ‘sido
sintetizados y estudiados como antagonistas de los receptores A;y Az; en.los
dltimos afios se han identificado como antagonistas un nimero muy pequefio de
compuestos no derivados de xantinas. Entre-éstos, destacan una serie de
compuestos heterociclicos como las triazoquinazolinas 'y los .derivados de
adenina (Van Galen et al, 1992); el més utilizado es el C6S- 15943 an‘ragomsm
relativamente selechvo del sub’npo AZA S ey :

........

Comnues*l'o S __R o R B R _ Selectividad

Teoﬂlma . CH3 . ¢H3 . . H
IBMX . . . CH3 .. CHaCH(CH3) . H

R

H

Cafeina = - - CH3 ~~ CH3 ©° CH3® " H T
cie i3 a3 - o3 O e
aspT . CH3 - cHZ - - H  sm -

XAC CHzCHg.- :;,CHzCHa L H . yempemenm, A

DPCPX - cHacHs ©  cHacHs © o H o X A
Kw-3902 ' CHoCHy' .CHzCHg CH A A

1-w-as4sy MM @y Chwmn H O H LA

6515943 Aza

Tabla III. Antagonistas del receptor A; de adenosina. - -
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1. 2. 2. 4. Distribucion tisular y efectos fasvologucos de - la adenosina
medladlos por el recepfor- A; ; s C

La dis‘rmbucnon:y abundancua rela’riva del receptor A; de adenosina en los
diferentes tejidos se analizé inicialmente mediante técnicas ‘de unién de
radioligandos  (agonistas y antagonistas) (Bruns et al, 1987) y técnicas de
fotomarcaje y autoradiografia (Klotz et al, 1985). La clonacién del receptor; ha
permitido generar anticuerpos especificos contra el receptor y sondas para el
reconocimiennto de su RNA, de modo que en los dltimos afios se ha podido
determinar por inmunocitoquimica- o Northern Blot la cantidad relativa del
receptor en los diferentes tejidos (Ciruela et al, 1995; Stehle et al, 1992;
Dixon et al, 1996). La Tabla IV muestra la distribucidn tisular del receptor A,
de adenosina analizada mediante el conjunto de técnicas mencionadas. El
receptor A; estd ampliamente distribuido en el organismo, aunque es en el
sistema nervioso central donde se expresa en mayor abundancia. Mediante la
"unién de radioligandos (Bruns-et al, 1986) y ensayos de Northern Blot e -
hibridacién in situ, (Mahan et al, 1991; Stehle et al, 1992; Meng et al, 1994;

Dixon et al, 1996) se han podido establecer-las zonas del cerebro con mayor

expresion de A, siendo éstas la corteza, el hipocampo, el cerebelo, el tdlamoy

_el estriado. La expresién del receptor, parece mds evidente en neuronas que en
células gliales (Mahan et al, 1991). En las neuronas se detecta tanto a nivel pre' ‘
. como posfsmép‘nco (Abbbracchio et al, 1995). -

A través del receptor Ai, la adenosina puede ejercer muchos y variados
efectos fisioldgicos, la mayor parte de ellos relacionados con la regulacién del
aporte y consumo local de oxigeno (Tabla IV). Asi, ante una demanda
. energética mayor que el aporte energético, como corresponde a los estados de
hipoxia, la produccién de adenosina aumenta mayoritariamente por metabolismo
intracelular del ATP. Esta adenosina se exporta al medio extracelular donde
‘reduce el consumo de oxigeno al mismo tiempo que aumenta el aporte
energético(Miller and Hsu, 1992). La disminucién de la actividad locomotora, la
inhibicidn de la liberacién de neurotransmisores como la acetilcolina (Cunha et
al, 1994; Broad and Fredholm, 1996), dopamina (Jin et al, 1993; Ballarin et al,
1995), y noradrenalina (Abbracchio et al, 1995) y la disminucion del ritmo
cardiaco, son efectos que la adenosina ejerce via sus receptores con el
objetivo de reducir la demanda de oxigeno (Belardinelli, 1993; Zhu and
Krnjevic, 1997). Por otro lado, la vasodilatacién producida por la adenosina
 mediada por el receptor Az en el cerebro, en el corazén y en ofros tejidos,
excepto el rifién, conjuntamente. con.los efectos. producidos a través del.
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receptor Aj, tienden a incrementar el ﬂUJO sangumeo y meJor'ar’ el SUI’l’\ISTf‘O de
ox:geno (Fredholm and Sollevi, 1986) S T IR

’ TEJIDO

'RECEPTOR

EFECTO FISIOLOGICO
Sistema nervioso central Tnhibicién liberacién At
neurotransmisores . Aza
~Inhibicién actividad locomotora™ "= A *
Sedacién A
Sistema cardiovascular  Vasoconstriccién CAL
| B “Vasodilatacién Aga
~ Inhibicién ritmo cardiaco - © AL Az
Tnhibicidn n‘aroanr’ién ' " Aza -
Aparato respiratorio * Broncodilatacién A
C | * Broncoconstriccion AL
Mo_d{u_lqc_lon secrecidn 2
Rifién ~ Antidiurético ) N A1 -
| Descenso flujo fnlfracuon | A
' glomerular 2
) ,Moduiacron hbemc:on renma L AVAs
Sistema Inmunoléaico - Inhibicién quimiotaxis = - - A
g : - (neutréfilos): -~ - ©o-Aa
»Inhibi‘cién produccién superéxidos LT AggTe
Higado - Eshmulacwn capfacuon KRN PP
e g!ucosa SRR ©Aza
Teiido adiposo | *Ihﬁibiéiéh npbjli‘sis S | A1
AP?raTo r‘e‘p‘r.oducfor‘:  Testiculos g’ | N A1 / As :
| | Vaso deferente - | A1/A2A .

(contraccién musculatura hsa) o

Tabla IV. Efecto de la adenosina via:sus receptores de membrana: .
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En el rifidn, la adenosina reduce la velocidad de - filtracién glomerular por
vasoconstriccién de las arteriolas aferentes via el receptor A; y vasodilatacién
de las arteriolas eferentes via el receptor Az (Biaggioni, 1992), También en el

“rifién la adenosina inhibe (Ax) o estimula (A2) la liberacion de renina y la

produccién de eritropoyetina (Spielman and Arend, 1991; Protasoni et al, 1996)

1. 2. 2. 5. Transduccion de .la sefial a través del receptor A; de
adenosina. ’

Los receptores acoplados a proteina G, como todo el conjunto de receptores,
mantienen a la célula en un estado permanentemente sensible a cambios en su
entorno y deben ser capaces de transmitir sefiales a la célula que permitan dar
respuesta a estos cambios. La respuesta intracelular a estos receptores estd
mediada por su interaccidn con proteinas 6 heterotriméricas, las cuales activan
0 mhuben los llamados sistemas efec'rores (enmmas y canales iénicos). Estos
sistemas efectores regulan la concen‘rracuon .de. un conjunto de segundos
mensajeros, AMPc, IP;, duac«lghcerol Ca™, que son los que, en Ultima mstcmcna,
desarrollan la respuesta celular. .
Las proteinas 6 a las que se asocian los recep'rores de la familia de siete
dominios transmembrana son pr'ofeinas heterotriméricas perfenecientes a la
gran " superfamilia de proteinas que unen GTP poseen actividad 6TPasa
intrinseca (Neer, 1995) y estdn formadas por tres subunidades distintas: a, B,
y 7. Las subunidades § y y existen como un complejo asociado que funciona como.
una unidad. Aunque el mismo complejo By puede aparentemente unirse a
distintas subunidades a para formar heterotrimeros, la identidad de la
subunidad a su utiliza normalmente para definir el tipo de proteina 6

La subunidad a de 39-46 kDa se clasifica en cuatro familias (as, i, oq, 0t12/13) "
en funcion de su estructura primaria con mds de veinte miembros cada una de
ellas. Esta subunidad es la que presenta un dnico sitio de unién y de elevada
afinidad para los nucledtidos de guanina (6DP, 6TP). La forma unida al GDP -
estd fuertemente asociada al complejoBy, mientras que la forma unida a GTP se
disocia del complejo y funciona como un regulador de proteinas efectoras. El -
fefraﬂuor' de aluminio (AIFI"4) ast como el Mg pueden interaccionar con la
subunidad o unida al GDP y mimetizar el efecto del GTP activando la subunidad.

Todas las- subunidades o tienen actividad enzimdtica-GTPasa catalizando la -
hidrélisis del fosfato terminal del GTP, liberando GDP y fosfato inorgdnico (Pi).
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Aparte del dominio con actividad 6TPasa también presentan un dominio a-
helicoidal y una regién variable amino - terminal (Lambright, 1996) que es
esencial para su unién al complejo By mientras que el :dominio €-tal: parece
definir la especificidad de la interaccién de la proteina con el receptor, aunque
no es el Unico dominio determinante (Conklin et al, 1993) En algunos casos las
subunidas o tienen residuos que pueden ser mod:f:cados covalentemente por
toxinas bacterianas.

Se han identificado hasta cinco hpos distintos de subunidad B (37kDa). Esta
subunidad presenta en su regién amino terminal una hélice a anfipdtica que
permitird su interaccién en una estructura de coiled-coil con la regién amino
terminal de la subunidad y. La-subunidad y (8 kDa) la:menos conservada de
todas ellas (Cali et al, 1992), estd formada por dos hélices a y una regién
intermedia que interacciona y determina la selectividad por las distintas
subunidades B (Lupas et al, 1992; Spring and Neer, 1994; Lambright et al,
1996). La subunidad By forma una estructura glomerular cuyas subunidades
interaccionan’ fuertemente 'y solo ‘pueden separarse - por agentes
desnaturalizantes. La subunidad By tiene numerosas func:ones estabilizar la
forma GDP-a facilitando su asociacién con los' recep‘rores para formar el
complejo ’remomo receptor-afy (Clapham and Neer, 1993), facilitar la
formacién del complejo receptor-proteina quinasa = que posibilita la
fosforilacion del receptor (Lefkowitz, 1993; Pitcher et al, 1992) y activar
directamente numerosos sistemas efec‘rores (Clqphgm and Neer, 1993),
Aunque ninguna de las subunidades de las profemas G presenta regiones que
puedan interaccionar con la bicapa hp:daca -estas pr'o‘remas estdn unidas a la
membrana plasma‘hca Ello se debe a que la'subunidad y estd. prenilada y algunas
subunidades o miristiladas. Estas modificaciones lipidicas permiten el anclaje
de las subunidades a la membrana (Hepler et al, 1992)

El mecanismo de sefializacién comin a la familia de receptores acoplados a
proteinas 6, (Figura 5: Birnbaumer, 1990; Bourne et al, 1991; Conklin and
Bourne, 1993; Neer, 1995) se inicia con la unién del agonista a su receptor
especifico de membrana. Ello provoca un cambio conformacional en el receptor
y permite su interaccién con el heterotrimero inactivo GDP.a-fy. A su vez esta
interaccidn, conduce a una pérdida de afinidad de la subunidad o por el GDP,
liberanddse éste. Como la concentracién de-GTP.en la célula es muy superior a
la de GDP, el grupo GDP saliente se ve reemplazado por GTP, activdndose la
subunidad a y disociéndose de By. El estado activo, se mantiene hasta que la
actividad intrinseca GTPdsica de la subunidad o hidroliza el GTP a GDP, y
mientras las subunidades de la proteina G estdn disociadas, se permite la
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activacién de los efectores diana, tanto por a-GTP como por By . En la tabla V
aparecen algunos de los sistemas efectores activados por las subunidades de
las proteinas G (Tabla V) (Neer et al, 1995) :

Liasndo ’

GTR , GDP
6DP

o ATp CAMP + PPi

6DP

Figura 5. Mecanismo de sefializacion de los receptores acoplados a
proteina G -

Existen diferentes estrategias que permiten abordar el estudio de la
sefializacidn a través de receptores acoplados a proteinas 6. Una estrategia
muy comin es analizar la sensibilidad que la unién ligando-receptor o la
produccion de segundos mensajeros presenta a toxinas bacterianas. Asi, la
toxina colérica (CTX) activa constitutivamente a la proteina 6, ya que provoca
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la- transferencia de- ADP-ribosa a- una Arg. especifica: presente: en: :las
subunidades a5, - induciendo ‘la inhibicion en la actividad GTPdsica de: dicha
subunidad (Yamane and Fung, 1993). La toxina pertusis (PTX) también cataliza
la ADP-ribosilacién pero en un residuo de Cys préximo al extremo carboxi
terminal de las subunidades o,y ao, Esta modificacidn, impide la activacion de la
proteina & mediada por el receptor, por lo que desacopla srreversublemente el
recepfor' del:sistema efccfor (Hepier and G:tman 1992) S

FAMILIA C SUBFAMILIA EFECT ORES » MENSA.T ERO INTRACELULAR
-‘G"“‘ - ..,°Fs B 4\Aden|lato }; ,5 ,j“,-"I\AMPc : ; , |
o Madenilato . Namee.

Gai oL @203\ Adenilate | VAMPe
ACanalesdeK 'y o
Y Canalesdean” o Nrge® e e

a \J/Ademlafo B \I/AMPC |

ot N GMPc fosfodiesterasa =~ Y gMpe R
ez ;; /,\GMPC foSfodigsferqsa ( | \VGMPc:.\ o
- Olaust .. ')7 . .

“AGOL‘?.‘ %#u,di?‘?‘ls '. 4\Fosfollpasac (B) AIPaDAG

6rns ,"t'xxz; s ’4\\1/Inferciif“biq N“ K |

6w B \I/Ademla'ro cuclasa o Vamee
| “ " M Adenilato ciclasa (1L, NAMPc.. . .
4\Canales dekK: - . . My o

N Fosfolipasa- .- .- - MAc. Araquid. -

4\Fosfo!ipasa R\ IP;, DAG.. .« v

Tabla V. Clasificacion y funcion de las subunidades de la proteina &6
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Una célula, sélo:puede responder a sefiales para las que posea receptor que las
active; pero la especificidad con la que el receptor interacciona con la proteina
G define la respuesta celular. .Aunque: .un solo receptor puede activar
potencialmente miltiples sefiales, el nimero de sefiales es relativamente bajo
(Neer, 1995). La selectividad puede :residir en que se produzca o no,:.en un
determinado. - dominio . de la.: membrana  plasmdtica, el - acoplamiento
receptor/proteina G y el acoplamiento proteina 6 /efector. Existen evidencias
que la distribucion y movilidad de las proteinas G y de los receptores, pueden
estar restringidas a ciertos microdominios de la membrana como pueden ser la
_caveolas.*Asi Li et al; 1995, mediante ensayos de unién /n:vitro, pusieron de
manifiesto la existencia de interacciones entre diferentes subunidades o (as,
ao, o) ¥y la caveolina, la principal proteina de las caveolas, sugiriendo que la
caveolina, podria funcionar como un regulador negativo del estado de activacién
de las proteinas 6. Por otro lado, estudios realizados por de Weerd et al 1997,
muestran que, tras la ocupacién del receptor’ B2 de bradiquina por su ligando,
el complejo recepfor/ltgcmdo/subumdad aes reclutado y secuestrado en las
caveolas. = . . :

El receptor A; ‘de adenosina media una gr-an variedad de respuestas
intracelulares via su acoplamiento a-diferentes subunidades G pertenecientes a
la subfamilia Gi y/o Go (Freissmuth et al, 1991; Munshi et al, 1991). Ambas
subunidades ' son sustrato de la toxina pertusis que las ADP-ribosila
desacopldndolas- del receptor.-De acuerdo. con este hecho, los efectos del
receptor A; se bloquean por toxina per‘rus:s Sin embargo, los receptores A;
presindpticos parecen ser al ‘menos en parte resistentes a dicha toxina
(Fredholm et al, 1989, Hasuo et al, 1992), ‘Una posibleexplicacién seria la
existencia de una unién extremadamente fuerte entre el receptor y la proteina
G que fuera resistente al desacoplamiento ante la presencia de la toxina (Van
der Ploeg et al, 1992). Una proteina parcialmente purificada con selectividad
para la subunidad a de la proteina G se ha demostrado que estabiliza el
complejo receptor Ai/proteina G en cerebro de rata (Nanoff et al, 1997).

La sefial mds ampliamente reconocida y estudiada del receptor A; es la
inhibicién de la adenilato ciclasa provocando una disminucién en los niveles del
segundo mensdjero AMPc (van Calker et al, 1979, Londos et al, 1980). Este a su
vez modula la ‘actividad de las protein ‘quinasas dependientes de AMPc las
cuales fosforilan diversas proteinas diana. El receptorA; acoplade a adenilato
ciclasa se ha descrito en una gran vdriedad de tejidos incluyendo el cerebro,
tejido adiposo y testiculos. TN

O
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Otro sistema efector acoplado al receptor A; es:la activacién de la fosfolipasa
C (PLC) implicada en. el metabolismo .de :los fosfoinositoles de membrana
incrementado la produccién de inositol 1, 4; 5-trifosfato. (IPs) -, diacilglicerol
(DGA) y mobilizando Ca®* Este sistema efector se ha caracterizado en células
de ovario de hamster (CHO)-K1 transfectadas .con el receptor A;: humano
(Iredale et al,~1994; Megson et al, 1995) asi como en tejidos que expresan
endfgenamente el receptor, en la linea celular de musculatura lisa de hamster
DDTi-MF2 (Gerwins and: Fredholm 1992;: White et al, 1992), en corazén
(Scholz et al, 1993), en células renales: (Weinberg et al,; 1989) en:las que el
receptor - A; -media ‘la. vasoconstriccién y. la: disminucién de  la filtracién
glomerular, en cultivos de células.mesangiales (Olivera et:al, 1992a, b),. 'y en
astrocitos (Peakman and Hill, 1995). El IP3 estimula la-liberacién de Ca?* de
reservorios. intracelulares mediante la interaccién con receptores especificos
localizados: en el reticulo sarcoplasmdtico. La elevacién del Ca®" citosélico por
IP3 puede estimular todo otro conjunto de sefiales:como son la via de la protein
quinasa - C. (PKC), la fosfolipasa A2 (PLAz), la oxido nitrico sintasa (NOS),
canales de K' dependientes de. Ca®" Las neuronas expresan gran-cantidad de
canales de K’ acoplados-al receptor A; que pueden regular:-el potencial .de
membrana: y determinar la. frecuencia y duracién del potencial de accidn. Los
receptores .- Ay - disminuyen - la:: excitabilidad - neuronal’ mediante - la
hiperpolarizacién generada por un aumento en la conductancia al K* (Pan et al,
1995).. Los receptores Ai también-estdn. acoplados a la inhibicion ‘de las
corrientes de Ca®", . las ‘cuales pueden tener un papel en-la inhibicién:de la
liberacién -de -neurotransmisores. (Fredholm: et .al, -1995), -aunque ' otros
mecanismos también estdn implicados en este proceso, ' v o

1 2 3. MECANISMOS DE ENDOCITOSIS RS LTI IR N AR
2:.2. 3 1 Secuestro Y Down-regu/aﬂan de r'ecep'ror'es acoplados a
profema G Vesnculas de endocntosns S
La respuesta -celular: que acontece tras la activacién de un receptor estd
modulada por una multitud de factores que actdan a niveles distintos. Uno de

los principales mecanismos de regulacién tiene lugar a-nivel del propio receptor:
Los receptores, tras una exposicion crdnica.al agonista son endocitados y
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conducidos :a los -compartimentos endosomales. desde “los: que pueden ser
reciclados a:la superficie celular'(secuestro y: resensibilizacién):.o dnrugldos a
los lisosomas para su degradacion (down-regulation). Pt

La endocitosis -inducida - por: agonistas es una caracteristica’ comin a- los
receptores acoplados a proteinas G (Clark,'R. B; 1986; Riezman et al, 1997; Di
Fiore et.al, 1999; ), siendo los receptores B-adrenérgicos los mejor estudiados.
En estos receptores, la desensibilizacién estd mediada por'2 mecanismos: la
fosfarilacién, en la que -participan ‘las protein quinasas PKA 'y B-ARK que
provocan un desacoplamiento funcional de la proteina & (Barak, et al, 1997;
Roth et al, 1991; Sibley et al, 1996, Lohse et al 1993) y cambios en’la densidad
de receptores funcionales en la membrana plasmdtica. (Hausdorff et al, 1988;
von Zastrow et-al;, 1992). La densidad de receptores en la membrana por .accion
de-una exposicién crénica al agonista; estd mediada por una serie de fenémenos
que configuran el secuestro -o. internalizacién y la down-requlation’(Liggett
1999::Piguet et al, 1999; Shockley et al, 1997; Lameh 1996). Mientras la down-
regulation implica una pérdida neta de receptores ‘en la célula, un proceso que
suele'ser lento y ocurre gradualmente en un:lapso de tiempo.que comprende
desde los 30 min a las 24 h, el secuestro, por:el contrario, es:un proceso.mucho
mds rdpido en el que se produce una pérdida.de sitios-de unién de ligdndos
hidrofilicos en la membrana sin que .se. apr'ecue un, cambno neto en el nimero
total de receptores en la célula. S R T A N S A
Si bien los mecanismos por los. que discurren ambos fenomenos no se conocen
en -su <fotalidad, 'se:acepta .que la- down-regulation implica .degradacion del
receptor a nivel lisosomal asi como una reduccién en su biosintesis, bien por una
disminucién de los niveles:de mRNA -o por una’ disminucion de la: proteina del
receptor y /o la proteina G asociada mientras que el secuestro, seria el
resultado de una rdpida translocacién del receptor desde la membrana
plasmdtica hasta reservorios intracelulares, en los cuales el recepfor no se
degradaria (Hadcok and Malbon, 1993; Wang et al, 1997) " A

En términos generales, el secuestro se diferencia por tcm'ro de la down-
regulation-en .que- mientras: ésta .conducea-una pérdida- irreversible’ dél
receptor hasta nueva sintesis proteica, los receptores secuestrados pueden
ser devueltos a la superficie celular y volver a ser funcionales, lo que se llama
resensibilizacién (Yu et al, 1993; Pipping et al, 1995).

En el .estudio de los ‘procesos de internalizacién tradicionalmente :se han
utilizado - radioligandos - polares, como- el *H-NMS  para:. los -receptores
muscarinicos, radioligandos que no pueden atravesar la.membrana plasmatica'y
sélo pueden unirse: a .los receptores libres de:la superficie celular. Una
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disminucién en la union de estos marcadores, se ha considerado que implica
secuestro.y/o down-regulation. Sin embargo no.es una técnica idénea ya que no
permite descartar que la activacién -crénica ‘al agonista .no produzca
simplemente la pérdida de afinidad por el ligando sin que la translocacién de
receptores hacia el interior . celular esté implicada. El uso de técnicas
inmunocitoquimicas e inmunohistoquimicas conjuntamente con el andlisis por
citometria de flujo y por microscopia confocal y :electrénica, permiten
determinar si se trata de una "verdadera" internalizacién ya que estas técnicas
se basan en el marcaje directo del receptor con un anticuerpo y por lo tanto
se puede determinar si su densidad como proteina de la membrana varfa por
exposicion a agonistas y si los receptores marcados con el anticuerpo aparecen
en el medio intracelular. : :

Los mecanismos moleculares y los dominios del receptor implicados en el
secuestro y dow-regulation no se conocen con exactitud, incluso la necesidad
de una internalizacién para hacer efectiva la down-regulation es un punto
confrovertido. Experimentos de mutagénesis dirigida, sugieren que los
determinantes estructurales del receptor que gobiernan el secuestro son
distintos de los que estdn implicados en la dow-regulation ya que mutaciones
diferentes a nivel del receptor inhiben un fendmeno pero no el otro. Asi en los
receptores B-adrenérgicos la down-regulation estd mediada por fosforilaciones
del receptor via protein quinasas y disminuye ante mutaciones que impliquen
interacciones entre el receptor y la proteina & (Bouvier et al, 1987; Campbell
et al, 1991). Sin embargo, el secuestro del receptor no se inhibe por
mutaciones en sitios diana de fosforilacion y se mantiene atn en mutantes en
los que se impide la interaccién con la proteina & (Campbell et al, 1991; Strader
et al 1987). Contrariamente, ciertas mutaciones en el extremo C—'ral del
receptor afectan sensiblemente al secuestro sin alterar el acoplamiento a la
proteina 6 o a la down-regulation (Hausdorff et al, 1991).

Todavia es mds desconocida la via endocitica por la que tiene lugar la
internalizacién de los receptores acoplados a proteinas 6. La microscopia
electrénica, utilizando como marcador una peroxidasa, ha revelado la
complejidad del sistema endosomal (McCoy et al, 1990; Robinson et al, 1988;
Schmid et al, 1993; Seaman et al, 1996; Simonsen et al, 1998). Este es un
sistema heterogéneo de membranas, elementos tubulares y: vesiculas que se
extienden desde la periferia celular a la regién perinuclear muy. cerca del
aparato de Golgi aunque perfectamente diferenciable de éste. De un modo muy
general, se pueden distinguir principalmente dos clases de endosomas:
Endosomas tempranos (early endosomes) los cuales se distribuyen justo por
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debajo de la membrana plasmdtica y en ellos se encuentran las moléculas tras 1
min iniciada la internalizacién y los.endosomas tardios (/ate endosomes). muy
préximos al aparato de Golgi y entorno al niicleo -en los que se.detectan las
moléculas. tras 5-15 min de internalizacién (Figura 6). El-interior de ‘los
compartimentos endosomales es dcido ~ pH 6.0. Este pH, se mantiene gracias a
la -bomba ATP/H'. que:- bombea protones hacia el interior vesicular- (lumen)
desde el:citosol. En general los endosomas tempranos son menos acndos que los
'fﬂf‘leS ' o RN LR : T )

‘Endosoma
- temprano

. ; Trdns-66|gi e
o Network '
: TP Llsasoma ¥ o

Flgum 6. Ruta endocmca desde Ia m p!asmahca hasta los
llsosomas

N

El grado de acidez de estos compartimentos juega un papel clave en el proceso
de endocitosis (Bomsel et al, 1991;- Hansem et al. 1993; Mayor et al; 1993;
Sorkin et al, 1993). Los endosomas tempranos, acttan como principal punto de
distribucién ~de las méleculas "endocitadas. ‘El ambiente dcido de: este
compartimento ‘provoca que- los receptores internalizados cambien su
conformacidn liberando .sus ligandos, la. mayor .parte de los -cuales son
conducidos a los lisosomas para su eliminacién. El destino de los receptores es
diverso, unos pueden ser reciclados a la membrana plasmdtica, otros progresan
hasta los lisosomas donde son.degradados y finalmente en algunos casos, son
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conducidos a un dominio distinto de la membrana plasmdtica en un proceso
llamado transcitosis (Rodman et al, 1990) (Figura 7).

Transporte
vesicular

Lisosomas

Membrana Nucleo
pnso!afeml

e R S 4 5, Bt

Figura 7. Posibles destinos de los receptores transmembrana tras ser endocitados

La internalizacién de los receptores acoplados a proteinas G, ocurre via un
complejo proceso endocitico que implica, en los pasos iniciales, el transporte
del receptor y su ligando a orgdnulos intracelulares. Para un gran nimero de
receptores de esta familia este proceso, estd mediado por la formacién de
vesiculas revestidas a partir de zonas especializadas de la membrana (coated
regions), cuya formacién en algunos casos, requeriere el ensamblaje en la cara
citosélica de la membrana de una proteina de revestimiento (coat) (Bottomley
et al, 1999; Marsh et al, 1999; McMahon 1999; Schimd et al, 1995).
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El primer tipo de vesiculas de endocitosis en ser identificadas
morfolégicamente y en ser definidas bioquimicamente, fueron las vesiculas de
clatrina, cuya principal proteina de revestimiento es la clatrina (Anderson et al,
1992; ~ 35kDa). Esta proteina estd constituida por tres cadenas polipeptidicas
largas (cadena pesada; 190 kDa) y tres cadenas polipeptidicas cortas (cadenas
ligeras) que forman los friskelion. Estos se ensamblan en estructuras convexas
de pentdgonos y hexdgonos en forma de cesto, para formar las llamadas
vesiculas revestidas de clatrina (Nathke et al, 1992, Schimd et al, 1995)
(Figura 8).

,,-—-..---.‘

Figura 8. Estructura de la clatrina. Ensamblaje del triskelion

La clatrina presenta una doble funcién, suministrar durante su propio
ensamblaje en la cara citosélica de la membrana plasmdtica la fuerza mecdnica
necesaria para la formacién de las invaginaciones, y actuar como vehiculo de
captura de receptores especificos de membrana y sus ligandos. Todo ello es
posible gracias a la participacién de un segundo complejo proteico constituido
por miltiples subunidades, las adaptinas, siendo las mds conocidas AP-1y AP-
2, que promueven por un lado el ensamblaje de clatrina a la membrana
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plasmdtica y por otro lado, actiian como puente uniendo los receptores de la
membrana plasmdtica, destinados a ser endocitados, con algiin componente de
las vesiculas de clatrina (Chang et al, 1993; Sosa et al, 1993) (Figura 9).

Formacidn

Figura 9. Transporte selectivo mediado por vesiculas revestidas de
clatrina. Las adaptinas se unen tanto a la clatrina como a los receptores que
serdn endocitados siendo las responsables de la especificidad de la
internalizacién

Los complejos AP distinguen estructuralmente las vesiculas recubiertas de
clatrina que se generan a partir de la membrana plasmdtica de aquellas que se
generan a partir del trans-Golgi Network (TGN). Las vesiculas originadas
desde la membrana plasmdtica, contienen el adaptador AP-2 constituido por
subunidades de 100 kDa denominadas o y B2 adaptinas y dos subunidades
pequefias, u2 y o2. Las vesiculas asociadas al TGN contienen el adaptador AP-1
constituido por y y B1 adaptinas y las subunidades pequefias ply o1 (Schimd et
al, 1995). La endocitosis requiere ademds una serie de secuencias lineales en
las proteinas objeto de la internalizacién como son, YXX® (donde @ representa
un aminodcido aromdtico), NPXY o un nilcleo de dos leucinas que serdn
reconocidos por los complejos adaptadores. El motivo YXX® es reconocido por
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la subunidad p2 del adaptador AP-2 (Ohno et al, 1995). Owen y Evans, 1998,
han resuelto la estructura cristalina de la subunidad p2 de este complejo AP-2
con dos péptidos que presentan este motivo. Los mecanismos de
reconocimiento de los motivos NPXY y del nicleo de dos leucinas no estd claro.
Parece ser que el motivo NPXY puede unirse directamente a la cadena pesada
de la clatrina (Kibbey et al, 1998) mientras que el nucleo de dileucina podria
unirse a la subunidad B del adaptador AP-1 (Rapoport et al, 1998) o
indirectamente a la subunidad p2 via otro adaptador, la proteina Nef (Piguet et
al, 1998). (Figura 10)

Figura 10. Péptido sefial YXX® (Tyr, X, X, Phe) reconocido por el
complejo AP-2 . El reconocimiento por la adaptina permitird la internalizacién
del receptor via vesiculas de clatrina.

Goodman et al, 1996, demostraron que la proteina B-arrestina podia actuar
como otro adaptador de la clatrina en la endocitosis de los receptores -
adrenérgicos. La familia de las arrestinas estd constituida por la arrestina
visual, la B-arrestina y la arrestina 3 (Wu et al, 1997). La afinidad de las
arrestinas por receptores acoplados a proteina & se ve incrementada por la
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fosforilacién del receptor y/o activacién por agonistas. La B-arrestina y la
arrestina-3 promueven la internalizacién de ciertos receptores de.esta familia
uniéndose con elevada afinidad y estequiométricamente tanto al receptor como
a la clatrina. En respuesta a la activacién por agonistas y a la fosforilacién del
receptor Bz-adrenérgico, la B-arrestina es reclutada rdpidamente ‘desde el
citoplasma a la membrana plasmdtica, uniéndose al receptor. Esto supone una
sefial que conduce a la localizacién del receptor en las vesiculas de clatrinay a
su internalizacién (Santini et al, 1996) resultando una endocitosis selectiva del
receptor Bz-adrenérgico. Sin embargo, no estd claro si la fosforilacién es
imprescindible para permitir la unién de las arrestinas. Wu et al, 1997 han
demostrado que la - interaccion de las arrestinas con los ' receptores
muscarinicos y az-adrenérgicos ocurre en ausencia de fosforilacién. Sugieren
un. mecanismo en el que las arrestinas se unirian.al receptor mediante
interacciones iénicas en ausencia de activacion y fosfomlacnon del recepfor’
aumentando la afinidad cuando éstas tuvieran lugar. ' $

Ofra proteina recientemente caracterizada es importante en: lq endocn‘osus
mediada por clatring, la dinamina (Zhang et al, 1996; Bottomley et al, 1999).
Es una proteina de 100kDa con actividad 6TPasa originariamente aislada como
proteina de unidn a microtubulos dependiente de nucleétidos y constituye uno
de los mayores componentes de la via endocitica mediada por clatrina. La
dinamina colocaliza con clatrina y se une a la a-adaptina (Damke et al, 1994,
Shpetner et al, 1996) Funcionalmente la dinamina participa en los primeros
pasos de la endocitosis, durante la invaginacién de la membrana para la ulterior
formacién de las vesiculas de clatrina, un proceso GTP dependiente (Takel et

al, 1995; Hinshaw et al, 1995)

Una vez internalizados, los receptores se defosfomlan en los endosomas por la
accién de fosfatasas. El medio dcido del endosoma, permite que se libere el
ligando unido y la arrestina de forma que el receptor puede ser llevado de
nuevo a membrana donde podrd ser: nuevamente' funcional o conducido a
lisosomas para su degradacién (Krueger et al, 1995; Gouland et al, 1996). La
liberacién de la clatrina y los adaptadores AP: requiere una reaccién
dependiente de ATP mediada por factores citosélicos no relacionados con la
proteina de recubrimiento (coaf). Una de estas proteinas es la ATPasa/hsc70,
que permite el desacoplamiento de la clatrina gracias a la hidrélisis de tres
moléculas de ATP (Schmid et al, 1995). La clatrina es liberada asociada a la
proteina hsc70. Recientemente, la auxilina, un componente -periférico de las
vesiculas revestidas, ha sido identificado' como un :regulador - de:la
ATPasa/hsc70 (Prasard et al, 1994). Los complejos AP2 no se liberan de las
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vesiculas revestidas durante este proceso, resultados recientes sugieren la
necesidad de otfros factor'es citosdlicos para su hber'ac:on (Hmshaw et al,
Si baen las vesuculas de clm‘rma represen’ran un modelo clasu:o de vesmulas
revestidas involucradas en la endocitosis de receptores, poco se conoce acerca
del papel de las vesiculas.no reves‘ndas entre las: que cabe citar a las. caveolas
en la-endocitosis de los receptores. . , : L R
Las -caveolas, se . definieron - mnctaimen?e m‘endiendo Tan solo a - sus
caracteriticas estructurales. La-membrana plasmdtica de algunas células de
mamiferos presenta invaginaciones no: revestidas .de clatrina: con un didmetro
de 40-60 nm y una caracteristica forma de omega (flask shape) (Sever's et al.
1988; Anderson et al, 1993a, 1993b; Parton et al, 1996). - SN
La- superficie citoplasmdtica de estas -estructuras es‘ra r'ecubler"ra por
miltiples filamentos que se orientan-paralelamente.o que describen espirales
(Montesano et al, 1982; Anderson et al 1991 Peters et al 1985; Ro‘rhberg et
al, 1992)(F:gum 11) R AT P R

Caveola - ¢

Caveola ~

Figura 11. Caveolas en la .m.plasmatica: de fibroblastos humanos. (A)
Miscrocopia electrénica. (B) Deep-etch. Se muetran numerosas caveolas en el
lado citoplasmdtico-de la membrana plasmdtica. ‘Se puede apreciar como las
caveolas dnﬁer’en en-tamatio y estructura de las cla'trmas (Roefhberg et al,
La aden’nf:cacnon de la caveolma o VIP- 21 como prmcnpal mar‘cador de es’ras
estructuras, ha facilitado el estudio de este nuevo tipo. de . vesicula. En los

primeros trabajos de Roethberg et al, 1992, se utilizaron anticuerpos dirigidos
contra esta proteina marcando los filamentos que envolvian las caveolas.

R
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La caveoling, a diferencia de otras proteinas de recubrimiento, es una proteina
integral de membrana de 178 aminodcidos, con el extremo: carboxi-terminal 'y
amino-terminal citosélicos flanqueando..una regién transmembrana. de. 33
aminodcidos que podria formar una-estructura:de bucle (Aairpin. loop) -en-la
propia membrana plasmadtica. (Kurzchalia et al, 1992; Harder et al, 1997;
Parton, 1996, Couet et al,;1997) (Figura12).. = - - o o e
Trabajos recientes han puesto. de manifiesto la existencia de tres ‘tipos:-de
caveolina (caveolina-1, caveolina-2 y caveolina-3); con ‘una ‘gran similitud
estructural y funcional pero:con propiedades y. distribucién tisular especifica
(Roethberg et-al, 1992 Scherer et .al, 1996; Way et al, 1995) Mientras-la
caveolina-2 presenta una distribucién.muy similar-a la caveolina-1, la caveolina-
3, originalmente M-caveolina (Way et al, 1995), se distribuye especificamente
en musculo y puede llegar-a reemplazar a'la caveolina-1 como principal proteina
de las caveolas en células diferenciadas de mdsculo (Way et al; 1995, Tang et

N
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Figura 12. Representacién esquemdtica de la caveolina. El diagrama resume
la topologia de la caveolina. Se indican los sitios de palmitoilacién en el dominio
carboxi-terminal de la.caveoling-1. La subunidad Ga. interacciona con una regién
de la -caveolina proxima a la membrana. Esta -regién - también contiene
informacién para la formacién de homooligémeros. En el esquema se muestra un
dimero de caveolina (Couet et al, 1997). Sl SRITERS TN

Por su especial composicién lipidica, se consideran a las caveolas como un tipo
concreto de rafts; microdominios de la membrana enriquecidos’ en
glicoesfingolipidos 'y colesterol que se- asocian con" proteinas-especificas
excluyendo ofras (Simon et al, 1997; Harder et al, 1997; Kurzchalia et al.
1999). La formacidn de estos rafts se debe a la fuerza mecdnica derivada de: la
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interaccién lipido-lipido. Se los considera como plataformas de concentracién
de moléculas de sefializacién o de moléculas con un mismo destino en la célula.
La primera evidencia de la existencia de ‘los, rafts, se ha basado en estudios
biofisicos y-en el uso de métados de extraccién con detergentes no-iénicos
como el Triton X-100 o el CHAPS. Usando esta .técnica, -algunos lipidos:y
proteinas como la caveolina, se encuentran en una fraccién de baja densidad
que puede ‘ser aislada .por centrifugacién en . gradientes de sacarosa
(Sargiacomo et al, 1993; Kurzchalia et al, 1992). Estudios -recienfes sugieren,
sin.embargo, que estos métodos pueden conducir a resultados artefactuales
(Harder et al, 1997;. Kurzchalia et al, 1995; Parton et al, 1996), por lo que
actualmente se usan habnfualmen‘re mednos hbres de - de‘rergem‘es en el
aislamiento de caveolas. - : : o g

Son muchas las pr'o’remas implicadas en. senahzac:on m’rr'acelular asocnadas a
caveolas. Entre. ellas se encuentran la familia de las quinasas :Src, las sintasas
de éxido nitrico, los receptores EGF-R, PDGF-R, la fosfolipasa Cy, la protein
quinasa C, Ras y la subunidad Ga de las proteinas 6 (Ritter et al, 1995; Ying et
al, 1992) sugiriendo para las caveolas, un papel de procesamiento e integracién
de la informacidn proveniente del medio extracelular (Anderson et al, 1993b).
La caveolina, puede interaccionar directamente con estas proteinas via una
regién conservada de 20 aminodcidos (caveolin scaffolding). Couet et al, 1997,
han identificado recientemente, un motivo de unién a caveolina presente en la
mayor parte de las proteinas localizadas en las caveolas. Este dominio de union
(caveolin binding motifs GXDOXXXX® y OXXXXDXX®, siendo, @ un residuo
aromdtico) estd presente en muchas subunidades o y en los dominios quinasa de
distintas clases de protein quinasas.

Experimentos in vitro, sugieren que las distintas caveolinas presentan
interacciones funcionales especificas con la subunidad o de las proteinas G,
subunidad con actividad 6TPasa, modulando el ciclo GTP/GDP. propio-de dicha
subunidad.(Tang et al, 1996, Scherer et al, 1996, Li et al, 1995). Polipéptidos
derivados de la caveolina-1:inhiben la disociacién del GDP de la subunidad «
manteniendo inactiva la proteina G (Li et al, 1995), por el contrario, aquellos
que derivan de la caveolina-2 estimulan la actividad 6TPasa de la subunidad
de la proteina Go (Scherer et al, 1996). Regiones andlogas de la caveolina-3
suprimen o estimulan dicha achvrdad dependaendo de Ia concentracién del
péptido (Tang et al, 1996). - Lo "

La-funcién de las caveolas s:gue siendo un tema en dnscus:on Estdn |mphcadas
en la-internalizacion de moléculas pequefias en un proceso llamado potocitosis.
Las caveolas, por. sus caracteristicas lipidicas, son el lugar preferido de
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localizacién -de -las proteinas ancoradas. a :la membrana plasmdtica -via
glicosilfosfatidilinositol (&PI-proteins). Algunas de estas proteinas;iactdan
como vehiculos de captura de pequefias moléculas y iones a nivel. de:las
caveolas, conduciéndolos  al -.interior: celular via transportadores o' canales
embebidos en la membrana  (Anderson et al, 1992, 1993a). Este es el caso del
folato. La liberacién al citoplasma de folato por un transportador -especifico,
estd mediada por un ciclo de internalizacién via caveolas (Smart et al, 1995).

La gran abundancia de caveolas en el endotelio vascular, sugiere su particpacion
en procesos de transcitosis (Schnitzer et al, 1993). Algunos receptores de la
superficie de las células endoteliales, participan en la transferencia de
macromoléculas desde el ‘lumen vascular a espac:os subendo?eha!es via
caveolas. (Simionescu et al, 1972) ERET T e
El papel de las caveolas en procesos de mfernahzaaon de recepfores es, qunza
el. mas  controvertido ya que cldsicamente la' endocitosis por vesiculas de
clatrina ‘se ha considerado- la principal via.  Sin.embargo, se han: descrito
procesos de endocitosis independientes de clatrina para una gran variedad.de
células y para distintos tipos de moléculas: sacarosa, ferritina (Oliver, 1982;
Van Deurs and Nicausen, 1982), ricino (Van Deurs et al, . 1990), concavalina-A
(Hansen et al, 1991), toxinas (Montesano et al, 1982; Tran et-al, 1987),
lipoproteinas de: baja densidad - (Mommaas-Kienhuis et al, 1985), virus
(Kartenbeck et al, 1989) proteinas-GPI (Keller et al, 1992; Bamezai et:al,
1992). Aunque-ho estd claro el tipo de vesicula no revestida que parhcnpa en
todos estos procesos, todo parece involucrar a las caveolas, - : :
Estudios recientes, han considerado el papel de las caveolas en: la
internalizacidn de receptores acoplados a proteina G. Roettger et-al, 1995, han
descrito dos rutas de internalizacién para el receptor de colecistoquinina, que
implicarian vesiculas recubiertas de clatrina y vesiculas no revestidas (smooth
vesicles) que podrian ser caveolas. Estos autores ' hipotetizan .que: la
internalizacion mediada por clatrina. representaria la ruta: de endocitosis
cldsica mientras que las vesiculas no. revestidas podrian. representar
reservorios para una posterior y rdpida resensibilizacién dada la proximidad de
estas vesiculas a la membrana plasmdtica. También existe controversia acerca
del tipo de vesicula que conduce a la-internalizacién de los receptores B-
adrenérgicos y. los muscarinicos. Mientras Raposo et al, 1989, muestran
evidencias de una internalizacion del receptor 8z-adrenérgico en células A431,
via vesiculas no-revestidas, von Zastrow and Kobilka en sus trabajos de 1992
demuestran la internalizacion del receptor mediante vesiculas de: clatring en
células 293. Del mismo- modo, para el receptor m2-muscarinico Feron et-al ,
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1997, demostraron: una. traslocacion del receptor. a . caveolas ' tras.-la
estimulacion con agonistas mediante téchicas de -centrifugacion isopicnica e
inmunoprecipitacion ‘usando. radioligandos mientras: que el - receptor ml-
muscarinico internalizaria via vesicluas de clatrina (Tolbert and Lameh, 1996).
Estos datos. sugieren que el tipo de vesicula implicado en la internalizacién.del
receptor puede depender del tipo celular estudiado. - :

1. 2. 3. 2. Endocitosis del receptor A; de adenosina.

Los fenémenos .involucrados en la  desensibilizacion del: receptor A;. de
adenosina han sélo parcialmente estudiados. Por ejemplo, se conoce con cierto
detalle que la fosforilacidn: juega un- papel .importante en este: proceso. El
receptor A; de adenosina contiene en el tercer y segundo-bucle intracelular,
sitios consenso de fosforilacién para PKA y PKC (Olah et al, 1992; Stiles,
1992). En células DDTiMF-2, la incubacién con el agonista R-PIA induce
fosforilacién del receptor -rdpidamente (5 min de incubacién). Los aminodcidos
que aparecen fosforilados tras la-incubacion con R-PIA, son residuos de Ser y
Tyr (Saura et al, 1998), mientras que la fosforilacién del receptor en estas
células via la estimulacién de la PKA y la-PKC resulta en Thry Ser. Tanto la
exposicion. crénica a R-PIA como-la activacion de PKA y ‘PKC: conduce a la
clusterizacién y desensibilizacién funcional del receptor, por lo que es probable
que sea la fosforilacién en Ser la mds smpor‘ram‘e para que fengan lugar‘ esfos
fenémenos. . ST

También tras 5 min de exposncuon a R PIA ‘es evudenfe en celulas DDTiMF-2
una pérdida de funcionalidad del receptor (disminucién de la acumulacion de
inositoles fosfato IP3z y movilizacién de Ca* intracelular) (Ciruela et al, 1997).
A tiempos mds prolongados (15-45 min) los receptores se agregan y acumulan
en.zonas especificas de la membrana (c/usters) y se observa una:reduccién
tiempo: dependiente del nimero de centros de unién del agonista en'la
membrana plasmdtica, siendo a las 48 horas de preincubacién con R-PTA del 50
% (Ciruela et al, 1997). Un fendmeno parecido'se observa en células granulares
de cerebelo (Hettinger-Smith et al, 1996; Vendite et al, 1998). Si la exposicién
al agonista se prolonga durante horas, se produce una-disminucién dependiente
del tiempo y.de la dosis, de los centros de union (~. 45 %) y del estado de alta
afinidad (30.%), ademds del desacoplamiento funcional del receptor A; y-de la
adenilato ciclasa en estas células del cerebro. (Hettinger-Smith et al, 1996;
Vendite et al, 1998). Si estas células se incuban durante 24-48 h con el
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agonista, no se:observan cambios en’la concentracién de mRNA del receptor,
pero si un aumento de receptores A; en la fraccién ‘microsomal, lo que
explicaria que la dow-regulation del receptor tendria lugar a nivel
postranscripcional, posiblemente via lisosomal (Vendite et al, 1998).-

Aunque se haya estudiado-el proceso de desensibilizacidn, se desconoce en
gran:medida si este proceso conlleva la internalizacion del receptor-y las:vias
de endocitosis implicadas. Parece que la internalizacion por agonistas de gran
‘parte de los: receptores acoplados aproteinas G, tales como :B2-AR (von
Zastrow and Kabilka, 1992), el 5-HT2a de serotonina (Berry et al, 1996), el
NK1 de neuroquinina (Bshm et al, 1997), los D1 y D2 de dopamina (Ozaki et al,
1994), el de hormona luteinizante (Hoxie et al, 1993) y el de trombina (Ghinea
et al, 1992) tiene lugar via vesiculas de clatrina. El receptor A; de adenosina,
se ha encontrado en vesiculas de clatrina -de .cerebro de rata; tanto
constitutivamente -como tras el tratamiento /n vivo con agonistas R-PIA
(Gonzalez-Calero et al,-1992; Ruiz et al, 1996) pero se desconoce si las
vesiculas de clatrina estdn amphcadas en la endoca‘rosus del recep’ror A1 de
manera generahzada SR PP : g :

13 ADENOSINA DESAMINASA

Tal como se’ ha descrito en el apartado 1.1 la célula dispone de diversos
mecanismos que permiten regular la concentracién de adenosina extracelular
que actda como hormona capaz de activar a 'los receptores de adenosina.
Prdcticamente todas las células disponen de transportadores especificos para
nucledsidos que permiten, la eliminacién o la aparicién de adenosina en el medio
extracelular. Ademds se ha descrito, la presencia en la superficie celular de
ectoenzimas capaces ‘de Pproducir adenosiha extracelular -a  partir de
nucledtidos purinicos. La accién de estos enzimas estd contrarestrada por la
existencia de ADA unida a la membrana plasmdtica, ecto-ADA, con capacidad
para degradar la adenosina extracelular (Franco et al, 1990; Aran-et al, 1991).
El papel dela ecto-ADA ‘en la homeostasis' de la adenosina extracelular es un
hecho aceptado en la actualidad: Sin embargo, estudios recientes otorgan a la
ecto-ADA ademds un papel ' extraenzimdtico' como coestimulador celular “al
interaccionar con otras proteinas de membrana’ como los receptores: Al de
adenosina o el CD26 ‘alcanzando este enzima la categoria de" proteina
multifunzional de membrana (révisado por Franco et al, 1997, 1998)
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1. -3.1. CARACTERIZACION. MOLECULAR'Y CINETICA DE LA ADENOSINA
DESAMINASA. = F i g e

La adenosma desammasar:‘esfc’x codificada por un-tnico gen: localizado:en el
cromosoma 20 (Tischfield et al, 1974). La clonacién y posterior secuenciacién
de la:ADA humana (Daddona et al, 1984; Wiginton et al, 1986) demostré: que
este enzima estd formado por 362 aminodcidos con-un peso molecular de 41
kDa. La secuenciacion-de la ADA murina (Yeung et .al, 1985)'y.la de E._ ol
(Chang et al, 1991) mostré una identidad del 33%'y una. homofogca del- 50 %
entre el enzima de estos mamiferos y la-ADA bacteriana. - i S
A finales de la década de ‘los' 60:se puso. de manifiesto la exns’rencm de
diferentes patrones electroforéticos para la: ADA (Spencer et al, 1968).
Hisrchhorn et al, 1994, concluyeron que la sustitucion de una Asn por un Asp
era la responsable. del polimorfismo genético de la ADA, siendo:este cambio
coherente  con. la menor . migracién : electroforética: de ::las.' bandas
correspondientes al llamado fenotipo 2 (Asp) respecto al fenotipo 1 (Asn).:
Wilson et al, 1991, mediante difraccién de rayos X han conseguido determinar
la estructura cristalina de la ADA murina unida a un inhibidor (6(R)-hidroxil-
1,6-dihidropurina; HDPR) con una estructura quimica similar al intermediario
tetrahédrico. Estos estudios han permitido conocer.la situacién éxacta del
centro activo y de los residuos aminoacidicos que intervienen en la reaccién
(Asp®®, Asp?®, y Glu?") y ademds han evidenciado que.un ién Zn?" interviene
como. cofactor en la reaccién (Wilson et al, 1991; Wilson and Quiocho 1993;
Mohamedali et al, 1996; Sideraki et al, 1996) L : :
La estructura secundaria de la ADA estd formado por un dommm de hehce
a/barril con ocho ldminas paralelas B centrales y:ocho hélices o adicionales
(Wilson et al, 1991). Esto repre'senta'unq. estructura terciaria muy compacta,
caracterizada por la presencia de aminodcidos hidrofilicos en su superficie
pero también en su parte mds externa  hay dommlos pequenos de aminodcidos
hidrofébicos (Figura 13) , e

La ADA (EC.3.5.4.4) es un enzima del me’rabohsmo purlmco :que.., cm‘ahza la
reaccién de desaminacidn-irreversible de la adenosina 0.2’ -desoxiadenosina en
inosina y.2” -desoxiinosina respectivamente (Conway.and Cooke, 1939 ). La ADA
es un enzima: de comportamiento michaeliano; con una Kn para-la adenosina de
10-100uM . segin el organimo y. algo:. ligeramente menor para la..2’-
desoxiadenosina (Van-Der Weyden and Kelley, 1976; Fonoll et al, 1982;
Martinez et al, 1984; Lupidi et al, 1992). El mecanismo de reaccién; es una
adicidn-eliminacion con dos etapas (Figura 14).
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Figura 13. Estructura tridimensional de la ‘adenosina desaminasa.(a)

Estructura tridimensional de la ADA segin Wilson et al. (1991) En verde se muestra el centro
activo donde se une la adenosina. (b). Estructura glomerular de la ADA.Los aminodcidos
hidrofilicos se representan en color morado mientras que los hidrofébicos en amarillo.
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Figura 14. Reaccion catalizada por la adenosina desaminasa

La primera consiste en el ataque de una mdlecula de agua sobre la adenosina,
formdndose un intermediario tetahédrico, que en una segunda etapa por
eliminacién de amoniaco, rinde la inosina (Frick et al, 1986; Wolfense and Frick,
1986). La etapa limitante de la reaccién, es la formacién del intermediario
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tetrahédrico (Kurz et al, 1985, 1987) y mds concr‘e’ramen?e la pr‘ofonac:on del
m?rogeno 1 de'ld‘adenosina. (Orozco et al;1989). -t o T
En la-caracterizacién cinética de la. ADA, se han uhlzzado tr'es tcpos de
mh«bndores de’'la acﬂvrdad enzcma'hca El pmmer' tipo. son mhnbsdor‘es ana!ogos
a la adenosina tales como la; mosma y la ‘nebularina. Son. mhubadores que
conservan el anillo purinico, de’ 'npo rever‘ssble compeﬂ‘hvo y con una K, similar
a'los valores de. la K de la- adenosma Den‘rr-o de este grupo’ el mhnbsdor‘ 9-
(eritro- 2 hidroxi- 3-noml) adenina (EHNA) y sus demvados hsdrox:!ados son los
mds: poTem‘es con una K; del orden de nanomoiar' (Vargeese et al, 1997) El
segundo tipo lo constituyen los- mhubldor‘es analogos del estado de transicién
tales como la ‘coformicina: (Nakamur'a et al, 1974) y su ana!ogo la 2°-
desoxncoformncana (DCF) (Padua et al, 1990 Marrone ef al, 1996) y -el. 6(R)-
hidroxil-1, 6- duhtdropurma ribonucledsido (HDPR) Son los inhibidores de la
ADA mds potentes que existen, siendo de cardcter irreversible. Los valores
descritos para la constante de inhibicién son inferiores a nanomolar (Showalter
et al, 1983En el caso de la 2’ -desoxicoformicina, se ha comprobado que la
unién de la molécula al enzima da lugar a un complejo reversible, con una
constante de disaciacién de 100 uM, pero un cambio conformacional posterior,
provoca la unién irreversible del inhibidor al enzima.). Finalmente el tercer tipo
de inhibidor son los cationes divalentes como el Cd* el Cu* y el Hg® que
inhiben parcialmente o totalmente la actividad enzimdtica de la ADA
probablemente por interaccionar con ciertos residuos aninoacidicos como la
cisteina (Schrader et al, 1990).

1. 3. 2. DISTRIBUCION TISULAR DE LA ADENOSINA DESAMINASA.
ECTO-ADENOSINA DESAMINASA.

La adenosina desamina presenta una amplia distribucién en todos los tejidos de
las especies estudiadas hasta el momento. La mayor actividad especifica se
detecta en el tracto gastrointestinal (duodeno, estémago y yeyuno) y en los
orgdnos linfdticos (timo y bazo). Por el contrario, la tiroides, el rifidn, el
corazén, el higado y el misculo esquelético, poseen concentraciones mucho
menores de este enzima (Van der Weyden and Kelley, 1976; Trotta et al,
1979).

Estudios realizados por Spencer et al, 1968 y pos’reriorm‘enfe por Carsdn etal,
1987, demosfmron la existencia de diferentes formas de este enzima; asi, en
los érganos con mayor actividad enzimdtica aparecna una forma de bajo peso
molecular (40kDa) mientras que, en los otros tejidos, aparecia una forma de
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elevado peso molecular (~200kDa). La existencia de la ADA de.elevado peso
molecular quedé explicada al descubrirse una proteina con capacidad para- unir
ADA de bajo peso molecular que se denominé proteina de unién de ADA (ADA
binding protein, ADAbp) (Hirschhorn et al, 1975; Van der Weyden and Kelley,
1976). Esta proteina, cuya funcionalidad no se conocia en el momento de su
descubrimiento, es un dimero cuyas subumdades 'nenen un peso molecular de
106 kDa (Daddona and Kelley, 1978). : SEIRLINE SN SO
En células sanguineas se detecta una gran expr‘eszon de ADA En lmfoc:tos Y
monocitos su concentracion-es 10 veces superior-a la detectada en pulmén y
musculo. En linfocitos, un 80 % corresponde a ADA monomérica'y un'20 % a
ADA -unida ‘a ADAbp (Ungerer et al, 1992), mientras que en eritrocitos, tan
sélo se encuentra la forma de peso molecular de: 36 40- kDa (Schr'ader et aI
1979; Daddona and Kelley, 1977). - : e e P
Durante mucho tiempo se ha cons:der‘ado que la adenosma desammasa es un
enzima exclusivamente citosdlico; sin'embargo,.a finales de los afios ochenta se
sugirié la -existencia de una forma ‘del enzima extracelular,; Adenosina
desaminasa unida a la membrana plasmdtica (ecto-ADA). Numerosos estudios
bioquimicos -e..inmunocitoquimicos han'demostrado  la existencia de ADA de
superficie o ecto-ADA en eritrocitos (Franco et al, 1990), en plaquetas (Franco
etal, 1990), en linfocitos (Dinjens et al, 1986, Aran et al, 1991; Martin.et:dl,
1993), en células endoteliales coronarias (Meghji et al,.1988):. y en: Tubulo
proximal de rifién (Blanco et al, 1993; Schrader et al, 1994). -~ SRR

No se han podido detectar diferencias moleculares o'de ac‘nvzdad'enz:mahca
entre la ADA citosélica y la ecto-ADA. Cabe tener en cuenta, ademds, que
solamente se ha encontrado un gen que codifique para-la ADA rindiendo una
proteina de 36-44 kDa, esto sugiere que ambas proteinas, el enzima citosélico
y el de membrana plasmdtica, no difieren en su secuencia aminoacidica. - - -

1. 3 3 PROTEINAS DE UNION DE LA ECT O- ADA CDZé Y
RECEPTORES A1 DE ADENOSINA ' o

La adenosma descmmasa no presem‘a dommsos transmembrana, es dec:r no se
trata de una.proteina integral de ‘membrana; sin embargo; tal como hemos
descrito en: el apartado - anterior, se-ha demostrado su':presencia en- la
membrana plasmdtica de ‘una.gran variedad de células. Este hecho- permitié
formular la hipétesis que la ecto-ADA estd anclada a la superficie celular a
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través: de una protema de unién que actuaria como recepfor o vehccu!o de
anclaJe e L o ,

1 3 3 1. El CDZ6 como molecula de union. de Ia ecfo ADA (ADAbp)

Taf como . se ha descm‘ro en el aparmdo 1 3. 2 medmn‘re ’recmccs de
cromatografia de filtracién en gel y cromatografia de -afinidad, se habia
puesto de manifiesto la existencia de dos formas  moleculares de la ADA, la
forma monomérica de 36-44-kDa y la forma de mayor peso molecular que no
era sino consecuencia--de la inferaccion :del enzima monomérico con una
glicoproteina soluble denominada. proteina de unién de ADA o ADA binding
protein. (Van der Weyden and Kelley, 1976; Schrader et al, 1979).En la primera
mitad de la década de los noventa se demostré que la ADAbp presentaba
actividad dipeptidil petidasa IV (DPPIV) (EC3.4.14.5) y se comprobd que-se
trataba de'la misma proteina que el CD26, un antigeno de diferenciacién de
linfocitos T (Kameoka et a! 1993 Mcmson et al 1993 De Meester et a!,
1994). .

El CD26/ADAbp/DPP: IV es.un dlmer'o de peso moleculur del or'den de 200 kDa
(cada subunidad con un peso de 106 kDa), capaz de unir dos moléculas de ADA
(Daddona and Kelley; 1978), y con distinto grado de glicosilacién segin la
especie-considerada (Schrader et al, 1979). Distintos' grupos:de investigacién
han clonado los cDNA que:codifican para el CD26 humano, de.rata y de ratén
(Marguet et al, 1992; Tanaka et al, 1992; Yaron and Naider, 1993). El CD26, es
una sialoglicoproteina ‘integral de membrana constituida por un dominio
intracelular ‘'de 6. aminodcidos, una regién transmembrana.de 22 aminodcidos y
un dominio. extracelular de 738 aminodcidos en el que se loca!iza e! centro
activo y el sitio de unién de la ADA (Fleisher, 1994) (Figura 13) -
La capacidad del CD26 de interaccionar directamente con la ADA Se puso de
manifiesto en linfocitos T mediante técnicas de coinmunoprecipitacion y
citometria de flujo usando -anticuerpos especificos (Kameoka et al, 1993;
Morrison et al, 1993 De Meester et al, 1994). La actividad catalitica ya sea
del CD26 ya de la ADA, no son esenciales para la in'remccién alostérica de
ambas proteinas (Dong et al, 1996; Jeanfavre et al, 1996).. .

Si bien el CD26 se expresa de forma constitutiva en un gran nimero de celulas
(epiteliales del intestino, tibulo proximal de rifidn, placenta y cerebro) (Trotta
1982; -Stein et al, 1989) en linfocitos T su expresién estd -altamente regulada.
En linfocitos T de sangre periférica su.expresién es baja pero ésta aumenta
tras la activacién de las células T (Fleisher, 1987). La activacién de los
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linfocitos, también producea un incremento en la expresién de :la ecto-ADA
Jum‘amen’re con otros morcadores Imfoca?amos (Mar"rm eT al 1993)

1 3. 3 2 EI CD26 como molecula de adheslon

La gran canhdad de nombres con: Ios que se desngna al CDZ6 (DPP IV,
glicoproteina de la biomatriz del higado de rata, THAM:Tp103 y proteina de
unién.de la- ADA) refleja las variadas funciones del CD26 y las miltiples
interacciones en las que participa. Como se ha descrito en el apartado anterior,
el CD26 tiene capacidad para-unir ADA, pero ésta noes la dnica molécula con la
que puede:interaccionar. Torimoto.et al, 1991 y Fleisher en 1995 demostraron
la. interaccion del CD26 con el CDA45. Puesto que:el Cd45 -es.una tirosin
fosfatasa y un regulador positivo de la sefializacion via TCR, esta’asociacién
entre el CD26 y el CD45 puede 'ser responsable:de los efectos estimuladores
del €D26:implicandolo en la regulacién de la sefial de transduccién en células T.
(Fleischer et al, 1994). Hay evidencias (Bernard et al, 1994; Braday-Kalnay ‘and
Tonks, 1995) que lmpllcan el CD45 en el com‘rol de la adheswn celular a dos
niveles: g e TG R : o
-En senales que r'egulan la adhes:on dependnem‘e de mtegr'mas

-.En su unién a integrinas que pueden modular la adhesién. : \ :
No se conoce con exactitud: el ligando que, unido-al CD45, puede ac’ruar'
favoreciendo la adhesidn,. pero puesto..que varios. autores han' descrito la
asociacién :CD45/CD26 no:se puede descarfar que es‘re u!hmo Tengc un’ pape!
importante en la adhesién. IR S :
Por' otro lado, el CD26 puede: mteraccuonar ‘con moleculas de la matriz
extracelular (Neubert et -al, 1995; Ohkubo et al, 1994) sugiriendo que puede
ejercer.una funcién adicional como molécula de adhesién. celular (Léhster:et-al,
1995). En-este sentido se ha demostrado que el CD26 interviene en la unién de
los linfocitos T helper a coldgeno (Chen et al, 1994; Fleisher, 1994) y tiene un
papel relevante en la interaccién de los hepdtocitos con la matriz extracelular.
El CD26, en este caso, se une a la fibronectina favoreciendo la interaccién
entre los hepatocitos y la matfriz extracelular (Piazza et al, 1989). La
metdstasis, es un proceso por el cual células cancerigenas establecen nuevas
colonias tumorales en érganos secundarios. Parece .ser que el CD26, mediante
su actividad exopeptidasa, estd -implicado en procesos de metdstasi
favoreciendo la degradacién de la ‘matriz- extracelular, principaimente
fibrinégeno y coldgeno y, por tanto, permitiendo la migracidn de las células
cancerigenas a otros tejidos. (Chen et al, 1994). El CD26, también participa en
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la interaccién de células:cancerigenas de mama'y préstata con el endotelio del
pulmén, facilitando la metdstasis  y, por tanto, .la-propagacién del -tumor.
Johnson et al, 1993, propusieron que la capacidad del CD26 de unir
fibronectina estaria implicada en:este proceso ya que en:las lineas tumorales
de mama (R3230AC-MET) y préstata (RPC-2) que estudiaron encontraron
numerosas células decoradas con gran cantidad de fibronectina en relacién con
las . .células no “tumorales. Estos autores formularon la: hipétesis: que la
fibronectina, se uniria a la superficie de las células tumorales via moléculas de
integrinas y-que la expresién de fibronectina estaria up-regulada en las células
tumorales. Estudios preliminares parecian ademds indicar que la fibronectina
de.la superficie celular podria servir como un intermediario de adhesién entre
las. mTegrmas de Ius células: Tumomles y el CD26 del endofeho capllar (J' ohnson
et al, 1993). - = § : :

El.uso de: am‘ncuerpos anh-d:pephdll pephdasa IV bloquea Ia adhes:on de
células tumorales al-endotelio, inhibiendo la metdstasis al pulmén (Chen et al,
1994). Esto parece. indicar.que el-centro-de reconocimiento de la fibronectina
esté relacionado con el centro. activo del CD26. Sin-embargo, a este respecto
existe cierta controversia. El CD26 presenta tres regiones distintas:en su
dominio extracelular:. una ‘region altamente: glicosilada, una regién rica en
cisteinas y la regién carboxi-terminal ~donde - se localiza = la -actividad
exopeptidasa. Se ha demostrado que anticuerpos dirigidos contra la regidn rica
en cisteinas inhiben: la- unién. del CD26 al coldgeno- (Léhster et al, 1995)
mientras que la inhibicién de la actividad catalitica; no afecta a dicha.unién.
Por otfro lado, el sitio de unién entre la fibronectina de hepatocitos:'y el D26
es distinto. .del centro catalitico,.ya que inhibidores de la actividad DPP IV
intensifican . la . interaccién, probablemente  porque causan ‘un: cambio
conformacional del enzima que la'favorece (Piazza et al, 1989). El CD26 parece
pues ser una molécula multifuncional en la que sus dnfer'en‘res domlmos esTan
involucrados en funcuones dls'rmfas SR T

1.-3. 3. 3. El receptor A; de adenosina .como proteina de anclaje de la
- - ecto-ADA. Implicacién de la. ecfo-ADA como. modulador' del
recepfor' Ay de adenosina. SR SR
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Si bien existen evidencias contundentes que la ecto-ADA se une al CD26 (ver
subapartado 1.3.3.1) en algunos tejidos de determinadas. especies se ha
demostrado que ambas - proteinas no codistribuyen. ‘Mediante - estudios
inmunocitoquimicos, se ha demostrado que no colocalizan en corteza de rifién
humano, de ratén, de ratay de conejo (Schrader et al, 1994; Dinjens et dl,
1989). ‘Asimismo, en cerebro de conejo, el CD26 se concentra en .neuronas
mientras que la ADA, se concentra en células de la oligodendroglia y. células
endoteliales de vasos sanguineos (Schrader et al, 1987). : SRR
Por otro lado, el CD26 murino es incapaz de unir ADA de su ‘propia'especie y de
cualquier otra (Dinjens et al, 1989) al igual que ia ADA murina es incapaz de
interaccionar .con el CD26 de diferentes especies. Asi, el CD26 de conejo
puede unirse a la-ADA de. conejo, a la humana o a la:de mono, pero no: puede
unir ADA murina o de cobaya (Schrader et al, 1990). Puesto que la ecto-ADA
muestra un papel relevante en el metabolismo extracelular, estos resultados
sugerian que quizd podian existir otras proteinas, distintas del CD26 con
capacidad de unir y anclar ADA en la membrana plasmatica.~ =~ i
Experimentos recientes realizados en nuestro laboratorio: han demostrado que
el receptor A; de adenosina puede actuar como proteina de anclaje de la ADA
(Ciruela : et. al, 1996, Saura .et -al, 1996, Saura: et -al, 1998). La
inmunoprecipitacién del receptor A; de adenosina de extractos solubles de
membranas de’ corteza cerebral de cerdo o de células de musculatura lisa de
hamster DDTiMF-2, .coinmunoprecipita una banda de 44 kDaque corresponde a
la ADA. Ademds, extractos solubles de receptor A; de células:-DDTi-MF2
quedan retenidos en un 60% en una columna de afinidad: de:ADA-Sepharosa.
Estos datos indicaban que al menos en estos dos smtemas ambas molecu!as
eran capaces de interaccionar. . :
Ciruela et al, 1997, mediante Tecmcas de mmunocnfoqunmlca demosfrcron que
en células DDT;-MF2 se observa una baja colocalizacion entre:el €D26 y la
ADA de la superficie celular, mientras que la colocalizacién entre el receptor
A de adenosina y la ADA es alta, siendo por tanto el receptor A; de adenosina
el que actia como vehiculo -de cmclaJe de la ‘ADA de la superﬁae de estas
células. oo . coee P
La interaccién entre e! receptor Ay y la ecto- ADA es mdependten‘re de la
actividad catalitica del enzima pero depende de la conformacién que éste
adopte. Mientras la inhibicion de la ADA con Hg® no impide
coinmunoprecipitarla con el receptor:Aj de adenosing, la inhibicién.con R-DCF
imposibilita la coinmunoprecipitacién de los complejos Ai/ADA (Saura et al,
1996). Ello es debido a que la R-DCF estabiliza a la enzima en su estado de
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transicion (Marrone et al,  1996),: adop?ando uha conformacson crmca pcr'a
interaccionar con el receptor A; de adenosina.- R I
Un hecho importante puesto de manifiesto. por nuesfro gr'upo de mveshgac:on
es que la ADA al interaccionar con el receptor A; modula su funcionalidad. ‘Asi
en membranas de corteza cerebral de cerdo'y en células DDTi-MF2 la
aparicién del estado de alta afinidad por agonistas del receptor sélo ocurre en
presencia:de ADA. En membranas’ exhaustivamente lavadas a' las que no se
adicona ADA el receptor muestra dnicamente el estado de baja afinidad
(Ciruela et al; 1996, Saura et al, 1996). Estos resultados sugieren que la ADA
potencia la interaccién entre el receptor Ay su:correspondiente proteina 6
incrementando la afinidad por los ligandos. En células DDT;-MF2 la activacién
del receptor A;de adenosina con agonistas ademds de producir una disminucién
del- AMPc conduce a aumentos en:los niveles de IP3.y de €a%. (Gerwins et al,
1990; Gerwins and Fredholm, 1992; Dickenson and Hill, 1993) los cuales se
incrementan en mds de cuatro veces por adicién de ADA en el medio. El efecto
estimulador de la ‘ADA en la produccién- de' segundos  mensajeros es
independiente de suactividad catalitica; ya ‘que una inhibicién con Hg®" no
repercute en la accién del enzima (Ciruela et al, 1997). La unién de la ADA dl
receptor Al acelera el proceso de desensibilizacién inducido por agonistas. La
ADA potencia la clusterizacién del receptor en la membrana y la fosforilacion e
internalizacion del receptor en células DDTiMF-2 (Saura et al, 1998). - .-
Estos datos han.permitido elaborar un modelo de interaccién en. el que, en
ausencia de ADA, la unién de la adenosina.-o andlogos :al receptor As de
adenosina, estaria cinéticamente desfavorecida asi como también lo estaria la
transduccion :de la sefial. En estas condiciones no se produciria una mdxima
sefializacién ni una rdpida desensibilizacién del receptor aunque la
concentracion de - adenosina en el medio fuese extremadamente .alta (por
ejemplo tras una hipoxia) por falta del enzima que la degrada: Si hay ADA en el
medio la interaccién con el receptor conduciria a un cambio conformacional del
receptor que haria mds.efectiva la unién del ligando, la unién con la proteina G;
y por tanto una efectiva transduccion de la sefial para concentraciones de
adenosina mds moderadas por la presencna de ADA en el medio ex’rracelular'
(revnsnon anco et al, 1997) SRR :

1.4, RECEPTORES DE DOPAMINA.
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