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-~ (Abreviaturas utilizadas )

AC: adenilato ciclasa

ACTH: hormona adenocorticotrofina

AMPc: adenosina monofosfato ciclico.

ANP: péptidos natriurético tipo A

ATP: adenosina trifosfato

BNP: péptidos natriurético tipo B

CNP: péptidos natriurético tipo C

FDEs: fosfodiesterasas

GC: guanilato ciclasa.

GCp: guanilato ciclasa particulada

GCGs: guanilato ciclasa soluble

Gi: proteina G inhibidora

GMPc: guanosina monofosfato ciclico

Gs: proteina G estimuladora

GTP: guanosina trifosfato

NO: Oxido Nitrico

NOS: 6xido nitrico sintasa

NPR-A: receptor tipo A de péptidos natriuréticos
NPR-B: receptor tipo B de péptidos natriuréticos
NPR-C: receptor tipo C de péptidos natriuréticos
PKA: proteina quinasa A

PKG: proteina quinasa G

SERCA 2: Bomba de calcio ATPasa del reticulo sarcopldsmico de tipo 2
\_ VASP: fosfoproteina activada por vasodilatadores

~ ( sintesis Inicial

ros, es fundamental para regular la actividad celular.

los niveles de los nucleétidos ciclicos.

pertensién sistémica y pulmonar, aterosclerosis e hipertrofia cardiaca.

\péutica de tales patologfas.

La transmisién de informacién desde el medio extracelular al intracelular, mediante la generacién de segundos mensaje-

La activacién de un receptor por un ligando activa ciclasas que generan AMPc y GMPc; estos estimulan proteinas
cinasas especificas en compartimentos celulares selectivos y regulan diversas funciones fisiolégicas, como las del sistema
cardiovascular. Finalmente, las fosfodiesterasas controlan la terminacién del efecto, regulando temporal y espacialmente

La disfuncién en cualquier nivel de las vias de senalizacién puede originar enfermedades cardiovasculares, como hi-

Los fdrmacos que modifican a las proteinas involucradas en la transduccién de sefiales son de utilidad para la tera-

~

/
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INTRODUCCION

La postulacién de segundos mensajeros como mediadores en
la transmisién de sefiales celulares le valié el Premio Nobel
de 1971 en Fisiologfa/Medicina al Dr. Earl W. Sutherland,
quien en 1957 descubrié las AC y su producto, el AMPc.1
Ashman y colaboradores, en 1963, agregaron al GMPc
como segundo mensajero y en 1969 se identificé la enzima
GC.? Actualmente, se conoce que més del 20% del genoma
humano codifica para proteinas relacionadas en la senaliza-
cién intracelular.?

La estimulacién de una via de sefalizacién altamente or-
ganizada necesita la unién de un ligando a un receptor a
través del cual se generan segundos mensajeros, los que, a su
vez, estimulan diversas proteinas involucradas en la sefaliza-
cién intracelular.’ La sefial finaliza por accién de diferentes
proteinas que regulan los niveles de los segundos mensajeros

involucrados (fig. 17-1).

SUPERFAMILIA DE NUCLEOTIDOS
CICLASAS

Comprende a las AC y las GC, que transforman los nucled-
tidos lineales trifosfato ATP y GTD, respectivamente, en nu-

cleétidos monofosfato ciclicos AMPc y GMPc.* Mientras
que para la AC existen proteinas interpuestas en la trans-
misién de la senal (proteinas G), para las GC es la misma
proteina la que se comporta como receptor y posee actividad
catalitica.?

ADENILATO CICLASAS

Se identificaron nueve isoformas de AC (AC1-AC9) unidas
a membrana (particuladas) y una isoforma soluble, con dis-
tintas propiedades regulatorias. Las isoformas particuladas
poseen una actividad basal que puede incrementarse o dis-
minuirse por unién a una GS o Gi, respectivamente.’ Otras
isoformas (AC3-5) fueron identificadas en vesiculas lipidicas
(caveolas) produciendo localmente AMPc en microdomi-
nios de la membrana celular.>

AMPc

La unién de un ligando extracelular a un receptor acopla-
do a proteina G permite que esta regule a las isoformas de
AC, y active un dominio catalitico. Las AC transforman el
AMP en segundo mensajero AMPc, cuyo blanco efector es
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Figura 17-1. La unién del ligando a un receptor acoplado a proteina G activa la adenilatociclasa (AC) ubicada en su proximidad y genera
AMPC (parte izquierda de la figura). La concentracién y distribucion local del gradiente de AMPc esta limitada por las fosfodiesterasas (FDE).
El segundo mensajero AMPc activa a la enzima proteina quinasa A (PKA) que es la encargada de fosforilar la proteina blanco para desencade-
nar la respuesta celular. Las estructuras subcelulares pueden incorporar a la proteina quinasa A (PKA) a través de su anclaje mediante una
proteina de especifica (AKAP), mecanismo que sirve para localizar y limitar el conjunto de la via a una zona definida cercana a la proteina
blanco. Por su parte, la via del GMPc (parte derecha de la figura) implica la union de un ligando a su respectivo receptor de membrana (con
actividad de guanilato ciclasa particulada, GCp) o en bien en forma directa a la GC soluble (en caso del oxido nitrico, NO). La activacién de la
GC genera GMPc como segundo mensajero de sefializacion, el que activa a su vez a la enzima proteina quinasa G (PKG) que es la encargada

de fosforilar la proteina blanco para desencadenar la respuesta celular.
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la PKA. La generacién de AMPc es especifica y dirigida, y
finaliza mediante el control temporal y espacial ejercido por
FDEs.* Este control comprende la siguiente secuencia de
eventos: 1) el efecto de AMPc se realiza por fosforilacién de
proteinas que son sustrato de la PKA; 2) la PKA, co-localiza-
da con las FDEs, fosforila y activa a estas tltimas; 3) la FDE
activada degrada al AMPc y finaliza la sefal, estableciendo
un mecanismo de retroalimentacién negativa.® (fig. 17-1).

PROTEINA QUINASA DEPENDIENTE
DE AMPc

La PKA es un heterotetrdmero compuesto por dos subu-
nidades cataliticas unidas no covalentemente a un dimero
regulatorio, cuyo ensamble forma las isoformas PKA-I y
PKA-II.3>

El AMPc se una a dos sitios (A y B) en cada subunidad
regulatoria. La unién de cuatro AMPc, dos a cada subunidad,
induce cambios conformacionales que generan un dimero
regulatorio con cuatro moléculas de AMPc enlazadas y dos
mondmeros cataliticos. Asi, las subunidades cataliticas se acti-
van y fosforilan residuos serina y treonina en proteinas blanco
especificas.®

La ubicacién subcelular de la PKA estd determinada por
el anclaje de las subunidades regulatorias a las proteinas
AKAPs (A kinase anchoring proteins). La PKA-T es soluble
y citoplasmdtica, y la PKA-II es particulada y confinada a
estructuras subcelulares y anclados en compartimentos por
las AKADPs.>©

Las proteinas AKAP

Se unen a la PKA y a las FDEs, colocalizdndolas en un com-
partimento subcelular para permitir que la PKA fosforile
solo a proteinas cercanas a su entorno, regulando asi tempo-
ral y espacialmente los eventos sefializados por PKA. En car-
diomiocitos, la AKAP se une tanto a la FDE-4D3 como a la
PKA-II en la regién perinuclear.® Esta co-localizacién PKA/
FDE permite el control espacial de la sefializacién PKA me-
diante su anclaje a AKAP y el control temporal, mediante la
terminacién de la senal AMPc por las FDEs."¢

Procesos celulares y funciones organicas
reguladas por la via AMPc-PKA

La senalizacion AMPc-PKA regula numerosos procesos fi-
sioldgicos celulares, como ser: el ciclo celular, proliferacién y
diferenciacion celular, regulacién dindmica de los microtd-
bulos, condensacién de cromatina, ensamblaje de la envol-
tura nuclear, regulacion del transporte intracelular y flujo de
iones en précticamente todos los tejidos.> Regula también
la exocitosis en células epiteliales polarizadas e incide asi en
patologfas como la diabetes insipida y mellitus, la hiperten-
sién, tiroideopatias y asma. Es la principal via de senaliza-
cién de los receptores B-adrenérgicos del sistema cardiovas-
cular y del tejido adiposo. Estd implicada en la regulacién de

la esteroidogénesis, la funcién reproductiva, la modulacién
de la respuesta inmune y otros efectos evocados por hormo-
nas, neurotransmisores y diversos ligandos paracrinos.?

Las sustancias enddgenas que senalizan a través del AMPc
pueden impactar sobre la regulacién de la presion arterial de
las siguientes maneras:

Directa: como las catecolaminas (noradrenalina, adrena-
lina y dopamina renal a través de los receptores § y D1
respectivamente), las hormonas tiroideas, las prostaglan-
dinas, la renina, la vasopresina y la angiotensina II.
Indirecta: TRH y TSH (a través de la liberacién de hor-
monas tiroideas), CRH y ACTH (a través de la liberacién
de cortisol).

La prolactina, las gonadotrofinas hipofisarias, paratohor-
mona, calcitonina y glucagon no inciden sobre la presién
arterial, pero sefializan por la misma via.!*¢

AMPc y funcion cardiovascular

La estimulacién de receptores P-adrenérgicos activa una
proteina Gs que estimula a la AC y produce AMPc, que, a
su vez, activa a la PKA. Esta fosforila proteinas relacionadas
al acoplamiento éxcito-contrictil como los canales de calcio
tipo L, el receptor de rianodina, la troponina I y la proteina
C acoplada a miosina, regulando el flujo de calcio. Ademis,
la PKA fosforila la proteina fosfolamban, que regula la acti-
vidad de SERCA2 ¢ incrementa la recaptacién de calcio al
reticulo sarcopldsmico, proceso alterado en la insuficiencia
cardfaca. Tanto el receptor beta como los canales de calcio
tipo L estdn asociados a las proteinas AKAPs presentes en
el corazén.?

Regulacién de otros procesos

Las hormonas ACTH, luteinizante y foliculo-estimulante
regulan la biosintesis de esteroides en glindula suprarrenal
(cortisol) y génadas (estrégenos, progesterona y testoste-
rona) a través de AMPc-PKA. La biosintesis de esteroides
implica un aumento AMPc-dependiente de la liberacién de
colesterol a partir de lipidos de membrana y su transporte a
la mitocondria para proporcionar el sustrato para la citocro-
mo P450scc.?

La metabolizacién de los triglicéridos a dcidos grasos li-
bres (lipdlisis) es la principal ruta metabdlica para liberar la
energia almacenada. En adipositos, este proceso se incre-
menta por fosforilacién de la lipasa hormonosensible de-
pendiente de PKA. Las catecolaminas se unen a receptores
f-adrenérgicos, estimulando la lipdlisis y la termogénesis,
via AMPc-PKA o la cascada de la MAP-cinasa, a través de
proteinas Gs y Gi, respectivamente.?

La fosforilacién reversible por PKA y PKC de proteinas
especificas aumenta la secrecidon de insulina por las células
beta pancredticas. El efecto del AMPc depende del acopla-
miento de la PKA con la proteina AKAP79.
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La fosforilacién por PKA también regula la reabsorcién
tubular de agua. La hormona antidiurética estimula recep-
tores de las células principales de los tdbulos colectores, pro-
duciendo AMPc y activando la PKA, que fosforila directa-
mente al canal de agua (acuaporina-2), translocdndolo desde
vesiculas intracelulares a la membrana apical, sin alterar la

permeabilidad.?

GUANILATO CICLASAS

Comprenden una subfamilia integrada por la GCp, asociada
a la membrana plasmdtica y la GCs, localizada en el citosol.”
Las dos GC se interrelacionan para regular la homeostasis
vascular y otros procesos GMPc-dependientes.

Las GC presentan homologia estructural con la AC y otras
proteinas con actividad de tirosina-fosfatasa y tirosina-cinasa.”

Los ligandos que se unen a las GC producen un cambio
conformacional que activa la zona catalitica del extremo car-
boxilo terminal mediante la formacién de un homo o hetero-
dimero, segtin se trate de la GCp o la GCs, respectivamente.®”

Guanilato Ciclasas particuladas

En mamiferos existen siete isoformas denominadas GCp
A-G, en forma monomérica u homodimérica, siendo siem-
pre la forma activa un homodimero.

Las GCp-A y GC-B se localizan en endotelio vascular,
corazén y rindén y son estimuladas por los péptidos natriu-
réticos ANDE, BNP y CNP. Los dos primeros se unen a la
GCp-A y el tercero a la GCp-B, denominados receptores
NPR-A y NPR-B, respectivamente. Existe un tercer receptor
(NPR-C) que carece de actividad GC intrinseca, por lo que
no altera los niveles de GMPc.

Las GCp presentan en su estructura un dominio extra-
celular de unién a ligandos, un segmento transmembrana y
un dominio intracelular citoplasmdtico compuesto por un
subdominio homdlogo de cinasa (que contiene la regién a la
que se une el ATP mediante un efecto alostérico y aumenta
la activacién de la GC) y otro catalitico (que presenta el si-
tio activo con actividad GC para la sintesis del GMPc). La
unién de los péptidos natriuréticos al dominio extracelular
produce cambios conformacionales que generan las sefiales
de transduccién transmembrana.”

La GCp C estd en intestino y rifién y es estimulada por
la enterotoxina termoestable bacteriana y la guanilina. Las
restantes GCp (D a G) carecen de agonistas conocidos y se
ubican en bulbo olfatorio, retina, pulmén, intestino y mus-
culo esquelético.”

Guanilato Ciclasas solubles

La GCs es una hemoproteina citosdlica formada por dos
subunidades (o y ). En el ser humano, se expresan los he-
terodimeros 11 y el a232; el primero es la forma activa y
mayoritaria, que coexiste con homodimeros inactivos en un
equilibrio fisiolégico.

El principal activador endégeno de la GCs es el NO, que
se une al grupo hemo (protoporfirina IX unida a ion ferro-
so) de la subunidad 1. El complejo Fe-NO formado altera
la conformacién molecular de las subunidades y produce el
efecto catalitico que activa a la GCs.

Tal como la GCp y la AC, las GCs, se localizan en célu-
las mesenquimales y endoteliales, controlando la actividad
vascular. Se encuentran también en las plaquetas e inhiben
su activacién.?

GMPc

Cuando se estimulan las GC, se incrementa el GMPc, ac-
tivando diversos sustratos, como la PKG, canales idnicos y
FDEs, amplificando y regulando la cascada de senalizacion
intracelular (fig.17-1).%7

La via de senalizacién GC-GMPc modula procesos fisio-
légicos relacionados con la regulacién de la presién arterial,
como la relajacién del musculo liso (sistema cardiovascular),
la natriuresis y diuresis (riién) y la neurotransmisién perifé-
rica y central (sistema nervioso).®

PROTEINAS CINASAS DEPENDIENTES DE
GMPc

Se identificaron dos PKG (I y II), con diversas isoformas. La
PKG-I tiene una isoforma o y una f3 y es el isotipo principal
en el sistema cardiovascular. La PKG-II se expresa en células
yuxtaglomerulares, tdbulos proximales renales, mucosa in-
testinal, cerebro y huesos.

Ambas PKG existen como homodimeros con estructu-
ras idénticas. Cada mondmero presenta tres dominios fun-
cionales: el amino terminal, uno regulador y uno cinasa. El
primero modula la homodimerizacién de PKG, suprime la
actividad del dominio cinasa en ausencia de GMPc e inte-
ractda con proteinas especificas. Cuando el GMPc se une al
dominio regulatorio, la PKG sufre cambios conformaciona-
les que producen la desinhibicién del dominio cinasa ejerci-
do por el dominio amino terminal, y fosforila entonces una
serina/treonina de las proteinas sustrato.

La ubicacién subcelular de las PKG depende de la modi-
ficacién del extremo amino terminal. Asi, la acetilacién de la
PKG-I la hace soluble y de localizacién citosélica, mientras
que la miristoilacién determina su asociacién a membrana.’

REGULACION DEL SISTEMA
CARDIOVASCULAR POR GMPc

La disfuncién en cualquier nivel de la via de senalizacién
por GMPc es un factor patolégico en muchas enfermedades
cardiovasculares, como hipertension sistémica y pulmonar,
aterosclerosis, disfuncién del musculo liso, insuficiencia co-
ronaria, hipertrofia cardfaca, cardiomiopatia dilatada e in-
suficiencia cardiaca. La sefializacién disfuncional del GMPc
también origina un metabolismo mitocondrial alterado,
presente en las cardiopatias.”
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En las células del musculo liso vascular, la sefializaciéon
GMPc-PKG regula la motilidad celular, la migracién y la
proliferacidn, procesos vitales para la angiogénesis y la per-
meabilidad vascular. Por otro lado, la PKG-I estimula la re-
lajacién muscular al reducir el Ca?* citosdlico libre por fos-
forilacién del receptor del inositol trifosfato, inhibicién de
la liberacién de Ca* o incremento de su compartimentaliza-
cién intracelular. Activa también a la fosfatasa de la cadena
ligera de la miosina y a canales idnicos, disminuyendo mds el
Ca* intracelular y produciendo la relajacién muscular.

Finalmente, en miocitos aislados de ratones knockout
para PKG-I se demostré que los andlogos de GMPc care-
cen de efecto sobre la fuerza de contraccién del miocardio,
mientras que en animales normales la reducen.®

Hipertension

La liberacién de NO regula el tono de los vasos a través del
GMPec. Las situaciones que disminuyen los niveles de NO
incrementan la resistencia sistémica y la presién arterial.
Esto se observa en modelos experimentales de deficiencias
de enzimas de senalizacién por NOS, de atrapamiento por
mayor produccién de anién superéxido, de desacoplamien-
to de la NOS endotelial (elevada expresion de enzima y re-
ducida produccién de NO) y deplecién del cofactor tetrahi-
drobiopteridina o de su biodisponibilidad.

Farmacolégicamente, se puede inducir vasodilatacién por
aumento de GMPc mediante el uso de firmacos activado-
res de la GC, como nitratos, dadores de NO o activadores
hemo-dependientes o independientes.

FOSFODIESTERASAS DE NUCLEOTIDOS
cicLicos

Segtin la secuencia aminoacidica, especificidad por el sustra-
to, caracteristicas reguladoras alostéricas y propiedades far-
macoldgicas, se identificaron once familias de FDEs (FDE-1
a 11) con mds de 50 isoformas diferentes. Cada una rompe
el enlace fosfodiéster de los nucleétidos ciclicos (formando
GMP o AMP lineal) y regula los niveles intracelulares, fina-
lizando la accién de estos.®!°

Las FDEs acttian sobre uno o ambos nucleétidos ciclicos
¥, a su vez, pueden ser activadas o inhibidas por ellos, gene-
rando mecanismos de retroalimentacién. En este sentido,
las FDEs-4, 7 y 8 son especificas para AMPc; las FDEs-5,
6y 9 para GMPcy las FDEs-1, 2, 3, 10 y 11, para ambos.
Por otra parte, el GMPc regula la actividad de FDE-2, 3, 5
y 9y el AMPc de las FDE-1 y 4. Como ejemplo, el GMPc,
al unirse a dominios regulatorios del extremo amino ter-
minal de la FDE-2, cambia su conformacién, y aumenta
su actividad enzimdtica por el AMPc. En los canales de
calcio tipo L de cardiomiocitos (responsables de los efectos
cronotrépicos ¢ inotrépicos producidos por estimulaciéon

del receptor B-adrenérgico, y la consecuente activacién de
la via AMPc/PKA), al activarse la FDE-2, el GMPc puede
reducir la senal del AMPc y afectar la funcién cardiaca, por
lo que la accién dual de esta FDE permite mediar negati-
vamente un entrecruzamiento (crosstalk) entre las vias del
GMPc y del AMPc.

Al encontrarse las FDEs localizadas y reclutadas en com-
plejos multiproteicos de compartimentos subcelulares, esta-
blecen gradientes locales de AMPc y GMPc que contribu-
yen a la especificidad temporal y espacial de la sefializacién
del nucleétido ciclico y a la finalizacidn de sus efectos. Por
ejemplo, pese a la baja expresién de FDE-8 en cardiomici-
tos®, su localizacién subcelular le permite regular el efecto
del AMPc sobre el proceso excitacidon-relajacién y modular
los niveles intracelulares de Ca*".

La FDE-5 hidroliza selectivamente GMPc, regulando la
contracciéon del musculo liso. En miocitos, esta FDE mo-
dula la respuesta hipertréfica por sobrecarga de presién, la
remodelacién posinfarto y la senalizacién de supervivencia
celular y apoptosis asociadas a isquemia/reperfusién. Por su
parte, la FDE-3 de accién dual regula la contraccién vy rela-
jacion cardfaca via canales de calcio tipo L e interviene en el
cambio fenotipico del musculo liso vascular y la respuesta
al estrés.””

La inhibicién farmacoldgica de las FDEs (con sildenafil,
vardenafil, tadalafil, etc.) es sugerida para el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares como la hipertensién pulmo-
nar, aterosclerosis e insuficiencia cardfaca crénica y para otras
patologias, como asma, enfermedad pulmonar obstructiva
crénica, trastornos neuroldgicos y disfuncién eréctil.*!
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