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RESUMEN

Los estudios iniciales acerca de los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) sugerian que los mismos no interactuan con otro
tipo de receptores, o bien lo hacen con miembros de su propia familia. Recientemente, este concepto ha cambiado, ya que existe
evidencia cada vez mas abundante, de que interactian con otras clases de receptores, diversificando asi sus funciones y su capacidad
para responder a los estimulos del entorno. El proceso mediante el cual un receptor desencadena cascadas de sefialamiento a partir
de un segundo receptor, en ausencia de sintesis de proteinas, se ha denominado “transactivacion”. En esta revision se analiza
la transactivacion de algunos receptores transmembranales, los mecanismos intracelulares involucrados, y sus repercusiones
fisiopatologicas, utilizando como ejemplo a los receptores activados por proteasas (PARs). Estos fueron de los primeros receptores
en los que se demostro este tipo de interaccion, asi como su participacion en una gran variedad de procesos fisiologicos, debido
a su capacidad para relacionarse con una gran variedad de proteinas de la membrana. La diversidad de funciones que deriva de
las interacciones entre los receptores incrementa el nivel de complejidad de sus cascadas de sefialamiento, y representan una gran
oportunidad para el desarrollo de nuevos protocolos terapéuticos.
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Coordinated activation of cell surface receptors: physiological repercussions.

ABSTRACT

For a long time, G-protein-coupled receptors (GPCRs) were considered monomeric and only occasionally interacted with other
receptors, mainly members of their own family. This concept has recently changed, and there is ever-growing evidence that this is
not the case, thus diversifying their function and ability to respond to the environment. The process by which a membrane receptor
triggers signaling pathways from a second one in the absence of protein synthesis is referred to as “transactivation”. This brief
review will focus on the intracellular mechanisms and physio-pathological implications of the transactivation process, emphasizing
its participation in the regulation of protease-activated receptors (PARs). These were among the first GPCRs for which receptor-
receptor interaction was described, thus amplifying their function in a wide variety of tissues and contexts. This new level of
molecular interrelation among receptors represents a great opportunity for the development of new therapeutic protocols.
Keywords: GPCRs, Protease-activated receptors, transactivation, signal transduction.
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INTRODUCCION
os receptores transmembranales son proteinas

! integrales de lamembrana plasmatica de las células,

cuyafuncion principal es comunicar las variaciones
en el ambiente extracelular hacia el interior de
la célula. Por medio de estas proteinas, las células pueden
adaptarse a las condiciones cambiantes del entorno, ¢ incluso
transmitir sefiales para inducir cambios en las células vecinas.
Entre las moléculas extracelulares que inducen estos cambios
estructurales, se ha identificado hormonas, neurotransmisores,
citocinas, factores de crecimiento, moléculas de adhesion
o nutrientes que, al unirse a sus receptores en la membrana
promueven cambios en la actividad metabdlica de la célula.
A este proceso de transmision de sefiales hacia el interior de
una célula, se le conoce como “transduccion de sefiales” y es un
proceso mediante el cual se activa una cascada de sefialamiento
que se inicia con proteinas asociadas al receptor y puede llegar
hasta el ntcleo para modificar la expresion de otras proteinas
con las que lacélularesponde alos diferentes estimulos (Alberts
et al., 2002).

Los receptores transmembranales se clasifican en 3 tipos:
GPCRs (receptores acoplados a proteinas G), receptores con
actividad enzimatica (en gran parte, cinasas de tirosina o de
serina/treonina), o receptores acoplados a canales iénicos. Los
primeros, como su nombre lo indica, estan unidos mediante
su porcion citoplasmica a proteinas pequefias que tienen la
capacidad de hidrolizar GTP (de ahi su nombre: proteinas
G); y son éstas las que inician la cascada de sefialamiento
al interior de la célula. Por mucho tiempo se consider6é que
este tipo de receptores actuaba de manera autonoma, es
decir, sin necesidad de interactuar con otros receptores del
mismo tipo para comunicar sefiales al interior de la célula.
Como veremos mas adelante, este concepto esta cambiando
(Alberts et al., 2002).

Se ha demostrado que algunos GPCRs forman complejos
constitutivos que consisten en subunidades monoméricas
idénticas (homoémeros) o distintas (heterémeros). El
descubrimiento de la multimerizacion de GPCRs implica un
nuevo nivel de diversidad en las cascadas de sefialamiento
desencadenadas, y aumenta los mecanismos que modulan la
funcion de estos receptores tanto en condiciones fisiologicas
como patoldgicas. La heteromerizacion, es decir, la capacidad
de interaccion entre receptores de distinto tipo, podria
ser responsable de la generacion de receptores definidos
farmacoldgicamente paralos que hasta ahorano se haidentificado
ningun gen (Bai, 2004).

Como ejemplo de la capacidad de los GPCRs de interactuar
con otros tipos de receptores, abordaremos en esta revision a
los Receptores Activados por Proteasas (PARs por sus siglas
en inglés). Estos receptores, como su nombre lo indica, se
activan por proteasas extracelulares, principalmente la trombina

sanguinea, pero también por otras proteasas que cortan su
extremo N-terminal para activarlos (Han & Nieman, 2020).
Este corte desenmascara una nueva secuencia que actiia como
ligando del mismo receptor (Figura 1A). Los PARs se expresan
en la superficie de muchos tipos de células: neuronas, células
del sistema inmune, miocitos, plaquetas, células endoteliales,
fibroblastos, etc. (Peach et al., 2022). Estos receptores integran
una pequena familia de receptores acoplados a proteina G, que
incluye a 4 miembros (PAR1-4) identificados por la similitud
de su secuencia. Puesto que pueden ser activados por una gran
variedad de proteasas, en contextos celulares muy diversos, que
van desde la cascada de coagulacion, hasta las proteasas del
tracto digestivo, estos receptores estan involucrados en procesos
tan diversos como la inflamacion, la hemostasis, la reparacion
tisular, el dolor y la progresion del cancer (Ossovskaya &
Bunnett, 2004); mismos que revisaremos a continuacion.

Los PARs interactian tanto con los miembros de su propia
familia, formando homodimeros o heterodimeros (Lin et al.,
2013); asi como con otros tipos de receptores en un proceso
llamado “transactivacion”. Este término se usa para referirse
a “la activacion de un receptor, que conduce rapidamente y
en ausencia de sintesis de proteinas, a la estimulacion de un
segundo receptor en la membrana celular” (Little et al., 2011).
En principio, un receptor puede transactivar a otro: Liberando
directa o indirectamente el ligando de otro receptor; o cuando
las cascadas de sefialamiento detonadas por un receptor se
entrecruzan con las de un segundo receptor, modulando
positivamente su actividad intracelular, sin la participacion de
un ligando (Cattaneo et al., 2014). Es importante mencionar
que este proceso es independiente de la sintesis de proteinas. Es
decir, aquellos procesos que implican una demora de decenas
de minutos o de horas para la sintesis de novo de factores de
crecimiento o citocinas, y que son sensibles a cicloheximida
o Actinomicina D, no se consideran como mecanismos de
transactivacion (Gieseler et al., 2013).

Dado el impacto potencial sobre los enfoques terapéuticos
actuales y futuros, de este tipo de interacciones entre los
receptores, en esta revision nos centramos en algunos ejemplos
de transactivacion de los PARs, para evidenciar la complejidad
del senalamiento a partir de GPCRs.

VIAS DE SENALAMIENTO INDUCIDAS POR LOS PARS
Los PARsactivan multiples vias de sefialamiento que dependen
tanto del contexto celular, como de las proteasas activadoras.
Adicionalmente, es importante sefialar que, debido a la
metodologia utilizada para estudiarlos, no es posible distinguir
si las vias de sefialamiento desencadenadas son generadas
por un mondémero o un multimero, a menos que los autores
tengan como propodsito original establecer esta distincion. Sin
embargo, tomando esto en cuenta, y a modo de introduccion,
en general, las vias de sefialamiento identificadas hasta ahora
son las siguientes:
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Figura 1. Mecanismo de activacion de los PARS. Panel A. Los PARs se activan por el corte proteolitico de su extremo N-terminal que
desenmascara al ligando. Panel B. Los PARS activan una gran variedad de vias de sefialamiento dependiendo del tipo de subunidad de

proteina G activada. Figura de elaboracién propia.

Los PARs, como parte de la superfamilia de los GPCRs, estan
acoplados a través de su dominio citoplasmico a cuatro tipos
de proteina Go:: Gy, estd involucrada en la activacion de la
Fosfolipasa C (PLC), que es responsable de la movilizacion de
Ca*" de pozas intracelulares y la activacion de la proteina cinasa
C (PKCQ). Go,, inhibe a la adenilil ciclasa (AC), en tanto que
Gao, la estimula. A su vez, los niveles del monofosfato ciclico de
adenosina (CAMP) modulan a la proteina cinasa A (PKA). La
activacion de Ga,,, 5 esta relacionada con la remodelacion del
citoesqueleto a través de RhoA y su cinasa activadora ROCK.
Adicionalmente, las proteinas G tienen otras dos subunidades,
By v, que actian conjuntamente para inducir la via de la
Fosfoinositol 3-cinasa (PI3K)/Proteina Cinasa B (Akt). Estas
vias de sefialamiento, a su vez, y dependiendo del contexto
fisiologico de cada tipo celular y/o de la proteasa activadora,
pueden modular la via de las cinasas activadas por mitdgenos
(MAPK) (Peach et al., 2022)(Figura 1B).

DiMERIZACION DE LOS PARs

Antes de analizar la interaccion de estos receptores con otros
de distintas familias o subtipos, es importante mencionar que
los PARSs interactiian con miembros de su propia familia. En
estudios iniciales las vias de sefialamiento se caracterizaron
sin considerar la posibilidad de multimerizacion, puesto que,
la formacion de complejos entre los GPCRs no se consideraba
fisiologicamente relevante. Estudios mas recientes, con el uso
de diversas metodologias, han demostrado que PAR1, PAR2
y PAR4 son capaces de formar homodimeros (PAR1-PARI,
etc.) (Chen et al., 1994; de La Fuente et al., 2012; Sevigny
et al., 2011); sin embargo, la relevancia fisiologica de estos
complejos no esta clara atin. Por otra parte, laheterodimerizacion
entre los PARs, asi como su importancia fisioldgica, ha sido
bastante estudiada. El primer heterodimero caracterizado fue
PAR3-PARA4. Este estudio surgidé como una manera elegante de
explicar como es que PAR3, que carece de cola citoplasmica
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acoplada al sefialamiento, podia ejercer una funcion en la
activacion plaquetaria en ratones. Este estudio es interesante
porque normalmente PAR4 tiene baja afinidad por la trombina,
pero su asociacion con PAR3, le confiere mayor afinidad, es
decir, estos receptores se activan con menores concentraciones
de proteasa (Nakanishi-Matsui et al., 2000)

De manera similar, PAR4 se asocia con PAR1 en las plaquetas
humanas. Sin embargo, esta interaccion es bastante mas
complicada, ya que involucra al receptor de adenosina
P2Y12 (Covic et al., 2000; Holinstat et al., 2006; Shapiro
et al., 2000) que se discutirda mas adelante (Figura 5B). La
activacion, ya sea de hPAR1 o de hPAR4, es suficiente para
desencadenar la secrecion de difosfato de adenosina (ADP)
y promover la agregacion plaquetaria, a diferencia del
heterodimero PAR4-PAR3 murino. PAR1 y PAR4 se acoplan
eficientemente a la via de sefializacion de Go, en plaquetas y
otros tipos de células (Covic et al., 2000). hPARI1, se activa a
bajas concentraciones de trombina (1nM), y genera un pico
rapido de salida de calcio de pozas intracelulares. En tanto
que hPAR4, se activa a concentraciones mayores (30 nM),
pero induce una salida sostenida de calcio. La coexpresion
de hPAR1 aumenta la afinidad de hPAR4 por la trombina,
aumentando, de esta manera, el intervalo de concentraciones a
las que este receptor funciona. También cambia la forma de la
curva de Ca**, donde se observa un pico generado por PAR1,
amplificado por la contribucion de PAR4 (Covic et al., 2000).
La activacion del dimero PARI-PAR4 induce, ademas, la
hidrolisis de fosfoinositidos, la fosforilacion de ERK y activaa
genes inmediatos tempranos (como fos) en células endoteliales
microvasculares, ademas de inducir vasorrelajacion en laaorta
de raton (Kataoka et al., 2003)(Figura 2A).

El heterodimero PAR1-PAR2, ha sido muy estudiado en el
endotelio vascular y el sistema circulatorio. En este caso, el
corte del extremo N-terminal de PAR1 por la trombina, le
confiere la capacidad de unirse y activar a un PAR2 cercano.
Este mecanismo de activacién en trans, genera una respuesta
de sefializacion distinta de la inducida individualmente por
PAR1 o PAR2. La idea de que el corte de PAR1 desenmascare
una secuencia-ligando que pueda unirse para activar a un
receptor de tipo PAR2 vecino, se baso en estudios en los que se
observo que un péptido agonista que mimetiza la secuencia del
ligando generado al cortar PAR1, activa PAR2 conuna potencia
similar a la del péptido agonista nativo de PAR2 examinado en
el mismo sistema (Blackhart et al., 1996). La interaccion de
PARI con PAR?2 ha sido confirmada mediante técnicas como
la coinmunoprecipitacion, FRET (Transmision de energia de
resonancia o transferencia de energia de resonancia de Forster),
yBRET (Transmision de energia de resonancia bioluminiscente)
(Kaneider et al., 2007a; Lin & Trejo, 2013). Los PARs regulan
la funcion vascular en condiciones normales y patologicas
(Alberelli & de Candia, 2014). La sepsis es una respuesta

inflamatoria sistémica caracterizada, entre otras cosas, por una
coagulacion exacerbada. En estas condiciones patologicas, la
sefializacion de PAR 1 cambia de vascular disruptiva a protectora
como consecuencia del aumento de la expresion de PAR2
inducida por los mediadores inflamatorios, que se generan en
las etapas tempranas de este proceso (Alberelli & de Candia,
2014). Las sefiales inicialesde PAR 1 estdn mediadas por Ca*"y
porlaactivacion de RhoA (Komarovaetal.,2007); mientras que
la interaccion con PAR2 activa a Go; y a Racl para promover
la proteccion de la barrera endotelial (Feistritzer et al., 2005;
Kaneider et al., 2007b). Estos hallazgos demuestran que la
sefalizacion del heterodimero PARI-PAR2 difiere de la del
protomero PAR1 (Figura 2B).

Por otra parte, Shi et al., (2004) demostré que la trombina
estimula la movilidad de las células de melanoma humano
a través de la activacion del dimero PAR1-PAR2 (Shi et al.,
2004). Congruente con lo anterior, la activacion de este dimero
también aumenta la migracion de las células de cancer de
prostata (Shi et al., 2004).

De manera similar a lo que ocurre con los heterodimeros PAR 1-
PARZ2, la dimerizacion de PAR 1 con PAR3 puede tener efectos
protectores o disruptores en el epitelio vascular dependiendo
de la proteasa involucrada en la activacion. La trombina
induce un incremento en la permeabilidad vascular, ya que la
interaccion de PAR1 con PAR3, favorece el acoplamiento de
PAR1 con Gas, lo que, a su vez, promueve la disfuncion de
la barrera endotelial. Por otra parte, la proteasa anticoagulante
“proteina activada C” (aPC) ejerce un efecto protector en estas
células ya sea por activar a PAR3 directamente, o bien, a través
de la interaccion con el receptor endotelial de la proteina C
(EPCR), que en conjunto con PARI induce un mecanismo
citoprotector tanto en el endotelio vascular (Burnier & Mosnier,
2013; McLaughlin et al., 2007), como en podocitos murinos
(Figura 2C). En este caso, se desconoce cudl es el mecanismo
involucrado en el sefialamiento, y inicamente se sabe que la
caveolina puede estar involucrada (Madhusudhan et al., 2012).
La interaccion de PAR1 con PAR3 ha sido demostrada por
BRET (McLaughlin et al., 2007).

TRANSACTIVACION DE RECEPTORES PROMOVIDA POR
Los PARs

La transactivacion de receptores fue descrita por primera vez
en 1996 sugerida por la observacion de que el receptor para el
factor de crecimiento epidérmico (EGFR) se fosforila como
respuestaalos agonistas de GPCRs como laendotelina, el acido
lisofosfatidico o latrombina (Daubetal., 1996); lo que implica
un entrecruzamiento de los mecanismos de estimulacion de
los diversos tipos de receptores en la membrana. Los GPCRs
pueden estimular el sefialamiento y actividad de varios tipos
de receptores, ademas de los receptores acoplados a cinasas
de tirosina (RTKs) como el EGFR; también se ha visto que
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Figura 2. Heterodimerizacion de los PARS. Panel A. El heterodimero PAR1/PAR4 seiiala principalmente a través de la activacion
de la subunidad G,, que induce una elevacién de calcio intracelular. Las flechas negras sefialan la via de activacion en comiin para
este heterodimero, en tanto que las flechas azules sefialan el mecanismo involucrado en la agregacion plaquetaria y las flechas rojas,
aquel relacionado con la vasorelajacion de la aorta. Figura de elaboracion propia. Panel B. El sefialamiento de PAR1 participa en la
ruptura de la barrera endotelial; sin embargo, la dimerizacion con PAR2 promueve su interaccion con la subunidad G,;, y su efecto se
torna protector. Figura modificada de Lee-Rivera, et al. (Lee-Rivera et al., 2022). Panel C. El seiialamiento desencadenado por PAR1/
PARS3 puede tener efecto protector o disruptivo de la barrera endotelial dependiendo de la identidad de la proteasa activadora. Figura
modificada de Lee-Rivera, et al. (Lee-Rivera et al., 2022). Las flechas punteadas indican la presencia de mensajeros intermedios que no
necesariamente han sido identificados.

interactian con receptores acoplados a cinasas de serina/
treonina (RSTKs)(Chaplin et al., 2017), con otros GPCRs
(Wang et al., 2018), con los de reconocimiento de patrones
(PRRs) (Wang et al., 2018), e incluso con canales i6nicos
(Burke & Bender, 2019). A continuacion, utilizando alos PARs
como ejemplo, discutiremos algunas de estas interacciones
para ilustrar la importancia fisiologica y patoldgica que

pueden tener.

RECEPTORES ACOPLADOS A CINASAS DE TIROSINA
(RTKS)

Los RTKs son proteinas que contienen un solo dominio
transmembranal, un extremo extracelular, de estructura muy
diversa y cuya funcion es la uniéon de ligando, y un dominio
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citoplasmico, que contiene actividad intrinseca de cinasa de
tirosina. La mayor parte de estos receptores son monoméricos
en ausencia de ligando, que comunmente es un factor de
crecimiento. En algunos casos, forman dimeros enlazados
por puentes de disulfuro (Hubbard, 1999). Comtinmente, en
respuesta a la union de ligando, dos receptores se acercan y
cambia su configuracion, de manera que se autofosforilan
en residuos de tirosina, generando sitios de anclaje para las
proteinas de sefialamiento intracelular como son los dominios
SH2 o PTB (Hubbard, 1999).

La transactivacion del EGFR por PAR1 descrita por el grupo
de Ulrich (Daub et al., 1996) involucra un mecanismo que es
valido para otros RTKs como son los receptores para los factores
de crecimiento vascular endotelial (VEGFR), y el derivado
de plaquetas (PDGFR) (Cattaneo et al., 2014). Este proceso
involucra a las metaloproteinasas de la matriz extracelular
(MMPs) o a las metaloproteinasas de la familia ADAM, que al
ser activadas por el sefialamiento intracelular de PAR1 o PAR2
estimulan el corte proteolitico de proteinas de membrana cuya
porcién extracelular actia como ligandos para estos RTKs
(Figura 3A) (Cattanco et al., 2014; El-Daly et al., 2014; van
der Merwe et al., 2008).

Latransactivacion de los RTKs a partir de especies reactivas de
oxigeno (ROS) es interesante puesto que éstas pueden activar
cinasas de tirosina (acopladas a receptor o no) por diversos
mecanismos: Pueden alterar directamente las interacciones
proteina-proteina, modificar el estado de oxidacion de una
cisteina critica para el sitio catalitico de las fosfatasas de tirosina,

o pueden estimular la degradacion de proteinas reguladoras
que inhiben la actividad de cinasa de tirosina (Cattaneo et al.,
2014). Un ejemplo de esto es la activaciéon de la cinasa Src
por PAR1, que induce la fosforilacion de p47phox, subunidad
activadoradelaNADPH oxidasa (NOX) (Cattaneoetal.,2011).
Es importante aclarar que NOX esta localizada en la membrana
plasmatica y su actividad est4 altamente regulada y restringida
espacialmente, lo que es particularmente importante para la
transduccion de senales. Este complejo es capaz de generar
ROS a partir del NADPH como donador de electrones. Este
incremento promueve la oxidaciéon de las cisteinas del sitio
catalitico de proteinas fosfatasas de tirosina (PTPs), lo que tiene
como consecuencia un aumento en la actividad de las cinasas
de tirosina (PTKSs), que al fosforilar la region citosolica de los
RTKSs crean sitos de anclaje para proteinas de sefialamiento,
y desencadenan las cascadas (Figura 3B) (Cattaneo et al.,
2014). PDGFR, VEGFR, y c-Met son ejemplos de RTKs cuya
transfosforilacion a partir de ROS es promovida por un GPCR
(Cattaneo et al., 2018; Lei & Kazlauskas, 2014; Muflbach et
al., 2015). Por otra parte, el incremento de calcio inducido
por los PAR promueve la produccion de ROS de origen
mitocondrial, que se ha involucrado en la induccion de factores
proinflamatorios, sin embargo, no esta claro si este incremento
estd involucrado con la transactivacién de otros receptores
(Bang et al., 2021; Hawkins et al., 2007).

La activacion concertada de los RTKs a partir de los PARs es
compleja. Un ejemplo interesante descrito por Chandrasekharan
et al., involucra a PAR1, EGFR y VEGFR. En este trabajo
se observo que la fosfatasa MKP-1, un mediador clave en
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Figura 3. Transactivacion de RTKs. Panel A. El mecanismo clasico de transactivacion de los RTKs involucra el desprendimiento de
factores de crecimiento por la estimulacion de metaloproteinasas. Figura modificada de Lee-Rivera, et. al. (Lee-Rivera et al., 2022). Panel
B. Mecanismo de transactivacion los RTKSs a través del incremento de especies reactivas de oxigeno. Figura de elaboracién propia. Las
flechas punteadas indican la presencia de mensajeros intermedios que no necesariamente han sido identificados.
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la activacion de células endoteliales, se activa por trombina
como consecuencia de la activacion sinérgica de dos vias
de sefialamiento. La primera ruta involucra la activacion
de MAPK, a partir de EGFR. La segunda requiere de la
estimulacién de la cinasa N-terminal de c-Jun (JNK) y el
VEGFR-2 (Chandrasekharan et al., 2010). Es particularmente
interesante que el mecanismo de inducciéon de VEGFR es
un proceso que no depende de la secrecion del ligando al
compartimiento extracelular, sino de un proceso intracelular.
En este sentido, el hecho de que los 3 receptores no puedan ser
co-inmunoprecipitados, apoyalahipotesis de la transactivacion.
Este trabajo es particularmente importante, ya que demuestra
por primera vez, las interacciones entre tres receptores: PARI,
el EGFR y el VEGFR, cuya estimulacion concertada, conduce
alaregulacion transcripcional en este tipo de células, y subraya
la importancia de esta compleja interaccion de receptores en el
microambiente vascular.

Existe un cuerpo creciente de literatura que describe la
capacidad de PAR1 y PAR2 para transactivar al EGFR en
células de varios carcinomas incluyendo pulmoén (Kawao et
al., 2005a), riiién (Bergmann et al., 2006), colon (Darmoul
et al., 2004; Jarry et al., 2007; Van Der Merwe et al., 2008) y
cancer gastrico (Caruso et al., 2006; Fujimoto et al., 2010).
Adicionalmente, PAR4 tiene la capacidad de estimular
al EGFR y a ErbB-2 (un miembro de la misma familia),
mediante un mecanismo que involucra a la cinasa de tirosina
Src, a p42/p44 MAPK y a p38 MAPK en cardiomiocitos de
raton (Sabri et al., 2003). Se ha demostrado, asimismo, que
la estimulacion de PAR2 induce el entrecruzamiento de las
vias de sefialamiento del receptor del factor de crecimiento
de hepatocitos (HGF), y de c-Met en células de carcinoma
de higado, promoviendo asi la migracion e invasion celular
(Kaufmann et al., 2009, 2012).

Estos son solo algunos ejemplos que demuestran que la
activacion de los PARs puede promover la transactivacion de
una gran variedad de receptores acoplados a cinasas de tirosina,
y la importancia fisiopatologica de estas interacciones.

B) RECEPTORES ACOPLADOS A CINASAS DE SERINA /
TREONINA (RSTK)

Hasta la fecha, la mayor parte del trabajo relacionado con la
transactivacion de receptores inducida por los PARs se ha
enfocado principalmente en los receptores acoplados a cinasas
de tirosina discutidos en la seccion anterior. Sin embargo,
este paradigma de sefializacion puede extenderse para incluir
a receptores con actividad intrinseca de cinasa de serina/
treonina (RSTK) (Burch et al., 2010a, 2012; Little et al.,
2011). Al respecto, existe evidencia de que diversos GPCRs
pueden transactivar a la superfamilia de receptores del factor
de crecimiento TGF-B/activina/BMP, todos los cuales poseen
actividad de cinasa de serina/treonina y sefialan a través de
proteinas SMAD (para una revision, ver (Derynck et al.,

2001)). La transactivacion de los RSTK por PAR1 representa
casi el 50% de los genes regulados por este GPCR: 177 en
contraste con 209 activados por el sefialamiento PAR1-RTK
(Kamato et al., 2017), lo que demuestra la relevancia de este
tipo de interacciones.

Es importante mencionar que el mecanismo de transactivacion
inducido por PAR1 varia de acuerdo con el contexto celular; en
el caso de las células de musculo liso vascular no se requiere
de TGF-B, en tanto que, en células epiteliales de pulmén o
fibroblastos bucales, si se requiere (Burch et al., 2010b; Chang
et al., 2017; Jenkins et al., 2006). Al respecto, se han descrito
cuatro mecanismos que regulan el seflalamiento cruzado de
estos dos tipos de receptores (Figura 4): en el primero, PAR1
se une a las integrinas o, B¢, o, 0,3, 0 a5, las que a su vez
interactiian con el péptido asociado a la latencia (LAP). La
escision de este ultimo libera al TGF-f, que solo asi es capaz
de unirse a sus receptores y activarlos. El segundo mecanismo
activa la via de Rho/ ROCK através de PAR1, lo que, a su vez,
conduce a la fosforilacion de SMAD2/3 (Burch etal., 2012). El
tercer mecanismo resulta de la capacidad de PAR1 para generar
ROS, como se menciond anteriormente, solo que, en este caso,
el mecanismo involucra la activacion de la via Rho/ROCK que
esta involucrada en la fosforilacion de SMAD2 (Kamato et
al., 2019). El cuarto mecanismo involucra a cinasas de serina/
treonina intermedias, como pueden ser MAPKs, PI3K, CDKs,
ROCK o GSK3, que son capaces de fosforilar la una region en
SMAD?2/3 conocida como region enlazadora entre el extremo
N-y C- terminal. (Kamato et al., 2019). La fosforilacion en esta
region parece ser muy importante para la transactivacion del
TGFBRI1 apartir de otros tipos de receptores. En este sentido, la
activacionde laviade las SMADs estarelacionada con la sintesis
de proteoglicanos y glicosaminoglicanos (GAG) (Kamato et
al., 2020). Cambios en la estructura de estas moléculas estan
estrechamente ligados con su capacidad de unién a lipidos y su
acumulacion estarelacionada con laprogresion de enfermedades
como la ateroesclerosis (Kamato et al., 2020). Adicionalmente,
laacumulacion de proteoglicanos y GAGs juega un papel crucial
en la regulacion de la composicion de la matriz extracelular
y la adherencia de las células a la misma. En este sentido, es
importante recalcar que la alteracion de la via de Rho/ROCK
conduce a cambios en el citoesqueleto, que como consecuencia,
resulta en el descontrol de procesos como la transicion epitelio-
mesénquima, que es esencial para la transformacion de las células
cancerosas (Principe et al., 2017), asi como para la progresion
de enfermedades que involucran la fibrosis (Chungetal.,2013).
La desregulacion de Rho/ROCK genera circulos viciosos que
promueven, tanto la deposicion de matriz extracelular, como la
expresion de rasgos malignos, que exacerban patologias como
la fibrosis o la oncogénesis.

C) GPCRS: PROSTANOIDES Y RECEPTOR DE ADENOSINA
Los prostanoides son moléculas lipidicas derivadas de
eicosanoides (acidos grasos de 20 carbonos) que juegan un
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Figura 4. Transactiavacién de RSTKs. Se han identificado 4 mecanismos que convergen en la fosforilacion de SMAD2/3: El primero
(flechas negras) depende de la union a intergrinas y la escision del péptido de latencia (LAP) para generar TGFp. El segundo (flechas
rojas) depende de la activacion de G,;,,3; el tercero (flecha verde) de la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) que activan
a la via de Rho/ROCK; y el cuarto (flecha morada) de la activacion por cinasas intermedias de serina/treonina. Figura modificada de
Lee-Rivera, ef al. (Lee-Rivera et al., 2022). Las flechas punteadas indican la presencia de mensajeros intermedios que no necesariamente

han sido identificados.

papel muy importante en el sefialamiento local en los tejidos.
Las prostaglandinas (PGs) o el tromboxano A, (TXA,) son
prostanoides que participan en muy diversos procesos como
la coagulacion sanguinea, la proteccion de las células del
tracto gastro-intestinal, la secrecion de mucosidad, fluidos y
bicarbonato duodenal, la funcion renal, el tono vascular, y la
respuestainmune. Estas moléculas ejercen su funcion a partir de
laactivacion de receptores especificos acoplados a proteinas G.
Enparticular, laprostaglandina E2 activa alos receptores de tipo
EP2,EP3yEP4 (Dominguez,2006); en tanto que el tromboxano
A, actlia a través del receptor TP (Dominguez, 2006). Estas
moléculas se sintetizan a partir de acido araquidénico por las
ciclooxigenasas COX-1y -2 (Fitzpatrick, 2005). La COX-1 es
una enzima de tipo constitutivo, expresada en la mayoria de las
células y los tejidos; a diferencia de la COX-2, que es inducible
y juega un papel muy importante en los procesos inflamatorios
(Fitzpatrick, 2005).

Una gran parte del trabajo concerniente al efecto de la trombina
en estos procesos se enfoca en la induccion de la COX-2 por
PAR1yPAR2 (Trusevych & MacNaughton, 2015). Sinembargo,
el aumento en la expresion de esta enzima depende de la sintesis

de proteinas, por lo que los prostanoides liberados a tiempos
largos no se consideran producto de la transactivacion de
receptores. Por estarazon, nos enfocaremos en el mecanismo de
regulacion de la COX-1 por PAR1 y PAR2, aunque es preciso
aclarar que en algunos casos estos mecanismos involucran la
induccion de COX-2.

Tanto la sintesis de PGs, como la de TXA, dependen de la
sintesis de dcido araquidonico (AA) a partir de la fosfolipasa
A, (PLA,) inducida por PAR1 o0 PAR2. La activacion de esta
via puede depender de un aumento intracelular de calcio
(Sekiguchietal., 2007), o ser independiente (McHowat et al.,
2001); sin embargo, ambas vias convergen en la estimulacion
de las MAPKs (Kawabata et al., 2004; Kawao et al., 2005b;
Maeda et al., 2015; Sekiguchi et al., 2007). Por un lado,
la fosforilacion répida y transitoria de Erkl/2 conduce a
la activacion de la fosfolipasa A, y consecuentemente de
COX-1. Por otra parte, la induccion de la via de Src, a partir
de la transactivacion del EGFR induce a la MAP p38. Este
segundo mecanismo implica una demora en el sefialamiento,
puesto que involucra un aumento en la expresion de COX-
2 (Kawao et al., 2005b; Maeda et al., 2015). La activacion
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de una u otra via depende del contexto celular, pero ambas La activacion de los receptores de prostanoides por trombina
inducen la sintesis y liberacion de prostaglandinas a partir de conduce, dependiendo del contexto celular, a la inflamacion o
los PARs (Figura 5A) (Kawabata et al., 2004; Kawao et al., a la citoproteccion de vias aéreas (Asokananthan et al., 2002;
2005b; Maeda et al., 2015; Moriyuki et al., 2009; Sekiguchi Henry, 2006), a la modulacion de la actividad de las células del
et al., 2007). tracto gastrointestinal (Kawabata et al., 2008), a la agregacion
plaquetaria (Holinstat et al., 2011), etc.; y esta variedad de
En las plaquetas humanas, el receptor purinérgico P2Y12, que funciones deriva en la importancia de entender la complejidad
también es un GPCR, promueve la actividad procoagulante de las relaciones éntrelos PARs y este tipo de receptores.
inducida por trombina (Dorsam et al., 2004) al interactuar con
PAR1 y PAR4 y coordinadamente, inducir la generacion TXA, D) CANALES IONICOS
(Holinstat et al., 2006, 2011; Shankar et al., 2006). Como se En el sistema nervioso central, la trombina se activa como
discuti6 anteriormente, PAR1 y PAR4 estimulan a la Go,, que consecuencia de la ruptura de la barrera hematoencefalica
induce a la fosfolipasa C-f§ (PLCP), lo que da como resultado desencadenando efectos complejos sobre la salud neuronal
una elevacion de calcio intracelular, critico para la activacion como la neuroproteccion o la neurotoxicidad (Maggio et al.,
rio abajo de las cinasas Erk1/2 y la proteina cinasa C (PKC). 2013; Ruf, 2003; Veldhuis et al., 2015). De manera similar a
Esta ultima promueve la secrecion de difosfato de adenosina los efectos aparentemente contradictorios de los PARs en el
(ADP) de los granulos densos en plaquetas, que a su vez activa endotelio vascular, estos receptores activan diferentes vias de
al receptor P2Y12. Este receptor estd acoplado a G, y su seflalizacion en multiples tipos de células en el cerebro (Ruf,
estimulacion potencia la via de las MAPK iniciada por PAR1 2003). Algunos de los efectos neuronales mediados por PAR1
y 4 lo que eleva la sintesis de TXA2 (Figura 5B) (Holinstat et dependen de su capacidad para potenciar la funcion del receptor
al., 2006, 2011; Shankar et al., 2006). sinaptico para N-metil-D-aspartato (NMDA) (Maggio et al.,
4 N\
Liberacién
A B de ADP
PAR1 o PAR2 EGF ( ) EP PAR1/4 ( ] TP
PTRReeee L PITRRTERT  WURRERTY {7 TIRAReTR
LELLERER IREREERENEE S IR VLAY, I SIAELNUE  BBLBLLLLY 448 84384888
Dependiente
del contexto ".1 . : — :
celular : H H
T[Caz+] : v v
@
P » g V plaquetaria
e
MEK‘ERK% 038
PLA 1
l Cox2
AA ,’
| !
Cox1 ! .
\“x\\ v '
T Liberacion
de PGs
Liberacién
de TXA,
- J

Figura 5. Transactiavacion de Receptores de Prostanoides. Panel A. Receptores de Prostaglandinas (EP). El sefialamiento derivado de
PAR1 o PAR2 puede estimular dos vias, una dependiente de calcio y otra independiente de este ion. Ambas convergen en la activacion
de MEK/Erk, que puede activar a Cox1 a tiempos cortos y promover la expresion de Cox2 a tiempos largos. Figura modificada de Lee-
Rivera, et al. (Lee-Rivera et al., 2022). Panel B. Receptor de tromboxano (TP). La dimerizacién de PAR1/PAR4 conduce a la activacion
de Coxl, asi como a la liberacién de ADP, con la activacion consecuente del receptor P2Y12. El seiialamiento de este tiltimo refuerza la
sintesis de TXA, a través de la estimulaciéon de MEK/Erk. Figura de elaboracion propia.
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2013; Shavit-Steinetal.,2015), otros dependen de su capacidad
de modular los canales de tipo TRP (Veldhuis et al., 2015).

El receptor para NMDA es un canal idnico controlado por
ligando que requiere la unidén de glutamato y D-serina o
glicina como coagonistas. Este receptor estd formado por
cuatro subunidades, dos de tipo NR1 y una o dos de tipo
NR2(A-D) o NR3(A-B). La composicion heteromérica
de este receptor determina sus caracteristicas funcionales
como la sensibilidad a los ligandos y moduladores. Los
NMDARs se expresan en todo el SNC, donde juegan un
papel muy importante, y se han implicado durante décadas en
enfermedades neuroldgicas como laapoplejia, el traumatismo
craneoencefalico, la demencia y la esquizofrenia (para una
revision, véase (Hollmann et al., 1989).

La mayor parte del trabajo que aborda la interaccion de los
NMDARSs con PAR1 se ha hecho en neuronas del hipocampo
(Maggio et al., 2013; Shavit-Stein et al., 2017). Sin embargo,
ambos tipos de receptores estan localizados en todo el cerebro
tanto en neuronas como en astrocitos (Junge etal., 2004; Pagano
etal., 2021); y recientemente se ha estudiado su interaccion en
neuronas dopaminérgicas de la substantia nigra y en el tracto
solitario (Price et al., 2020; Vance et al., 2015). Uno de los
mecanismos mediante los cuales PAR 1 modulala funcion de los
NMDARSs es al regular la disponibilidad del glutamato. Esto se
puede lograral incrementar la liberacion de este neurotransmisor
por parte de los astrocitos (Lee et al., 2007) o al estimular la
excitabilidad neuronal (Hanetal.,2011). Este ltimo mecanismo
se conoce como potenciacion a largo plazo (LTP, por sus siglas
en inglés)y al modularlo, PAR1 interviene en procesos como la
memoria (Almonte et al., 2013), la generacion de convulsiones
epilépticas (Maggio et al., 2008), y la isquemia (Shavit-Stein
et al., 2015). Los NMDARSs juegan un papel muy importante
en el aprendizaje y la memoria, y resulta interesante que tanto
PAR1 como PAR?2 participen en el aprendizaje motivacional
en ratas (Almonte et al., 2007; Lohman et al., 2009). PAR1
no solo induce la LTP, sino también puede impedirla en las
sinapsis colaterales de Schaffer en el hipocampo, al inducir
la reorganizacion estructural de los procesos astrociticos que
rodean las sinapsis (Sweeney etal.,2017). Estareestructuracion
estimula la eliminacion del glutamato de lahendidura sinaptica, y
de estamanera limita laactivacion de los NMDARs. De manera
similar, PAR1 promueve la endocitosis de las subunidades NR 1
y NR2B, regulando asi el nimero de NMDARs en la membrana
sinaptica (Price et al., 2020).

Es importante mencionar que PAR2, al igual que PARI,
se expresa ampliamente en el sistema nervioso central en
condiciones fisiologicas (Luo et al., 2007). Sin embargo, a
diferencia de PAR1, PAR?2 tiene un efecto sobre la depresion a
largo plazo (LTD, por sus siglas en inglés). Interesantemente, la
LTD inducida par PAR2 en neuronas de hipocampo, depende,
tanto de la composicion del NMDAR, particularmente de

aquellos receptores que contienen a la subunidad NR2B; como
de la liberacion de glutamato de los astrocitos circundantes
inducida por PAR2 (Gan et al., 2011).

No se conoce con claridad como es que la trombina puede
ejercer efectos opuestos en las neuronas, pero la concentracion
podria ser un factor importante a considerar. En el hipocampo,
las concentraciones altas de trombina inducen LTP dependiente
de los NMDARs, en tanto que a bajas concentraciones se
promueve una LTP dependiente de otro receptor de glutamato, el
mGluRS5, que involucra, la transactivacion del EPCR por PAR1
(Maggio et al., 2013). La proteina activada C (aPC), ligando
del EPCR, protege a las neuronas corticales de la apoptosis
inducida por NMDA via PAR1 o PAR3 (Guo et al., 2004).
Sin embargo, es importante aclarar que este efecto depende
de la composicion heteromérica de los NMDARs (Price et
al., 2020; Vance et al., 2015). Estos resultados implican que
la modulacion de estos canales i6nicos por los PARs depende
de las poblaciones celulares, y el contexto en cual se expresan
ambos tipos de receptores.

Los canales de potencial de receptor transitorio (TRP)
comprenden una gran familia de 29 miembros que regulan el
flujo transmembranal de cationes (principalmente Na*y Ca®"),
y juegan un papel muy importante en el sefialamiento del dolor,
asi como en la comezdén o prurito (para revisar el tema ver
(Veldhuis et al., 2015; Wu et al., 2010)). La actividad de estos
canales esta regulada por muchos factores como cambios en la
temperatura, estimulos mecanicos, ligandos especificos (como
la capsaicina), intermediarios lipidicos, nucledtidos y iones
como el Ca*" o Mg?". Se han identificado mas de 40 familias
de GPCRs involucradas en el procesamiento de las sefiales
dolorosas que interactiian con los canales TRP al detectar
estimulos irritantes, nocivos, o inflamatorios con origenes tan
variados como péptidos, aminas, proteasas y lipidos (Stone &
Molliver, 2009; Veldhuis et al., 2015). Los primeros trabajos
realizados para establecer la relacion entre los GPCRs y los
TRPssehicieron en Drosophila melanogaster (Hardie & Minke,
1992). Este primer trabajo, ademas de describir por primera vez
un TRP, identificé al calcio, generado por la activacion de la
via de Ga,, como indispensable para reducir los umbrales de
activaciénde TRP (Hardie & Minke, 1992). La funcién aparente
de los GPCRs, en este contexto, consiste en en sensar una gran
diversidad de estimulos que pueden ser nocivos, a través de la
deteccion de proteasas (como en el caso de los PARs), pero
también péptidos (como labradicinina), nucleétidos (que activan
a los receptores de tipo P2Y), citocinas, o prostaglandinas, por
citar algunos ejemplos (Veldhuis et al., 2015). De esta manera,
las interacciones entre estos receptores y canales desencadenan
el sefialamiento en procesos como el dolor, el prurito, y la
inflamacion neurogénica (Veldhuis etal.,2015). En este sentido,
los PAR influyen en la actividad de los canales TRP al activar
la via de Ga,. Esta cascada de sefialamiento induce segundos
mensajeros a varios niveles que modulan la actividad de estos
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canales (Figura 1B). Primeramente, el fosfatidilinositol-4,5
bisfosfato (PIP2) normalmente inhibe al canal, y al activarse
esta via la PLC estimula la hidrdlisis de este lipido que, al
disociarse, permite la activacion del canal. Por otra parte, la
hidroélisis del PIP2 genera diacilglicerol (DAG), e inositol-
1,4,5-trifosfato (InsP3) que actiian como segundos mensajeros
y promueven la activacion de la PKC, que a su vez fosforila al
canal, modulando asi su actividad. Ademas, esta via promueve
la elevacion del calcio intracelular lo que induce cambios en la
funcidn del canal directamente, o a través de la calmodulina,
uno de los principales transductores de las sefiales de calcio
(Veldhuis et al., 2015). Adicionalmente, PAR2 puede, modular
estos canales a partir de la activacion de la PLA,, cinasas de
tirosina, o de la PKA (Poole et al., 2013; Zhao et al., 2015).
Adicionalmente, PAR2 interviene en la transduccion del dolor
al ser activado por la clastasa de neutréfilos o por Catepsina
S (Zhao et al., 2014, 2015). En ambos casos las proteasas
desencadenan la via de Go, involucrada en el incremento
de cAMP, que conduce a la activacion de PKA y Erk1/2 que
modulan la actividad de los canales de tipo TRPV4 (Zhao et
al.,2014,2015). Tanto PAR1, como PAR2 y PAR4 se expresan
en neuronas sensoriales y pueden modulara TRPV1 a través de
la activacion de la PKCe, causando inflamacion e hiperalgesia
(Amadesietal.,2006; Vellani etal.,2010). Por otra parte, PAR1
estainvolucrado en lamodulacion de permeabilidad endotelial a
partir de la modulacion de canales de tipo TRPC4 y TRPV4 en
el endotelio vascular tanto en las vias aéreas cono en el tracto
gastrointestinal (Peng et al., 2020; Tiruppathi et al., 2002). Es
por esto que el estudio de las interacciones entre los GPCRs
y los canales i6nicos puede servir como una via prometedora
para el desarrollo de futuras terapias para aliviar el dolor y la
inflamacion.

CONCLUSIONES

Esta revision proporciona una vision general de lo que se
conoce acerca del impacto de las interacciones entre los
GPCRsy los distintos tipos de receptores membranales. Nos
enfocamos en los PARs debido a que fueron los primeros
receptores descritos en este contexto. Sin embargo, el interés
de esta revision es sefialar la diversidad de las interacciones
entre receptores, asi como de sus funciones fisiologicas y
patologicas. Queda claro que el estudio de estas interacciones
representa una estrategia prometedora, pero poco aplicada
hasta ahora para desarrollar estrategias terapéuticas.
Dependiendo de la naturaleza de estas interacciones, puede
ser suficiente apuntar solo a uno de los receptores para
evitar la transactivacion posterior del receptor asociado.
Alternativamente, puede ser necesario bloquear las vias
de sefialamiento desencadenadas en comun rio abajo para
mejorar la eficacia terapéutica. Aunque la mayoria de las
consideraciones terapéuticas anteriores siguen siendo
especulativas, evaluarlas en estudios (pre) clinicos agregaria
otradimension alaterapia farmacologica dirigida por GPCRs.
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