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Advertencia


La medicina es un área en constante evolución. Aunque deben seguirse unas precauciones de seguridad estándar, a medida que aumenten nuestros conocimientos gracias a la investigación básica y clínica habrá que introducir cambios en los tratamientos y en los fármacos. En consecuencia, se recomienda a los lectores que analicen los últimos datos aportados por los fabricantes sobre cada fármaco para comprobar las dosis recomendadas, la vía y duración de la administración y las contraindicaciones. Es responsabilidad ineludible del médico determinar las dosis y el tratamiento más indicados para cada paciente, en función de su experiencia y del conocimiento de cada caso concreto. Ni los editores ni los directores asumen responsabilidad alguna por los daños que pudieran generarse a personas o propiedades como consecuencia del contenido de esta obra.


El editor













Prefacio a la séptima edición de Farmacología de Rang y Dale


Al igual que sus predecesoras, esta edición no se limita a describir las acciones de los fármacos, sino que pretende destacar igualmente los mecanismos por medio de los cuales actúan. Esto implica un análisis que no se restringe a los niveles celular y molecular, en los que el conocimiento y las técnicas avanzan con gran rapidez, sino que engloba además los mecanismos fisiológicos y las alteraciones patológicas. La farmacología se fundamenta en la terapéutica, cuyo objetivo es aminorar los efectos de la enfermedad, de modo que hemos tratado de relacionar los efectos celulares y moleculares con el abanico de efectos beneficiosos y perjudiciales que aparecen en sujetos que reciben fármacos con fines terapéuticos o de otro tipo. Los fármacos presentan una elevada tasa de desuso y cada año se comercializan nuevos productos. El conocimiento de los mecanismos de acción de la clase farmacológica a la que pertenece un nuevo compuesto supone un buen punto de partida para comprenderlo y utilizarlo de manera inteligente.


La farmacología es una disciplina dinámica por sí misma y su importancia va más allá de la de seleccionar fármacos para el tratamiento. Dado que, algunos de nuestros lectores no cursan el grado de Medicina, sino otros grados de Ciencias de la Salud con un perfil más investigador, se ha descrito la aplicación de los fármacos únicamente para determinar funciones celulares o fisiológicas, incluso cuando las moléculas carezcan de aplicación clínica.


Los nombres de los fármacos y los compuestos químicos relacionados se establecen por el uso y, en ocasiones, hay más de una denominación de uso habitual para cada uno de ellos. Por lo que respecta a su prescripción, es importante utilizar nombres estándar, razón por la que seguimos, en medida de lo posible, la lista de denominaciones comunes internacionales recomendadas (DCIr) de la Organización Mundial de la Salud. A veces, esto da lugar a controversias. Así, el mediador endógeno prostaglandina I2 (su denominación estándar en la bibliografía científica) pasa a ser «epoprostenol» en la lista de las DCIr, término poco familiar para la mayoría de los investigadores científicos. En general, procuramos utilizar las DCIr en el contexto de la aplicación terapéutica aunque, en ocasiones, empleamos la denominación común para referirnos a mediadores y fármacos en los que esta última es más habitual.


La acción farmacológica únicamente puede comprenderse en el contexto de lo que está sucediendo en el organismo. Deeste modo, en la introducción de muchos capítulos describimos de manera sucinta los procesos fisiológicos y bioquímicos relacionados con la acción de los fármacos incluidos en los mismos. Las estructuras químicas de los fármacos se han incluido de manera sistemática en aquellos casos donde esta información ayuda a comprender sus características farmacológicas y farmacocinéticas.


Se ha mantenido la organización general del libro, con secciones referidas a: 1) principios generales de la acción del fármaco; 2) mediadores químicos y mecanismos celulares por medio de los cuales los fármacos interactúan para producir sus efectos terapéuticos; 3) acción de los fármacos sobre sistemas orgánicos específicos; 4) acción de los fármacos sobre el sistema nervioso; 5) acción de los fármacos utilizados para tratar las enfermedades infecciosas y el cáncer, y 6) diversos temas específicos, tales como la variación individual de los efectos farmacológicos, los efectos adversos, los usos no médicos de los fármacos, etc. Esta organización obedece a que consideramos que la acción de un fármaco ha de ser interpretada no como una mera descripción de los efectos de cada fármaco y de sus aplicaciones, sino como una intervención química que altera la compleja red de vías de transmisión de señales subyacentes a las funciones de cualquier organismo vivo. Además de actualizar todos los capítulos, hemos reorganizado el texto con diferentes criterios, orientados todos ellos a mantener la obra al corriente de los actuales conocimientos en esta disciplina:




• En la sección dedicada a los mecanismos celulares se ha incluido un nuevo capítulo (capítulo 6) donde se tratan los mecanismos de defensa del huésped.


• En el capítulo 11 se trata de forma independiente la farmacogenética, un área de creciente importancia para quienes prescriben los fármacos.


• Se ha incorporado un nuevo capítulo sobre la farmacología de las purinas (capítulo 16).


• En la sección dedicada a los mediadores químicos se ha incluido un nuevo capítulo (capítulo 17) dedicado a las hormonas locales y a otros mediadores implicados en las respuestas inflamatoria e inmunitaria. La información referida a los inmunodepresores y a los antiinflamatorios se analiza por separado (capítulo 26).


• Se han revisado de forma sustancial varios capítulos de la sección 3 (Fármacos que actúan sobre los sistemas orgánicos principales) y la sección 4 (Sistema nervioso), con el fin de dar entrada a las innovaciones más importantes registradas en esta disciplina.





A pesar de que la farmacología, al igual que otras ramas de la ciencia biomédica, se halla en continua evolución (con la adquisición de nueva información, el desarrollo de nuevos conceptos y la introducción de nuevos fármacos de aplicación clínica), hemos procurado evitar que la séptima edición fuera más voluminosa que su predecesora. En consecuencia, hemos limitado la extensión de algunos de los contenidos, retirando los textos dedicados a algunos fármacos ya obsoletos y a teorías que ya han perdido vigencia. También hemos recurrido con frecuencia a la exposición de textos en cuerpo menor para tratar cuestiones más especializadas que no resultan esenciales para el conocimiento básico, pero que consideramos que pueden resultar útiles para los estudiantes que deseen profundizar en los temas correspondientes.


A la hora de seleccionar nuevos contenidos para esta edición, hemos tenido en cuenta tanto los nuevos fármacos como hallazgos recientes que amplían los datos actuales y predicen el desarrollo de futuros productos. Hemos aportado, cuando ha sido posible, una breve descripción de nuevos tratamientos en fase de investigación.


Los apartados «Bibliografía y lecturas recomendadas», que aparecen al final de cada capítulo, han sido actualizados pormenorizadamente e incluyen páginas web cuyo contenido consideramos destacable. En la mayor parte de las descripciones se han incorporado breves exposiciones que resumen los principales aspectos descritos. Aunque las listas de referencias no pretenden ser exhaustivas, esperamos que resulten de utilidad como medio de acceso a la bibliografía para un estudio más en profundidad de cada uno de los temas tratados.


Queremos agradecer su colaboración a los lectores que se han molestado en enviarnos comentarios y sugerencias constructivas sobre la sexta edición, que hemos tratado de incorporar a esta. Los comentarios acerca de esta nueva edición serán bien recibidos.
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α-me-5-HT α-metil 5-hidroxitriptamina


α-MSH hormona estimuladora de melanocitos α


12-S-HETE ácido 12-S-hidroxieicosatetraenoico


2-AG 2-araquidonoil glicerol


2-me-5-HT 2-metil-5-hidroxitriptamina


4S Scandinavian Simvastatin Survival Study


5-CT 5-carboxamidotriptamina


5-HIAA ácido 5-hidroxiindolacético


5-HT 5-hidroxitriptamina [serotonina]


8-OH-DPAT 8-hidroxi-2-(di-n-propilamino) tetralina


AA ácido araquidónico


AAE aminoácido excitador


ABC área bajo la curva


AC adenilato ciclasa


AC arteriopatía coronaria


ACAT acil coenzima A:colesterol aciltransferasa


AcCoA acetil coenzima A


Ach acetilcolina


AChE acetilcolinesterasa


ACTH corticotropina


ADH hormona antidiurética


ADMA dimetilarginina asimétrica


ADME absorción, distribución, metabolismo y eliminación [estudios]


ADN ácido desoxirribonucleico


ADNc ácido desoxirribonucleico circular


ado-B12 5-desoxiadenosilcobalamina


ADP adenosina difosfato


ADPRc ADP-ribosa cíclica


AF1 función de activación 1


AF2 función de activación 2


AGEPC acetil-gliceril-éter-fosforilcolina


AGPI ácido graso poliinsaturado


AGRP proteína relacionada con agutí


AIF factor iniciador apoptósico


AINE antiinflamatorio no esteroideo


AL anestésico local


ALA ácido δ-aminolevulínico


ALDH aldehído deshidrogenasa


AMP monofosfato de adenosina


AMPA ácido α-amino-5-hidroxi-3-metil-4-isoxazol propiónico


AMPc monofosfato de adenosina cíclico


ANF factor natriurético auricular


ANP péptido natriurético auricular


AP ácido fosfatídico; agonista parcial


Apaf-1 factor activador de la proteasa apoptósica 1


APP proteína precursora del amiloide


APt activador del plasminógeno tisular


AR aldehído reductasa; receptor de andrógenos


Arg arginina


ARJ artritis reumatoide juvenil


ARN ácido ribonucleico


ARND trastorno del neurodesarrollo relacionado con el alcohol


ARNi ácido ribonucleico de interferencia


ARNm ácido ribonucleico mensajero


ARNnH ARN nuclear heterólogo


ARNr ácido ribonucleico ribosómico


ARNsi ácido ribonucleico de interferencia corto


ARNt ácido ribonucleico de transferencia


ASCI sensible a ATP insensible a Ca2+


ASCOT Anglo-Scandinavian Cardial Outcomes Trial


ASIC canal iónico sensible a ácido


AT angiotensina


AT1 receptor de angiotensina II subtipo 1


AT2 receptor de angiotensina II subtipo 2


ATIII antitrombina III


ATC antidepresivo tricíclico


ATP trifosfato de adenosina


AV auriculoventricular


AVAC año de vida ajustado por calidad


BARK cinasa del receptor β-adrenérgico


BDNF factor neurótropo derivado del encéfalo


Bmáx capacidad de unión


BMPR-2 receptor de proteína morfogénica ósea de tipo 2


BNP péptido natriurético de tipo B


BuChE butirilcolinesterasa


CaC canal de calcio


CaM calmodulina


CAM concentración alveolar mínima


CAR receptor constitutivo de androstano


CARE Colesterol and Recurrent Events [estudio]


CAT colina acetiltransferasa


CBG globulina de unión a corticoesteroides


CCK colecistocinina


cdk cinasa dependiente de ciclinas


Cee concentración plasmática de equilibrio estacionario


CETP proteína de transferencia de colesteril éster


CFRT regulador de la conductancia transmembranal de la fibrosis quística


CGRP péptido relacionado con el gen de calcitonina


C-HDL colesterol de lipoproteínas de alta densidad


ChE colinesterasa


CHO ovario de hámster chino [célula]


CHRF factor liberador de hormona del crecimiento


CIP proteínas inhibidoras de cdk


CL eliminación total de fármaco


C-LDL colesterol de lipoproteínas de baja densidad


CNP péptido natriurético C


CO monóxido de carbono


CoA coenzima A


COMT catecol-O-metil transferasa


COX ciclooxigenasa


CPA célula presentadora de antígenos


CREB proteína de unión al elemento de respuesta al AMPc


CRF factor liberador de corticotropina


CRH hormona liberadora de corticotropina


CRLR receptor similar al receptor de calcitonina


CRR canal regulado por las reservas


CSF factor estimulador de colonias


CTZ zona activadora de quimiorreceptores


CYP citocromo P450 [sistema]


DAAO d-aminoácido oxidasa


DAG diacilglicerol


DAGL diacilglicerol lipasa


DAT transportador de dopamina


DBH dopamina-β-hidroxilasa


DDAH dimetilarginina dimetil aminohidrolasa


DDP descarga despolarizante paroxística


DHFR dihidrofolato reductasa


DHMA ácido 3,4-dihidroximandélico


DHPEG 3,4-dihidroxifenilglicol


DIT diyodotirosina


DMID diabetes mellitus insulinodependiente


DMNID diabetes mellitus no insulinodependiente


DMPP dimetilfenilpiperacinio


DOPA dihidroxifenilalanina


DOPAC ácido dihidroxifenilacético


DSI supresión de la inhibición inducida por despolarización


DTMP 2-desoxitimidilato


DUMP 2-desoxiuridilato


EA enfermedad de Alzheimer


EC50/ED50 concentración/dosis efectiva en el 50% de la población


ECA enzima conversora de angiotensina


ECG electrocardiograma


ECI enzima conversora de interleucina 1


ECJ enfermedad de Creutzfeldt-Jakob


ECP proteína catiónica eosinófila


EDHF factor hiperpolarizante derivado del endotelio


EDRF factor relajante derivado del endotelio


EEB encefalopatía espongiforme bovina


EEG electroencefalograma


EET ácido epoxieicosatetraenoico


EGF factor de crecimiento epidérmico


EG-VEGF factor de crecimiento del endotelio vascular derivado de glándulas endocrinas


Emáx respuesta máxima que puede producir un fármaco


EMBP proteína básica principal eosinófila


EMT transportador de membrana de endocannabinoides


ENaC canal epitelial de sodio


eNOS sintasa endotelial del óxido nítrico [NOS-III]


EP enfermedad de Parkinson


EPOC enfermedad pulmonar obstructiva crónica


ER receptor de estrógenos


ESEP efectos secundarios extrapiramidales


FA cinasa cinasa de adhesión focal


FA fetopatía alcohólica


FAAH amida hidrolasa de ácidos grasos


FAD flavina adenina dinucleótido


FARME fármaco antirreumático modificador de la enfermedad


FDUMP monofosfato de fluorodesoxiuridina


Fe2+ ión ferroso


Fe3+ ión férrico


FeO3+ oxeno férrico


FEP flujo espiratorio máximo


FEV1 volumen espiratorio máximo en 1 segundo


FG filtración glomerular


FGF factor de crecimiento fibroblástico


FH2 dihidrofolato


FH4 tetrahidrofolato


FKBP proteína de unión a FK


FLAP proteína activadora de 5-lipooxigenasa


FMN flavina mononucleótido


FOH fármaco oxidado [hidroxilado]


formil-FH4 formil tetrahidrofolato


FSH hormona estimuladora del folículo


FXR receptor farnesoide X [ácido bílico]


G6PD glucosa 6-fosfato deshidrogenasa


GABA ácido gammaaminobutírico


GAD descarboxilasa de ácido glutámico


GC guanilato ciclasa


G-CSF factor estimulador de colonias de granulocitos


GDP guanosina difosfato


GH hormona del crecimiento


GHB γ-hidroxibutirato


GHRH hormona liberadora de hormona del crecimiento


GIP polipéptido gástrico inhibidor


GIRK potasio regulado por proteína G [canal]


Gla ácido glutámico γ-carboxilado


GLP péptido similar al glucagón


Glu glucosa


GM-CSF factor estimulador de colonias de granulocitos-macrófagos


GMPc guanosina monofosfato cíclico


GnRh hormona liberadora de gonadotropina


GP glucoproteína


GPCR receptor acoplado a proteína G


GPL glicerofosfolípido


GR receptor de glucocorticoides


GRE elemento de respuesta a glucocorticoides


GRK cinasa de GPCR


GSH glutatión


GSSG glutatión oxidado


GTP guanosina trifosfato


H2O2 peróxido de hidrógeno


Ha hidrocarburo aromático


HBPM heparina de bajo peso molecular


hCG gonadotropina coriónica humana


HCl ácido clorhídrico


HDAC histona desacetilasa


HDL lipoproteína de alta densidad


HER2 receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano


HERG gen relacionado con éter-a-go-go humano


HETE ácido hidroxieicosatetraenoico


hGH hormona del crecimiento humano


HHA hipotalámico-hipofisario-suprarrenal [eje]


HLA antígeno de histocompatibilidad


HMG-CoA 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A


HPETE ácido hidroperoxieicosatetraenoico


HSA hemorragia subaracnoidea


HSP proteína de choque térmico


HVA ácido homovainíllico


I + D investigación y desarrollo


IAP inhibidor de proteínas apoptósicas


IC50 concentración que provoca una inhibición del 50% en la población


ICAM molécula de adhesión intercelular


ICSH hormona estimuladora de células intersticiales


IDCG inmunodeficiencia combinada grave


IFN interferón


Ig inmunoglobulina


IGF factor de crecimiento insulinoide


IL interleucina


IMAO inhibidor de monoaminooxidasa


IMC índice de masa corporal


Ink inhibidores de cinasas


iNOS sintasa inducible de óxido nítrico


INR cociente normalizado internacional


IP inositol fosfato


IP3 inositol trifosfato


IP3R receptor de inositol trifosfato


IP4 inositol tetrafosfato


IRS sustrato del receptor de insulina


IRSN inhibidor de recaptación de serotonina/noradrenalina


ISI índice de sensibilidad internacional


ISIS International Study of Infarct Survival


ISO isoprenalina


ISRS inhibidor selectivo de recaptación de serotonina


ITI inhibidor de transcriptasa inversa


ITMP inhibidores tisulares de metaloproteinasas


IUPHAR International Union of Pharmacological Sciences


KACh canal de potasio dependiente de acetilcolina


KATP potasio sensible a ATP [canal activador]


KIP proteína inhibidora de cinasas


LC locus coeruleus


LCAT lecitina colesterol acil transferasa


LCIC liberación de calcio inducida por calcio


LCR líquido cefalorraquídeo


LD50 dosis letal para un 50% de la población


LDL lipoproteína de baja densidad


LDLox lipoproteína de baja densidad oxidada


LES lupus eritematoso sistémico


LGC canal de cationes activado por ligando


LH hormona luteinizante


liso-PAF lisogliceril-fosforilcolina


L-NAME NG-nitro-l-arginina metil éster


L-NMMA NG-monometil-l-arginina


LSD dietilamida del ácido lisérgico


LT leucotrieno


LTC linfocito T citotóxico


LXR receptor de oxiesterol hepático


mAChR receptor muscarínico de acetilcolina


MAGL monoacilglicerol lipasa


MAO monoaminooxidasa


MAP proteína activada por mitógenos


MAPK cinasa de proteína activada por mitógenos


MCP proteína quimioatrayente de monocitos


M-CSF factor estimulador de colonias de monocitos


MDMA metilenodioximetanfetamina [«éxtasis»]


MEC matriz extracelular


MeNA metilnoradrenalina


metil-FH4 metiltetrahidrofolato


MGluR receptor de glucosa metabótropo


MHC complejo principal de histocompatibilidad


MHPEG 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol


MHPG 3-hidroxi-4-metoxifenilglicol


MIT monoyodotirosina


MLCK cinasa de cadenas ligeras de miosina


MR receptor de mineralocorticoides


MSH hormona estimuladora de melanocitos


MTPT 1-metil-4-fenil-1,2,3,5-tetrahidropiridina


NA noradrenalina


NAADP dinucleótido fosfato de ácido nicotínico


NaC canal de sodio controlado por voltaje


nAChR receptor nicotínico de acetilcolina


NAD nicotinamida adenina dinucleótido


NADH nicotinamida adenina dinucleótido reducido


NADPH nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido


NANC no noradrenérgico ni colinérgico


NAPBQI N-acetil-p-benzoquinona imina


NAPE N-acil-fosfatidiletanolamina


NASA National Aeronautics and Space Administration


NAT N-acil-transferasa


NCX transportador de intercambio Na+-Ca2+


NET transportador de noradrenalina


NF factor nuclear


NFκB factor nuclear kappa B


NGF factor de crecimiento neuronal


nGRE elemento de respuesta negativa a glucocorticoides


NIS simportador de Na+/I-


NK citolítica natural (natural killer) [célula]


NM normetanefrina


NMDA ácido N-metil-d-aspártico


nNOS sintasa neuronal de ácido nítrico [NOS-I]


NNT número necesario de pacientes a tratar


NOS sintasa de óxido nítrico


NPR receptor del péptido natriurético


NPY neuropéptido Y


NRM núcleo magno del rafe


NRPG núcleo reticular paragigantocelular


OMS Organización Mundial de la Salud


OPG osteoprotegerina


OQD 1H-[1,2,4]-oxadiazol-[4,3-α]-quinoxalina-1-ona


PA proteína adaptadora


PABA ácido p-aminobenzoico


PAco2 presión parcial de dióxido de carbono en sangre arterial


PAF factor activador de trombocitos


PAH ácido p-aminohipúrico


PAI inhibidor del activador del plasminógeno


PAO2 presión parcial de oxígeno en sangre arterial


PAR receptor activado por proteasas


PARP poli-[ADP-ribosa]-polimerasa


PC fosforilcolina


PCPA p-clorofenilalanina


PDE fosfodiesterasa


PDGF factor de crecimiento dependiente de trombocitos


PDS pendrina


PE fosfatidiletanolamina


PECAM molécula de adhesión de trombocitos al endotelio


PEG polietilenglicol


PG prostaglandina


PGE prostaglandina E


PGI2 prostaciclina (prostaglandina I2)


PI fosfatidilinositol


PIN inhibidor proteico de nNOS


PIP2 fosfatidilinositol bifosfato


PKA proteína cinasa A


PKC proteína cinasa C


PKK proteína cinasa dependiente de GMPc


PL fosfolípido


PLA2 fosfolipasa A2


PLC fosfolipasa C


PLCβ fosfolipasa Cβ


PLD fosfolipasa D


Plk cinasa de tipo polo


PLP potenciación a largo plazo


PLTP proteína de transferencia de fosfolípidos


PMAP patrón molecular asociado a patógenos


PMCA Ca2+-ATPasa de membrana plasmática


PMN nociceptor polimodal


PMNT feniletanolamina N-metil transferasa


Po2 presión parcial de oxígeno


POMC preproopiomelanocortina


PPADS piridoxal-fosfato-6-azofenil-2’,4’-disulfonato


PPAR receptor activado por el proliferador de peroxisomas


ppm potencial de la placa motora


ppse potencial postsináptico excitador


ppsi potencial postsináptico inhibidor


PR receptor de progesterona; receptor de prolactina


PRF factor liberador de prolactina


PRIF factor inhibidor de la liberación de prolactina


Pro-CCK procolecistocinina


pS picosiemens


PT tiempo de protrombina


PTH hormona paratiroidea


PTZ pentilentrazol


PUVA psoraleno + ultravioleta A


QTL QT largo [canal, síndrome]


RAMP proteína modificadora de la actividad del receptor


RANK activador del receptor del factor nuclear kappa B


RANKL ligando de RANK


RANTES expresado y secretado por linfocitos T normales y regulado por activación


RAR receptor de ácido retinoico


Rb retinoblastoma


RE retículo endoplásmico


REM movimiento rápido de ojos [sueño]


RGS regulador de señalización a través de proteínas G


RIMA inhibidor reversible de isoforma A de monoaminooxidasa


ROS especies reactivas de oxígeno


RS retículo sarcoplásmico


RXR receptor X de retinoides


RyR receptor de rianodina


SA sinoauricular


SARM Staphylococcus aureus resistente a la meticilina


SCF factor estimulador de células madre


SERCA ATPasa de retículo endoplásmico/sarcoplásmico


SERM modulador selectivo de receptor de estrógenos


SERT transportador de serotonina


SG sustancia gelatinosa


SGP sustancia gris periacueductal


SH sulfhidrilo [p. ej., grupo –SH]


sida síndrome de inmunodeficiencia adquirida


SNAP S-nitrosoacetilpenicilamina


SNC sistema nervioso central


SNOG S-nitrosoglutatión


SNP sistema nervioso periférico


SOD superóxido dismutasa


SP sustancia P


SRS-A sustancia de reacción lenta de anafilaxia


STX saxitoxina


SUR receptor de sulfonilurea


SXR receptor xenobiótico


T3 triyodotironina


T4 tiroxina


TARGA tratamiento antirretrovírico de gran actividad


TBG globulina de unión a tiroxina


TC tubocurarina


TDAH trastorno de déficit de atención e hiperactividad


TEA tetraetilamonio


TEC tratamiento electroconvulsivo


TF factor de transcripción


TGF factor transformador del crecimiento


Th [linfocito] T cooperador


THC Δ9-tetrahidrocannabinol


Thp [célula] precursora de linfocitos T


THS tratamiento hormonal sustitutivo


TIH trombocitopenia inducida por heparina


TIMI Thrombolysis in Myocardial Infarction [estudio]


TLR receptor de tipo Toll


TNF factor de necrosis tumoral


TNFR receptor del factor de necrosis tumoral


TPTA tiempo parcial de tromboplastina activada


TR receptor tiroideo


TR receptores de tirosina cinasa


TRAIL ligando inductor de apoptosis relacionado con factor de necrosis tumoral-α


TRH hormona liberadora de tirotropina


TRP potencial transitorio de receptor [canal]


TRPV1 receptor vainilloide de potencial transitorio de tipo 1


TSH hormona estimuladora del tiroides


TSV taquicardia supraventricular


TTX tetrodotoxina


TX tromboxano


TXA2 tromboxano A2


TXSI inhibidor de síntesis de TXA2


UCP proteína desacopladora


UDP uridina difosfato


UDPGA uridina difosfato de ácido glucurónico


UMP uridina monofosfato


Vd volumen de distribución


VDCC canal de calcio dependiente de voltaje


VDR receptor de vitamina D


vECJ variante de enfermedad de Creutzfeldt-Jakob


VEGF factor de crecimiento del endotelio vascular


VGCC canal de calcio controlado por voltaje


VHeFT Vasodilator Heart Failure Trial


VIH virus de la inmunodeficiencia humana


VIP péptido intestinal vasoactivo


VLA antígeno muy tardío


VLDL lipoproteína de muy baja densidad


VMA ácido vainillilmandélico


VMAT transportador vesicular de monoaminas


VOCC canal de calcio operado por voltaje


WOSCPS West of Scotland Coronary Prevention Study


ZDV zidovudina









Sección 1


Principios generales










1 ¿Qué es la farmacología?




Resumen


En este capítulo introductorio explicamos el origen de la farmacología y su evolución hasta convertirse en una disciplina científica y describimos la estructura actual de esta materia y sus conexiones con otras ciencias biomédicas. La estructura que ha surgido constituye la base para la organización del resto del libro. Los lectores con prisa por conocer la farmacología de hoy día pueden saltarse este capítulo con toda tranquilidad.









¿Qué es un fármaco?


En este texto se define un fármaco como una sustancia química de estructura conocida, diferente de un nutriente o un componente alimentario esencial,1 que produce un efecto biológico cuando se administra a un ser vivo.


Es preciso comentar algunos aspectos de interés. Los fármacos pueden ser compuestos químicos sintéticos, sustancias obtenidas a partir de plantas o animales, o moléculas sintetizadas mediante técnicas de ingeniería genética. Un medicamento es una preparación química que, general pero no necesariamente, contiene uno o más fármacos y cuya administración pretende provocar un efecto terapéutico. Habitualmente, los medicamentos contienen otras sustancias (excipientes, estabilizadores, disolventes, etc.) además del compuesto activo que los hacen más adecuados para su uso. Para ser considerada un fármaco, la sustancia ha de ser administrada como tal, en lugar de ser liberada a través de mecanismos fisiológicos. Muchas sustancias, como la insulina o la tiroxina, son hormonas endógenas, pero también son fármacos cuando se administran de manera intencionada. Numerosos fármacos no se utilizan como medicamentos, aunque constituyen unas herramientas de investigación de gran utilidad. En el lenguaje corriente, el término droga se asocia con frecuencia a sustancias adictivas, narcóticas o que alteran la mente, una desacertada connotación negativa que tiende a influir en la opinión sobre el tratamiento farmacológico. En este texto, nos referiremos principalmente a los fármacos empleados con fines terapéuticos, aunque igualmente describiremos algunos ejemplos destacados de fármacos empleados como herramientas experimentales. Los venenos, a pesar de cumplir con exactitud la definición de fármaco, no se tratan en esta obra.









Orígenes y antecedentes


Podemos definir la farmacología como el estudio de los efectos de las sustancias químicas sobre las funciones de los organismos vivos. Nació como ciencia a mediados del siglo xix, una más de las muchas ciencias biomédicas surgidas en ese período tan notable y que se basaban en los principios de la experimentación y no en dogmas preestablecidos. Mucho antes (en los albores de la civilización) ya se usaban numerosos remedios a partir de hierbas, se escribían farmacopeas y florecía el negocio de los boticarios, pero no se aplicaba a los tratamientos nada parecido a un principio científico. Incluso el mismo Robert Boyle, que definió las bases científicas de la química a mediados del siglo xvii, recomendaba brebajes a base de gusanos, excrementos, orina y hongos de cráneos de cadáveres como remedios terapéuticos (A Collection of Choice Remedies, 1692). La farmacología adquirió un mayor impulso cuando los médicos comprendieron la necesidad de mejorar los resultados de sus intervenciones terapéuticas; en aquellos tiempos, los médicos eran expertos en la observación clínica y el diagnóstico, pero se desentendían en gran medida del tratamiento.2 Hasta finales del siglo xix, los conocimientos sobre el funcionamiento normal y anormal del organismo eran muy rudimentarios y no constituían ni siquiera una base elemental para poder comprender los efectos de los fármacos; en aquella época se consideraba que la enfermedad y la muerte eran cuestiones casi sagradas, de las que se ocupaban las doctrinas autoritarias en lugar de los científicos. A menudo, la práctica clínica obedecía a la autoridad e ignoraba lo que parecían hechos fácilmente comprobables. Por ejemplo, se descubrió que la quina constituía un tratamiento específico y eficaz para el paludismo y Lind publicó en 1765 un protocolo excelente para su utilización. Sin embargo, Johnson afirmó en 1804 que su uso no era seguro mientras no remitiese la fiebre y recomendaba emplear en su lugar dosis altas de calomelanos (cloruro de mercurio) en las fases iniciales: un consejo mortífero seguido a ciegas durante 40 años.


La comprensión de lo que los fármacos podían y no podían hacer encontró su motivación en la práctica clínica, pero la ciencia solo se podía fundamentar en unos cimientos fisiológicos, anatomopatológicos y químicos muy sólidos. En 1858, Virchow propuso la teoría celular. En 1868 se usó por primera vez una fórmula estructural para describir un compuesto químico. En 1878, Pasteur descubrió que las bacterias podían causar enfermedades. Anteriormente, la farmacología apenas podía mantenerse de pie y tenemos que maravillarnos ante la visión tan audaz de Rudolf Buchheim, que fundó el primer instituto de farmacología (en su propia casa) en Estonia en 1847.


En sus comienzos, antes de la aparición de la química orgánica sintética, la farmacología se dedicaba exclusivamente al estudio de los efectos de las sustancias naturales, fundamentalmente extractos de plantas, y algunos compuestos químicos (principalmente tóxicos), como mercurio y arsénico. Uno de los primeros logros de la química consistió en la purificación de compuestos activos procedentes de plantas. Friedrich Sertürner, un joven boticario alemán, purificó la morfina a partir del opio en 1805. Inmediatamente después se obtuvieron otras sustancias y, aunque se desconocía su estructura, estos compuestos demostraron que eran estas sustancias químicas, y no las fuerzas mágicas o vitales, las responsables de los efectos que los extractos de plantas producían en los organismos vivos. Los primeros farmacólogos centraron su interés en algunos fármacos obtenidos de las plantas; entre ellos están la quinina, la digital, la atropina, la efedrina, la estricnina y otros (muchos de los cuales se siguen utilizando actualmente y se convertirán en viejos amigos para cuando haya terminado de leer este libro).3









Farmacología en los siglos xx y xxi



Al comenzar el siglo xx, los nuevos aires de la química sintética empezaron a revolucionar la industria farmacéutica y, con ella, la ciencia de la farmacología. Empezaron a aparecer nuevos fármacos sintéticos, como los barbitúricos y los anestésicos locales, y la era de la quimioterapia antimicrobiana comenzó cuando Paul Ehrlich descubrió en 1909 los compuestos arsenicales para el tratamiento de la sífilis. La farmacología siguió avanzando cuando Gerhard Domagk descubrió en 1935 las sulfamidas, los primeros antibióticos, y cuando Chain y Florey desarrollaron la penicilina durante la Segunda Guerra Mundial basándose en los trabajos preliminares de Fleming.


Estos ejemplos tan bien conocidos nos demuestran cómo el desarrollo de la química sintética y el renacimiento de la química natural revitalizaron espectacularmente la terapéutica en la primera mitad del siglo xx. Cada fármaco que aparecía representaba un nuevo desafío para los farmacólogos y fue entonces cuando la farmacología alcanzó verdaderamente su identidad y su estatus entre las ciencias biomédicas.


Simultáneamente a esta ingente proliferación de moléculas terapéuticas (obtenidas fundamentalmente por los químicos), que tanto hacían elucubrar a los farmacólogos, también avanzaba rápidamente la fisiología, sobre todo en relación con los mediadores químicos, que analizaremos profundamente en otra sección de este libro. En este período se descubrieron muchas hormonas, neurotransmisores y mediadores inflamatorios y se observó que la comunicación química desempeña un papel esencial en casi todos los mecanismos reguladores de nuestro organismo; todo esto originó inmediatamente un enorme campo de interés común entre la fisiología y la farmacología, ya que las interacciones entre las sustancias químicas y los organismos vivos eran exactamente lo que había preocupado a los farmacólogos desde el primer momento. Farmacólogos como Clark, Gaddum, Schild y otros se apoderaron inmediatamente del concepto de «receptores» para los mediadores químicos, propuesto por primera vez por Langley en 1905, el cual sigue siendo un tema omnipresente en la farmacología actual (como pronto descubrirá cuando aborde los dos capítulos siguientes). El concepto de receptor y las tecnologías que se han derivado del mismo han tenido una repercusión considerable en el descubrimiento y la aplicación terapéutica de nuevos fármacos. También a principios del siglo xx emergió la bioquímica como una disciplina científica independiente y el descubrimiento de las enzimas y el estudio de las vías bioquímicas aportaron nuevos datos para el conocimiento de los efectos de los fármacos. Observando el diagrama de la farmacología basado en este breve repaso a su historia (fig. 1.1) se comprueba que es una especialidad que ha evolucionado desde los antiguos remedios precientíficos hasta su aprovechamiento comercial a partir del siglo xvii y que obtuvo la respetabilidad como disciplina científica tan pronto como fue posible en el siglo xix. La farmacología arrastra todavía vestigios de este pasado aventurero ya que la industria farmacéutica se ha convertido en un negocio enorme y gran parte de la investigación farmacológica actual se desarrolla ahora en un entorno comercial, en unas condiciones más duras y pragmáticas que las de cualquier ambiente académico.4 Ninguna otra especialidad biomédica tiene tanta relación con el «vil metal».
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Figura 1.1 El desarrollo de la farmacología.








Principios terapéuticos alternativos


La medicina moderna se basa fundamentalmente en el uso de fármacos como principal herramienta terapéutica. Por supuesto, también son importantes otros recursos terapéuticos como la cirugía, la dieta, el ejercicio, etc., así como la ausencia de intervención deliberada, pero ninguno de ellos tiene tantas aplicaciones como el tratamiento farmacológico.


Antes de que aparecieran las disciplinas científicas, se intentó en innumerables ocasiones idear métodos terapéuticos, muchos de los cuales produjeron resultados aún peores que el empirismo puro. Uno de esos métodos fue la alopatía, adoptado por James Gregory (1753-1821). Los remedios en los que se basaba eran la sangría, los eméticos y los purgantes, que se utilizaban hasta que desaparecían los síntomas predominantes de la enfermedad. Muchos pacientes murieron a causa de tales tratamientos y como reacción en contra de estos métodos Hahnemann propuso la práctica de la homeopatía a comienzos del siglo xix. La homeopatía se basa en los siguientes principios elementales:




• Lo parecido cura lo parecido.


• La actividad puede potenciarse mediante la dilución.





Este sistema cayó rápidamente en el absurdo: por ejemplo, Hahnemann recomendaba usar diluciones farmacológicas de 1:1060, lo que equivale a una molécula en una esfera del tamaño de la órbita de Neptuno.


Muchos otros sistemas terapéuticos han surgido y desaparecido y la gran variedad de principios dogmáticos que propugnaban han obstaculizado más que favorecido el progreso de la ciencia. Actualmente, los sistemas terapéuticos que tienen sus raíces al margen de la ciencia están ganando terreno bajo la bandera genérica de la medicina «alternativa» o «complementaria». En general, rechazan el «modelo médico», que atribuye a la enfermedad una alteración subyacente de la función normal que puede definirse en términos bioquímicos o estructurales y detectarse con medios objetivos y sobre la que se puede influir favorablemente mediante las intervenciones químicas o físicas apropiadas. En su lugar, se interesan fundamentalmente en el malestar subjetivo, que puede guardar relación con la enfermedad o no. Este abandono de la objetividad a la hora de definir y cuantificar la enfermedad se acompaña de una renuncia parecida a los principios científicos a la hora de valorar la eficacia terapéutica, de modo que cualquier principio o práctica puede conseguir aceptación sin necesidad de satisfacer los requisitos de validez que convencerían a un científico crítico y cuyo cumplimiento exige la ley antes de que se pueda empezar a utilizar un nuevo fármaco. Por desgracia, la aceptación del público tiene muy poco que ver con la eficacia demostrable.5









Aparición de la biotecnología


A partir de los años ochenta, la biotecnología se convirtió en una fuente importante de nuevos agentes terapéuticos en forma de anticuerpos, enzimas y distintas proteínas reguladoras, como hormonas, factores de crecimiento y citocinas (v. Buckel, 1996; Walsh, 2003). Aunque estos productos (conocidos como biofármacos) suelen obtenerse por ingeniería genética y no por síntesis química, los principios farmacológicos son esencialmente los mismos que para los fármacos convencionales. En el futuro, las terapias génicas y celulares (capítulo 59), aunque todavía están en sus inicios, darán lugar a tratamientos totalmente diferentes. Los principios que regulan el diseño, la administración y el control de los genes artificiales funcionales introducidos en las células, o de las células de ingeniería introducidas en el organismo, son muy diferentes de aquellos en que se basan los tratamientos farmacológicos y necesitarán un enfoque conceptual distinto, que libros como éste tendrán que incluir cada vez más si pretenden mantenerse al día en relación con los tratamientos médicos modernos.









Farmacología actual


Al igual que sucede con las demás disciplinas biomédicas, la farmacología no tiene unos límites claramente definidos ni constantes. Como corresponde a los pragmatistas, sus partidarios están siempre dispuestos a inmiscuirse en el terreno y las técnicas de otras disciplinas. Si alguna vez han existido unos principios conceptuales y técnicos que podrían considerar realmente propios, actualmente han menguado casi hasta la extinción y la especialidad se define mejor por su objetivo (comprender lo que los fármacos hacen a los organismos vivos y, muy especialmente, cómo se puede aprovechar su efecto para tratar las enfermedades) que por su coherencia científica.


En la figura 1.2 se muestra la estructura actual de la farmacología. La especialidad principal comprende una serie de compartimentos (neurofarmacología, inmunofarmacología, farmacocinética, etc.) que constituyen subdivisiones muy convenientes, si no estancas. Estos temas forman la materia principal del presente libro. En sus límites existen varias disciplinas solapadas que no se abordan en este libro y que establecen puentes de doble sentido entre la farmacología y otros campos de la biomedicina. La farmacología incluye más de éstos que otras disciplinas. A estos límites se han sumado recientemente subespecialidades como la farmacogenómica, la farmacoepidemiología y la farmacoeconomía.
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Figura 1.2 La farmacología actual con sus distintas subdivisiones.


Las disciplinas intermedias (cuadros marrones) conectan la farmacología con otras disciplinas biomédicas destacadas (cuadros verdes).

















Biotecnología


Originalmente consistía en la producción de fármacos u otros productos útiles por medios biológicos (p. ej., la síntesis de antibióticos a partir de microorganismos o la producción de anticuerpos monoclonales). Actualmente, dentro del ámbito biomédico, la biotecnología se refiere fundamentalmente al uso de la tecnología del ADN recombinante para una gran variedad de cometidos, como la fabricación de proteínas terapéuticas, el diagnóstico, la genotipificación, la obtención de animales transgénicos, etc. Entre las numerosas aplicaciones extramédicas destacan la agricultura, la medicina forense, las ciencias medioambientales, etc.









Farmacogenética


Consiste en el estudio de las influencias genéticas en la respuesta a los fármacos. Originalmente, la farmacogenética se centró en el estudio de las reacciones idiosincrásicas familiares, en las que los individuos afectados demuestran una respuesta anormal (generalmente perjudicial) a un determinado tipo de fármaco (v. Nebert y Weber, 1990). Actualmente abarca una mayor variedad de respuestas farmacológicas, con unas bases genéticas más complejas.









Farmacogenómica


Este nombre de reciente acuñación se solapa con la farmacogenética y describe el uso de la información genética para elegir el tratamiento farmacológico más indicado en cada caso. Se basa en la suposición de que es posible predecir la respuesta de los diferentes individuos a los fármacos si se conoce su configuración genética. El número de ejemplos que respaldan esta noción se incrementa con gran rapidez (v. capítulo 11). Hasta ahora, corresponden fundamentalmente a polimorfismos genéticos de enzimas metabolizadoras de fármacos o de receptores de fármacos (v. Weinshilboum y Wang, 2004; Swen et al., 2007). En última instancia, la vinculación de variaciones genéticas específicas con modificaciones del efecto terapéutico o no deseado de un fármaco determinado debería permitirnos adaptar las opciones terapéuticas al genotipo de un sujeto. Las continuadas mejoras en el coste y la viabilidad de la genotipificación individual mejorarán su aplicabilidad, con consecuencias a largo plazo para la terapéutica.6









Farmacoepidemiología


Es el estudio de los efectos de los fármacos en la población (v. Strom, 2000). Analiza la variabilidad de los efectos farmacológicos entre los individuos de una población y entre las distintas poblaciones. Está adquiriendo una importancia creciente para las autoridades que deciden si los nuevos fármacos reciben autorización para su uso terapéutico. La variabilidad entre los individuos o las poblaciones tiene un efecto negativo sobre la utilidad de un fármaco, aun cuando su efecto medio pueda ser satisfactorio. Los estudios farmacoepidemiológicos también tienen en cuenta el cumplimiento del tratamiento por el paciente y otros factores que actúan cuando se usa el fármaco en la vida real.









Farmacoeconomía


Esta rama de la economía sanitaria cuantifica en términos económicos los costes y los beneficios de los fármacos para usos terapéuticos. Tuvo su origen en el interés de muchos gobiernos en prestar una asistencia sanitaria adecuada con los ingresos fiscales disponibles y en saber qué medios terapéuticos resultan más rentables. Por supuesto, estos temas generan controversias airadas, ya que lo que se persigue en última instancia es dar un valor monetario a la salud y la longevidad. Como en el caso de la farmacoepidemiología, las autoridades solicitan análisis económicos cada vez con mayor frecuencia y buscan pruebas de ventajas particulares antes de decidir si conceden licencias de comercialización. Para más información acerca de este tema tan complejo, véase Drummond et al. (1997), Rascati (2009).
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1 Como la mayor parte de las definiciones, ésta tiene sus limitaciones. Por ejemplo, existen numerosos componentes alimentarios, como el hierro y diversas vitaminas, que son utilizadas como medicinas.


2 Oliver Wendell Holmes, un eminente médico, escribió en 1860: «… creo firmemente que si pudiéramos hundir en el mar toda la materia médica, tal como se entiende en la actualidad, sería lo mejor para el género humano y lo peor para los peces». (Véase Porter, 1997.)


3 Una serie de sustancias químicas alcanzaron notoriedad farmacológica mucho antes de que comenzara la era de la química sintética. El éter dietílico, preparado inicialmente como «aceite dulce de vitriolo» en el siglo xvi, y el óxido nitroso, preparado por Humphrey Davy en 1799, se empleaban para animar las fiestas antes de que fueran usados como anestésicos a mediados del siglo xix (v. capítulo 40). El nitrito de amilo (v. capítulo 21) se obtuvo en 1859 y puede presumir de ser el primer fármaco «racional»; basándose en sus efectos fisiológicos, se pudo predecir su efecto terapéutico sobre la angina: un auténtico «fármaco de farmacólogo» y el antecesor maloliente de los nitrovasodilatadores tan utilizados actualmente. El ácido acetilsalicílico (capítulo 26), el fármaco más utilizado en toda la historia, fue sintetizado por primera vez en 1853, sin intención de aplicarlo con fines farmacológicos. Fue redescubierto en 1897 en los laboratorios de la compañía alemana Bayer, que buscaba un derivado menos tóxico del ácido salicílico. Bayer comercializó el ácido acetilsalicílico en 1899 y obtuvo una gran fortuna.


4 Algunos de los pioneros más distinguidos de la farmacología empezaron sus carreras en la industria: por ejemplo, Henry Dale, que sentó las bases de nuestros conocimientos actuales de la transmisión química y el sistema nervioso autónomo (capítulo 11); George Hitchings y Gertrude Elion, que describieron el principio de los antimetabolitos y sintetizaron los primeros antitumorales eficaces (capítulo 54), y James Black, que obtuvo los primeros antagonistas de los receptores β-adrenérgicos e histamínicos H2 (capítulos 13 y 17). No es casualidad que en este libro, en el que revisamos los principios científicos de la farmacología, la mayoría de nuestros ejemplos representen productos industriales y no de la naturaleza.


5 El populismo anticientífico y las presiones comerciales han hecho que, recientemente, la Medicines and Health Care Regulatory Agency (MHRA) del Reino Unido aprobaran un producto homeopático, a pesar de la ausencia de datos que demuestren su eficacia.


6 Un ejemplo interesante sería un nuevo fármaco antineoplásico, el gefitinib, que dispone de una notable eficacia en el tratamiento del cáncer de pulmón, pero únicamente actúa en un 10% de los casos. Los pacientes que responden a este fármaco portan mutaciones en el receptor tirosina cinasa (v. capítulo 3) que constituye la diana farmacológica del fármaco, y se pueden identificar previamente mediante caracterización genotípica (v. Lynch et al., 2004).










2 Cómo actúan los fármacos


principios generales




Resumen


La farmacología se convirtió realmente en una ciencia cuando se pasó de describir lo que hacen los fármacos a explicar cómo funcionan. En este capítulo revisaremos algunos principios generales en los que se basa la interacción entre los fármacos y los sistemas vivos (en el capítulo 3 se analizan más detalladamente los aspectos moleculares). Tras describir la interacción entre fármacos y células revisaremos con mayor detalle los diferentes tipos de interacciones fármaco-receptor. Aún estamos muy lejos de poder predecir los efectos farmacológicos de una sustancia química nueva o de diseñar ab initio un producto químico para conseguir un efecto terapéutico determinado; no obstante, sí que podemos definir algunos principios generales importantes, lo que constituye nuestro objetivo en este capítulo.









Introducción


Para empezar, tenemos que dar las gracias a Paul Ehrlich por insistir en que es posible explicar la acción de los fármacos en lo que se refiere a interacciones químicas convencionales entre fármacos y tejidos, y por rebatir la idea de que algunos fármacos precisen la intervención de «fuerzas vitales» mágicas, y no de principios físicos y químicos, para explicar su notable potencia y especificidad. Aunque muchos fármacos producen efectos en dosis y concentraciones extraordinariamente bajas, una concentración reducida sigue equivaliendo a una cantidad enorme de moléculas. Una gota de una solución de un fármaco a tan solo 10–10 mol/l sigue conteniendo unas 3 × 109 moléculas del fármaco; por consiguiente, no es ningún misterio que pueda producir una respuesta farmacológica evidente. Algunas toxinas bacterianas (p. ej., toxina diftérica) actúan con tanta precisión que una sola molécula que capte una célula diana basta para originar su muerte.


Uno de los axiomas básicos de la farmacología establece que las moléculas del fármaco deben ejercer alguna influencia química sobre uno o más componentes celulares para producir una respuesta farmacológica. En otras palabras, las moléculas del fármaco deben estar suficientemente próximas a las moléculas que constituyen las células para que ambas interactúen químicamente de forma que la función de estas últimas se vea alterada. Por supuesto, el número de moléculas del organismo supera con creces el de las moléculas del fármaco y, si estas simplemente se distribuyeran al azar, las probabilidades de interactuar con cualquier tipo determinado de molécula celular serían despreciables. Por consiguiente, para que aparezca un efecto farmacológico se necesita en general que las moléculas del fármaco se distribuyan de forma no uniforme por el organismo o los tejidos, lo que equivale a decir que las moléculas del fármaco deben «unirse» a determinados componentes de las células y los tejidos para ejercer un efecto. Ehrlich lo resumía con las siguientes palabras: «Corpora non agunt nisi fixata» (en el presente contexto: «Un fármaco no funcionará a menos que se una»).1


Esos importantes lugares de unión se denominan, a menudo, «dianas farmacológicas» (una clara alusión a la famosa expresión de Ehrlich «balas mágicas» para describir la capacidad de los antimicrobianos). Los mecanismos por los que la asociación de una molécula de fármaco y su diana dan lugar a una respuesta fisiológica constituyen el principal impulso de la investigación farmacológica. La mayoría de las dianas farmacológicas son proteínas. Incluso los anestésicos generales (v. capítulo 40), de los que durante mucho tiempo se pensó que provocaban sus efectos al interactuar con los lípidos de las membranas, interactúan fundamentalmente con las proteínas de las membranas (v. Franks, 2008). Todas las reglas tienen sus excepciones y muchos antibióticos y antitumorales (capítulos 50 y 55), así como algunos productos mutágenos y cancerígenos (capítulo 57), interactúan directamente con el ADN, no con las proteínas; los bisfosfonatos, usados para tratar la osteoporosis (capítulo 35), se unen a las sales cálcicas de la matriz ósea y ejercen un efecto tóxico sobre los osteoclastos, de manera muy parecida a un raticida.









Proteínas diana para la unión de los fármacos


Son cuatro los tipos de proteínas reguladoras que suelen actuar como diana primaria de los fármacos:




• Receptores.


• Enzimas.


• Moléculas transportadoras.


• Canales iónicos.





Existen algunas excepciones, en especial entre la nueva generación de biofármacos (v. capítulo 59). Por otra parte, muchos se unen (además de a sus dianas primarias) a proteínas plasmáticas (v. capítulo 8) y a diversas proteínas celulares, sin producir efectos fisiológicos evidentes. No obstante, la generalización de que la mayoría de los fármacos actúan sobre uno de los cuatro tipos de proteínas citados anteriormente representa un punto de partida aceptable.


En los capítulos 3-4 se analizan más detalladamente los mecanismos por los que esas uniones desencadenan respuestas celulares.






Receptores de fármacos






¿Qué significa receptores?








[image: image] Como se ha comentado en el capítulo 1, el concepto de receptor reviste una importancia clave en la farmacología; este término se emplea más a menudo para referirse a las moléculas diana a través de las cuales producen sus efectos diversos mediadores fisiológicos solubles (hormonas, neurotransmisores, mediadores inflamatorios, etc.). En este texto aparecen numerosos ejemplos, como receptores de acetilcolina, receptores de citocinas, receptores de esteroides, y receptores de hormonas de crecimiento, y el término receptor suele aplicarse a una molécula de reconocimiento de un mediador químico.


En algunas ocasiones, el término «receptor» se emplea para señalar cualquier molécula diana a la que deba unirse una molécula de fármaco (es decir, un compuesto exógeno en lugar de un mediador endógeno) con el fin de producir su efecto específico. Por ejemplo, el canal de sodio sensible al voltaje recibe el nombre de «receptor» de anestésicos locales (v. capítulo 42) o bien la enzima reductasa de dihidrofolato se denomina «receptor» de metotrexato (capítulo 49). En este contexto conviene utilizar el término diana farmacológica.


En el ámbito más general de la biología celular, el término receptor describe diversas moléculas de superficie celular (como receptores de linfocitos T, integrinas, receptores Toll, etc.; v. capítulo 6) implicadas en las interacciones célula-célula que son importantes desde el punto de vista de la inmunología, el crecimiento, la migración y la diferenciación celulares y algunas de las cuales están comenzando a actuar como dianas farmacológicas. Estos receptores se diferencian de los receptores farmacológicos convencionales en su capacidad de respuesta a proteínas unidas a superficies celulares o estructuras extracelulares en lugar de a mediadores solubles.


A menudo, algunas proteínas transportadoras se denominan receptores, como el receptor de lipoproteínas de baja densidad que interviene en el metabolismo lipídico (capítulo 23) y el receptor de transferrina que participa en la absorción del hierro (capítulo 25). Estas moléculas apenas poseen algún rasgo en común con los receptores farmacológicos. Aunque notablemente distintos de ellos, estas proteínas desempeñan un papel destacado en la acción de fármacos como las estatinas (capítulo 23).








Objetivos de la acción farmacológica [image: image]







• Un fármaco es una sustancia química aplicada a un sistema fisiológico que modifica su función de manera específica.


• Salvo contadas excepciones, los fármacos actúan sobre proteínas diana:



– Receptores.



– Enzimas.



– Transportadores.



– Canales iónicos.


• El término receptor posee varios significados. En farmacología, describe las moléculas proteicas encargadas de reconocer y responder a señales químicas endógenas. Otras moléculas con las que interaccionan los fármacos para originar sus efectos se denominan dianas farmacológicas.


• La especificidad es recíproca: cada tipo de fármaco se une solo a determinadas moléculas diana y cada tipo de molécula diana reconoce únicamente a determinados tipos de fármacos.


• Ningún fármaco tiene una acción totalmente específica. En muchos casos, al aumentar la dosis de un fármaco, este se une también a otras proteínas diana distintas de la principal, y esto puede dar lugar a efectos secundarios.















Receptores en sistemas fisiológicos


Los receptores constituyen un elemento destacado del sistema de comunicación química utilizado por los organismos multicelulares para coordinar las actividades de sus células y órganos. Si no tuviéramos receptores, seríamos poco más que un montón de amebas.


La acción de la adrenalina en el corazón pone de manifiesto algunos rasgos clave de los receptores. La adrenalina se une en primer lugar a una proteína receptora (el receptor β-adrenérgico, v. capítulo 14) que actúa como lugar de reconocimiento de esta y otras catecolaminas. Su unión al receptor pone en marcha una cadena de reacciones (v. capítulo 3) que producen un incremento de la potencia y la velocidad de los latidos cardíacos. En ausencia de adrenalina, el receptor se mantiene inactivo. Este mecanismo rige la actividad de casi todos los receptores de mediadores endógenos (hormonas, neurotransmisores, citocinas, etc.) aunque se conocen algunos ejemplos (v. capítulo 3) de receptores «constitutivamente activos», es decir, que ejercen una influencia de control incluso cuando no está presente ningún mediador químico.


Es preciso diferenciar los agonistas, los cuales «activan» los receptores, y los antagonistas, los cuales pueden combinarse en el mismo lugar sin provocar la activación e inhiben el efecto de los agonistas sobre ese receptor. La distinción entre agonistas y antagonistas tan solo es relevante en receptores con este tipo de función reguladora fisiológica; no tiene sentido hablar de «agonistas» de la categoría más general de dianas farmacológicas comentadas anteriormente.


Las características de los receptores farmacológicos y los términos habitualmente aplicados a ellos se describieron por Neubig et al. (2003). Por su parte, Rang (2006) analiza los orígenes del concepto de receptor y su importancia farmacológica.












Especificidad de los fármacos


Para que un fármaco tenga alguna utilidad terapéutica o científica, debe actuar selectivamente sobre determinadas células o tejidos. En otras palabras, debe demostrar una especificidad elevada por un lugar de unión. Por otro lado, las proteínas que actúan como diana para un fármaco suelen mostrar una gran especificidad por el ligando; únicamente reconocen un tipo de ligando.


Estos principios de especificidad por el lugar de unión y por el ligando se evidencian claramente en la acción de un mediador como la angiotensina (capítulo 22). Este péptido actúa intensamente sobre la musculatura lisa vascular y el túbulo renal, pero apenas tiene efectos sobre otros tipos de músculo liso o el epitelio intestinal. Otros mediadores actúan sobre un espectro de células y tejidos bastante diferente y, en cada caso, el patrón depende de la expresión específica de los receptores proteicos de los distintos mediadores. Un cambio químico muy pequeño, como la conversión de uno de los aminoácidos de la angiotensina de la forma l a la forma d o la eliminación de un aminoácido de la cadena, puede inactivar totalmente la cadena, ya que el receptor no se une a la forma alterada. La especificidad complementaria de los ligandos y los lugares de acción, que permite que las proteínas reconozcan con total exactitud a moléculas específicas, es un factor esencial para poder explicar muchos de los fenómenos farmacológicos. No exageramos si decimos que la capacidad de las proteínas para interactuar de manera muy selectiva con otras moléculas (incluidas otras proteínas) representa la base de los organismos vivos. En este libro mencionaremos repetidas veces su importancia para comprender las acciones farmacológicas.


Por último, conviene destacar que ningún fármaco actúa con una especificidad absoluta. Así, por ejemplo, los antidepresivos tricíclicos (capítulo 46) bloquean los transportadores de monoaminas, pero destacan igualmente por originar efectos secundarios (p. ej., xerostomía) debido a su capacidad para bloquear distintos receptores. En general, cuanto menor es la potencia de un fármaco y mayor es la dosis que se necesita, mayores son las probabilidades de que tengan importancia otros lugares de acción al margen del primario. En términos clínicos, esto suele asociarse a la aparición de efectos secundarios adversos, de los que no carece ningún fármaco.


Desde los años setenta, la investigación farmacológica ha logrado identificar las proteínas diana de muchos tipos de fármacos. Actualmente sabemos que fármacos tales como los analgésicos opiáceos (capítulo 41), los cannabinoides (capítulo 18) y los tranquilizantes benzodiacepínicos (capítulo 43), que tienen unos efectos perfectamente conocidos desde hace muchos años, se unen a receptores claramente definidos, los cuales han podido ser totalmente caracterizados mediante técnicas de clonación génica (v. capítulo 3).









Clasificación de los receptores








[image: image] Poder relacionar la acción de un fármaco con un receptor determinado nos ayuda considerablemente a clasificar y mejorar el diseño de ese fármaco. Por ejemplo, el análisis farmacológico de las acciones de la histamina (v. capítulo 17) demostró que algunos de sus efectos (los H1, como la contracción del músculo liso) eran notablemente contrarrestados por los antagonistas histamínicos competitivos conocidos entonces. Black et al. señalaron en 1970 que los demás efectos de la histamina, que incluían su efecto estimulante sobre la secreción gástrica, podían deberse a un segundo tipo de receptor histamínico (H2). Investigando distintos análogos de la histamina observaron que algunos presentaban selectivamente efectos H2 y muy poca actividad H1. Al analizar qué partes de la molécula de la histamina conferían este tipo de especificidad, pudieron desarrollar antagonistas selectivos H2 que bloqueaban potentemente la secreción gástrica, un descubrimiento de enorme importancia terapéutica (capítulo 29). Posteriormente se descubrieron otros dos tipos más de receptores histamínicos (H3 y H4).


La clasificación de los receptores basada en las respuestas farmacológicas sigue siendo muy práctica y muy utilizada. Nuevos enfoques experimentales han originado otros criterios en los que basar la clasificación de los receptores. La medición directa de la unión de los ligandos a los receptores (v. más adelante) ha permitido definir muchos subtipos nuevos de receptores, unos subtipos que no se podían distinguir fácilmente estudiando los efectos de los fármacos. La clonación molecular (v. capítulo 3) ofrece unas bases totalmente nuevas para una clasificación mucho más detallada que la que se puede obtener mediante los análisis farmacológicos. Finalmente, el análisis de las vías bioquímicas relacionadas con la activación de los receptores (v. capítulo 3) ofrece otra base más para la clasificación.


Esta profusión de datos permitió que la clasificación de los receptores se volviera repentinamente mucho más prolija, con una proliferación de subtipos de receptores para todos los tipos de ligandos fundamentales. Como empezaron a surgir clasificaciones moleculares y bioquímicas alternativas que eran incompatibles con las clases aceptadas de receptores definidos farmacológicamente, la International Union of Pharmacological Sciences (IUPHAR) encargó a grupos de expertos que elaboraran clasificaciones consensuadas de receptores para los tipos principales, teniendo en cuenta la información farmacológica, molecular y bioquímica disponible. Estos expertos se enfrentan a un trabajo difícil; sus conclusiones no serán perfectas ni definitivas, pero son esenciales para garantizar una terminología coherente. Para un estudiante esto puede parecer un ejercicio arcano de taxonomía, que genera mucho detalle pero arroja poca luz. Existe el peligro de que las listas aburridas de nombres, acciones y efectos secundarios de fármacos que solían recargar la asignatura sean sustituidas por tablas exhaustivas de receptores, ligandos y vías de transducción. En este libro hemos intentado evitar los detalles por sí mismos e incluimos solo aquella información sobre la clasificación de los receptores con interés inherente o que nos ayude a explicar las acciones de fármacos importantes. Se dispone de una completa base de datos de la IUPHAR sobre las clases de receptores conocidas (v. http://www.iuphar-db.org), así como resúmenes periódicamente actualizados (Alexander et al., 2009).












Interacciones fármaco-receptor


Cuando una molécula del fármaco ocupa un receptor puede activar o no dicho receptor. Por activación entendemos que la molécula unida altera el receptor de tal modo que induce una respuesta tisular. En el capítulo 3 revisamos los mecanismos moleculares relacionados con la activación de los receptores. La unión y la activación representan dos etapas diferentes en la producción de la respuesta mediada por el receptor por parte de un agonista (fig. 2.1). Se denomina antagonista de un receptor al fármaco que se une sin activarlo y evita de ese modo la unión del agonista. La tendencia de un fármaco a unirse a los receptores depende de su afinidad, mientras que la tendencia a activarlo una vez que se une depende de su eficacia. Estos términos se definen con mayor precisión más adelante (pág. 13). Generalmente, los fármacos muy potentes tienen una gran afinidad por los receptores y ocupan una proporción importante de los mismos incluso a concentraciones bajas. Los agonistas poseen también una eficacia elevada, mientras que los antagonistas tienen una actividad intrínseca o eficacia nula en el caso más simple. Los fármacos con una eficacia intermedia (de modo que incluso ocupando el 100% de los receptores producen una respuesta submáxima de los tejidos) reciben el nombre de agonistas parciales, para distinguirlos de los agonistas puros, que poseen una eficacia suficiente para desencadenar una respuesta tisular máxima. Aunque ahora los veamos como una descripción excesivamente simplificada de los fenómenos que tienen lugar a nivel molecular (v. capítulo 3), estos conceptos constituyen una base muy útil para la caracterización de los efectos farmacológicos.





[image: image]

Figura 2.1 Distinción entre la unión del fármaco y la activación del receptor.


El ligando A es agonista, debido a que cuando se une, el receptor (R) tiende a activarse, mientras que el ligado B es un antagonista, dado que la unión no induce activación. Las constantes de velocidad, k+1, k-1, α y β para los pasos de unión y activación varían entre los diferentes fármacos. Para un antagonista, que no activa el receptor, β = 0.




A continuación analizaremos algunos aspectos con mayor detalle, como la unión de los fármacos, las curvas de concentración/efecto de los agonistas, el antagonismo competitivo, los agonistas parciales y la naturaleza de la eficacia. Conviene comprender cualitativamente estos conceptos por muchas razones, aunque para un análisis más detallado se requiere una formulación cuantitativa (v. pág. 16).






Unión de los fármacos a los receptores








[image: image] A menudo es posible medir directamente la unión de los fármacos a los receptores utilizando moléculas del fármaco (agonistas o antagonistas) marcadas con uno o más átomos radiactivos (normalmente H3, C14 o I125). El método habitual consiste en incubar muestras del tejido (o fragmentos de membranas) con distintas concentraciones de fármaco radiactivo hasta alcanzar un equilibrio. La radiactividad unida se mide tras la eliminación del sobrenadante.


En estos experimentos se produce inevitablemente una determinada cantidad de «unión inespecífica» (es decir, fármaco captado por estructuras que no son receptores), lo que enturbia el componente específico y debe mantenerse al mínimo. Para calcular la cantidad de unión inespecífica se mide la radiactividad captada en presencia de una concentración saturante de un ligando (no radiactivo) que inhibe completamente la unión del fármaco radiactivo a los receptores y deja solo el componente inespecífico. A continuación se resta esta cantidad de la unión total para obtener un cálculo aproximado de la unión específica (fig. 2.2). La curva de unión (v. fig. 2.2B) define la relación existente entre la concentración y la cantidad de fármaco unido (B) y en la mayoría de los casos coincide bastante con la relación prevista teóricamente (v. fig. 2.11, más adelante), lo que permite calcular la afinidad del fármaco por los receptores, así como la capacidad de unión (Bmáx), que representa la densidad de receptores en el tejido. Combinadas con estudios funcionales, las mediciones de la unión han resultado de gran utilidad. Por ejemplo, han confirmado la veracidad de la hipótesis de los receptores de reserva (pág. 13) en los receptores muscarínicos del músculo liso; en general, se observa que los agonistas se unen con una afinidad bastante baja y aparece un efecto biológico con una ocupación reducida de los receptores. También se ha comprobado en el músculo esquelético y otros tejidos que la desnervación incrementa el número de receptores en las células diana, un hallazgo responsable (al menos en parte) del fenómeno de la hipersensibilidad por desnervación. En términos más generales, parece que los receptores tienden a aumentar en número (normalmente a lo largo de varios días) cuando falta o escasea la hormona o el transmisor pertinente, y a disminuir en caso de producirse un exceso, un proceso de adaptación a los fármacos o a las hormonas como consecuencia de su administración continuada (v. pág. 15).





[image: image]

Figura 2.2 Medición de la unión al receptor (receptores β-adrenérgicos de las membranas celulares cardíacas).


El ligando era [H3]-cianopindolol, un derivado de pindolol (v. capítulo 14). [A] Medición de las uniones total e inespecífica en equilibrio. La unión inespecífica se mide en presencia de una concentración saturante de un agonista no radiactivo de receptores β-adrenérgicos, que impide que el ligando radiactivo se una a los receptores β-adrenérgicos. La diferencia entre las dos líneas representa la unión específica. [B] Representación gráfica de la unión específica en función de la concentración. La curva es una hipérbola rectangular (ecuación 2.5). [C] Representación gráfica de la unión específica en función de la concentración (escala logarítmica). La curva sigmoidea es una curva logística que representa la hipérbole rectangular del panel B en escala semilogarítmica. [D] Representación de Scatchard (ecuación 2.7). Genera una línea recta a partir de la cual se pueden calcular los parámetros de unión KA y Bmáx.




Las técnicas de imagen no invasivas, como la tomografía por emisión de positrones (PET) también pueden emplearse para investigar la distribución de los receptores en estructuras como el cerebro humano vivo. Esta técnica se ha utilizado, por ejemplo, para medir el grado de bloqueo de los receptores de dopamina producido por los fármacos antipsicóticos en el cerebro de los pacientes esquizofrénicos (v. capítulo 45)


Las curvas de unión de los agonistas a menudo revelan una aparente heterogeneidad entre los receptores. Por ejemplo, la unión de un agonista a los receptores muscarínicos (capítulo 13), y también a los β-adrenérgicos (capítulo 14), indica que existen al menos dos poblaciones de lugares de unión con diferentes afinidades. Esto puede deberse a que los receptores pueden existir en forma libre o unidos en la membrana a otra macromolécula, la proteína G (v. capítulo 13), que forma parte del sistema de transducción mediante el que el receptor ejerce su efecto regulador. La unión de los antagonistas no es tan compleja, debido probablemente a que por su naturaleza no se acoplan secundariamente a la proteína G. Dado que la unión a agonistas da lugar a la activación, la afinidad por los agonistas ha demostrado ser un concepto sorprendentemente esquivo, sobre el que los diletantes suelen polemizar.












Relación entre concentración y efecto del fármaco


Aunque la unión puede medirse directamente, lo que suele interesar es una respuesta biológica, como un aumento de la presión arterial, la contracción o relajación de una tira de músculo liso en un baño para órganos, la activación de una enzima o una respuesta conductual; esto suele representarse gráficamente en forma de una curva de concentración-efecto (in vitro) o de curva de dosis-respuesta (in vivo), como se ve en la figura 2.3. Estas curvas nos permiten calcular la respuesta máxima que puede producir el fármaco (Emáx) y la concentración o dosis necesaria para originar la mitad de la respuesta máxima (EC50 o ED50), unos parámetros muy útiles para comparar la potencia de diferentes fármacos con efectos cualitativos similares (v. capítulo 7). Aunque se parecen a las curvas de unión de la figura 2.2C, las de concentración-efecto no pueden utilizarse para medir la afinidad de los fármacos agonistas por sus receptores, ya que la respuesta fisiológica producida no es, en general, directamente proporcional al grado de ocupación. Para que aparezca una respuesta fisiológica integrada, como un aumento de la presión arterial por la adrenalina, tienen que interactuar muchos factores. La adrenalina (v. capítulo 14) aumenta el gasto cardíaco y contrae algunos vasos sanguíneos y dilata otros, y la propia variación de la presión arterial evoca una respuesta refleja superpuesta. Evidentemente, en este caso, el efecto final no representa una medición directa del grado de ocupación de los receptores y lo mismo sucede con la mayoría de los efectos inducidos por fármacos.





[image: image]

Figura 2.3 Curvas de concentración-efecto obtenidas experimentalmente.


Aunque las líneas, trazadas según la ecuación de reacción de unión 2.5, coinciden bastante, las curvas no ofrecen una estimación correcta de la afinidad de los fármacos por los receptores. Esto se debe a que la relación entre la ocupación de los receptores y la respuesta no suele ser lineal.




A la hora de interpretar las curvas de concentración-efecto conviene recordar que la concentración del fármaco en los receptores puede diferir de la concentración conocida en el baño para órganos. Los agonistas pueden sufrir una degradación enzimática rápida o ser captados por las células al difundir desde la superficie hacia su lugar de acción, de modo que se puede alcanzar una situación de equilibrio en la que la concentración de agonista en los receptores es muy inferior a la del baño. Por ejemplo, en el caso de la acetilcolina, que es hidrolizada por la colinesterasa presente en la mayoría de los tejidos (v. capítulo 13), la concentración que alcanzan los receptores puede representar menos del 1% de la existente en el baño y se ha observado una diferencia aún mayor con la noradrenalina, que es captada por las terminaciones simpáticas con gran avidez en muchos tejidos (capítulo 14). Por consiguiente, aunque la curva de concentración-efecto, como en la figura 2.3, parece un calco de la curva de unión (v. fig. 2.2C) no se puede usar directamente para determinar la afinidad del agonista por los receptores.












Antagonismo competitivo


Aunque un fármaco puede inhibir la respuesta a otro de diversas formas (v. más adelante), la competición a nivel de receptores resulta particularmente importante, tanto en laboratorio como en clínica, debido a las elevadas potencia y especificidad que pueden alcanzarse.


En presencia de un antagonista competitivo, la ocupación por el agonista a una determinada concentración del mismo se reduce, dado que el receptor puede acoger solamente a una molécula cada vez. Sin embargo, como ambos compiten entre sí, se puede restablecer la ocupación (y por consiguiente la respuesta tisular) aumentando la concentración de agonista. Debido a ello, se dice que el antagonismo es superable, a diferencia de lo que sucede con otros tipos de antagonismo (v. más adelante), en los que no se puede vencer el bloqueo al incrementar la concentración de agonista. Un análisis teórico muy sencillo (v. pág. 17) permite predecir que, en presencia de una concentración fija de antagonista, la curva semilogarítmica concentración-efecto del agonista se desplazará a la derecha, sin que varíe la pendiente ni el máximo: es el signo distintivo del antagonismo competitivo (fig. 2.4A). El desplazamiento se expresa en forma de proporción de la dosis, r (la proporción en la que hay que aumentar la concentración del agonista en presencia del antagonista para restablecer un grado de respuesta determinado). La teoría establece que la proporción de la dosis aumenta linealmente con la concentración del antagonista (v. pág. 17). Estas predicciones suelen confirmarse en la práctica (fig. 2.5) y en la farmacología son muy frecuentes los ejemplos de antagonismo competitivo. La posibilidad de superar el bloqueo producido por el antagonista puede tener importancia práctica, ya que permite restablecer el efecto funcional del agonista mediante el incremento de su concentración. Con otros tipos de antagonismo (v. más adelante), el bloqueo suele ser imposible de superar.
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Figura 2.4 Curvas hipotéticas de concentración de agonista-ocupación en presencia de antagonistas competitivos reversibles [A] e irreversibles [B].


Se han normalizado las concentraciones respecto de las constantes de equilibrio K (es decir, 1 corresponde a una concentración igual a K y produce una ocupación del 50%). Obsérvese que el aumento de la concentración del agonista supera al efecto del antagonista reversible (es decir, que el bloqueo es superable), por lo que la respuesta máxima no se ve modificada, mientras que el efecto de un antagonista irreversible no es superable, por lo que la ocupación completa por el agonista no puede alcanzarse.
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Figura 2.5 Antagonismo competitivo de isoprenalina y propranolol medido en aurículas aisladas de cobaya.


[A] Curvas de concentración-efecto a diferentes concentraciones de propranolol (indicadas en las curvas). Obsérvese el desplazamiento progresivo a la derecha sin que varíe la pendiente o el máximo. [B] Gráfica de Schild (ecuación 2.10). La constante de equilibrio (K) de propranolol viene determinada por el punto de intersección con el eje de abscisas, 2,2 × 10–9 mol/l.


(Resultados de Potter L T 1967 Uptake of propranolol by isolated guinea-pig atria. J Pharmacol Exp Ther 55: 91–100.)





Las características más destacadas del antagonismo competitivo son:




• El desplazamiento de la curva semilogarítmica concentración-efecto del agonista a la derecha, sin que varíe la pendiente o el máximo.


• La relación lineal entre la proporción de la dosis y la concentración de antagonista.


• La competitividad demostrada en estudios de unión.





El antagonismo competitivo es el mecanismo más directo por el que un fármaco puede reducir el efecto de otro (o de un mediador endógeno); en la tabla 3.1 se recogen algunos ejemplos.





[image: image] Las propiedades del antagonismo competitivo reversible descritas en los párrafos anteriores reflejan el hecho de que la velocidad de disociación de las moléculas de antagonista es suficientemente elevada para que se alcance rápidamente un nuevo equilibrio al añadir el agonista. El agonista es capaz de «desplazar» las moléculas de antagonista de los receptores porque ocupa una parte de los receptores vacantes, reduciendo la velocidad de asociación de las moléculas de antagonista; por consiguiente, la velocidad de disociación supera temporalmente la de asociación y desciende la ocupación general del antagonista.


El antagonismo competitivo irreversible, o no equilibrado, se produce cuando el antagonista se disocia muy lentamente, o no lo hace en absoluto, de los receptores, con el resultado de que la ocupación por el antagonista apenas varía al añadir el agonista.2


En la figura 2.4 se comparan los efectos previsibles de los antagonistas reversibles e irreversibles.





Antagonismo competitivo [image: image]







• El antagonismo competitivo reversible es el tipo más frecuente e importante de antagonismo; presenta dos características destacadas:



– En presencia del antagonista, la curva semilogarítmica de concentración-efecto del agonista se desplaza hacia la derecha sin que varíe la pendiente o el máximo; el grado de desplazamiento indica la proporción de dosis.




– La proporción de dosis aumenta linealmente con la concentración del antagonista; el punto de intersección de esta línea con el eje de abscisas indica la afinidad del antagonista por el receptor.


• La afinidad del antagonista, medida de esta forma, es un parámetro muy utilizado para clasificar los receptores.








En algunos casos (fig. 2.6A) se reproduce exactamente el efecto teórico, pero no siempre queda tan clara la distinción entre antagonismo competitivo reversible e irreversible (o incluso antagonismo no competitivo; v. más adelante). Esto se debe al fenómeno de los receptores de reserva (v. pág. 13); si la ocupación por el agonista necesaria para producir una respuesta biológica máxima es muy pequeña (pongamos el 1% del número total de receptores), es posible bloquear irreversiblemente casi el 99% de los receptores sin reducir la respuesta máxima. Una ocupación menor por el antagonista originará un desplazamiento paralelo de la curva logarítmica de concentración-efecto que no se distingue del antagonismo competitivo reversible (fig. 2.6B).
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Figura 2.6 Efectos de los antagonistas competitivos irreversibles sobre las curvas de concentración-efecto de los agonistas.


[A] Respuesta del músculo liso de estómago de rata a 5-hidroxitriptamina en distintos momentos tras la adición de metisergida (10–9 mol/l). [B] Respuesta del estómago de conejo a carbacol en distintos momentos tras la adición de dibemanida (10–5 mol/l).


([A], según Frankhuijsen A L, Bonta I L 1974 Eur J Pharmacol 26: 220; [B], según Furchgott R F 1965 Adv Drug Res 3: 21.)







El antagonismo competitivo irreversible surge cuando un fármaco posee grupos reactivos que forman enlaces covalentes con el receptor. Se utilizan fundamentalmente como medios experimentales para investigar el funcionamiento de los receptores y son pocos los que tienen aplicaciones clínicas. No obstante, en la práctica clínica se usan inhibidores enzimáticos irreversibles que actúan de forma muy parecida, como el ácido acetilsalicílico (capítulo 26), el omeprazol (capítulo 29), y los inhibidores de la monoaminooxidasa (capítulo 46).






Efectos alostéricos








[image: image] Además del lugar de unión del agonista, al que se une el antagonista competitivo, las proteínas receptoras poseen muchos otros lugares de unión (alostéricos) (v. capítulo 3), a través de los cuales los fármacos pueden influir de diferentes maneras en la función de los receptores, aumentando o reduciendo la afinidad de los agonistas por el lugar de unión del agonista, o modificando su eficacia. Dependiendo de la dirección del efecto los ligandos pueden ser antagonistas alostéricos o facilitadores alostéricos del efecto agonista, y dicho efecto puede alterar la pendiente y el máximo de la curva concentración-efecto del agonista. Este tipo de modulación alostérica de los receptores ha suscitado un notable interés en los últimos tiempos (v. revisión de May et al., 2007) y puede demostrarse que es más generalizada de lo que anteriormente se consideraba. Entre los ejemplos bien conocidos de facilitación alostérica se cuentan la acción de la glicina (ligando alostérico) sobre los receptores de glutamato y la de las benzodiacepinas sobre los receptores de GABAA (capítulo 37).















Agonistas parciales y el concepto de eficacia


Hasta el momento, hemos considerado que los fármacos son agonistas, que de algún modo activan el receptor al ocuparlo, o antagonistas, que no producen activación. Sin embargo, la capacidad de una molécula del fármaco para activar el receptor es en realidad una propiedad graduada y no un fenómeno de «todo o nada». Si se analiza en un sistema biológico determinado una serie de agonistas químicamente parecidos que actúan sobre los mismos receptores, se observa a menudo que la respuesta máxima (la respuesta más intensa que puede provocar ese fármaco a una concentración elevada) varía de unos fármacos a otros. Algunos compuestos (conocidos como agonistas puros) producen una respuesta máxima (la mayor respuesta que puede dar el tejido), mientras que otros (agonistas parciales) solo desencadenan una respuesta submáxima. La figura 2.7 muestra las curvas de concentración-efecto para diversos agonistas α-adrenérgicos (v. capítulo 14) que produce contracción en tiras aisladas de aorta de conejo. El agonista puro fenilefrina produce el máximo efecto que el tejido es capaz de desarrollar; los demás compuestos solo generan respuestas submáximas y son agonistas parciales. La diferencia entre los agonistas puros y parciales estriba en la relación entre la ocupación de los receptores y la respuesta. En el experimento mostrado en la figura 2.7 fue posible estimar la afinidad de varios fármacos por el receptor y, en consecuencia (basándose en el modelo teórico descrito más adelante; pág. 17), calcular la fracción de receptores ocupados. Las gráficas de respuesta en función de la ocupación para los diferentes compuestos se muestran en la figura 2.7B. En ellas se aprecia que, para los agonistas parciales, la respuesta ante un determinado nivel de ocupación es inferior a la de los agonistas puros. El agonista parcial más débil, la tolazolina, genera una respuesta apenas detectable, incluso con una ocupación del 100%, y suele clasificarse como antagonista competitivo (v. pág. 10 y capítulo 14).





[image: image]

Figura 2.7 Agonistas parciales.


[A] Curvas semilogarítmicas de concentración-efecto para una serie de agonistas α-adrenérgicos que causan contracción en una tira aislada de aorta de conejo. La fenilefrina es un agonista puro. Los otros fármacos son agonistas parciales con diferentes grados de eficacia. [B] Relación entre respuesta y ocupación del receptor para la serie. Obsérvese que el agonista puro, fenilefrina, produce una respuesta próxima a la máxima cuando solamente la mitad de los receptores han sido ocupados, mientras que los agonistas parciales producen respuestas submáximas incluso cuando han ocupado todos los receptores. La eficacia de la tolazolina es tan baja que el fármaco se clasifica como antagonista α-adrenérgico (v. capítulo 14). En estos experimentos, la ocupación de receptores no se midió directamente, sino que se calculó a partir de estimaciones farmacológicas de las constantes de equilibrio de los fármacos.


(Datos tomados de Ruffolo et al. 1979 J Pharmacol Exp Ther 209: 429-436.)





Estas diferencias se expresan cuantitativamente como eficacia (e), un parámetro definido originalmente por Stephenson (1956) que indica la «capacidad» de un único complejo agonista-receptor para desencadenar una respuesta tisular. En el sencillo diagrama de la figura 2.1, la eficacia describe la tendencia del complejo fármaco-receptor a adoptar la conformación activa (AR*) en lugar de la conformación de reposo (AR). Un fármaco con eficacia cero (e = 0) no tiende a activar el receptor ni obtiene respuesta tisular alguna. Un fármaco con eficacia alta (e = 25)3 es un agonista puro, mientras que los valores de eficacia de los agonistas parciales se encuentran entre ambas cotas.





[image: image] Posteriormente se constató que las características del tejido (p. ej., el número de receptores que posee y la naturaleza del acoplamiento entre el receptor y la respuesta; v. capítulo 3) eran tan importantes como las del propio fármaco, y se desarrolló el concepto de eficacia intrínseca (v. Jenkinson, 1996; Kenakin, 1997). Dicho concepto puede ser responsable de numerosos hallazgos anómalos. Por ejemplo, en función de las características del tejido, un determinado fármaco puede ser agonista puro en un tejido y agonista parcial en otro; asimismo, los fármacos agonistas pueden presentar diferente potencia relativa en distintos tejidos, aunque el receptor sea el mismo.





Sería maravilloso poder explicar lo que significa eficacia en términos físicos y comprender por qué un fármaco es un agonista mientras que otro, químicamente muy parecido, actúa como un antagonista. Estamos empezando a comprender los procesos moleculares en los que se basa la activación de los receptores (descritos en el capítulo 3), pero todavía no podemos explicar claramente por qué algunos ligandos son agonistas y otros antagonistas, aunque el sencillo modelo teórico de dos estados que describimos más adelante representa un punto de partida muy útil.


A pesar de las incertidumbres teóricas, la eficacia es un concepto con una importancia práctica enorme. La adrenalina y el propranolol (v. capítulo 14) tienen afinidades equiparables por el receptor β-adrenérgico, pero difieren en su eficacia. ¡Ay del médico (y del estudiante también) que confunda estos conceptos! ¡Lo que importa es la eficacia!






Activación constitutiva del receptor y agonistas inversos








[image: image] Aunque solemos pensar que los receptores solo se activan cuando se unen a una molécula agonista, existen ejemplos (v. De Ligt et al., 2000) en los que se observa una activación apreciable aunque no haya ningún ligando presente. Esto ocurre con los receptores de benzodiacepinas (v. capítulo 43), cannabinoides (capítulo 18), serotonina (capítulo 15) y algunos otros mediadores. Por otra parte, los receptores sufren mutaciones (espontáneas, en algunos procesos patológicos [v. Bond e Ijzerman, 2006], o creadas experimentalmente [v. capítulo 4]) que provocan una activación significativa sin la presencia de ligandos (activación constitutiva). La actividad de la conformación de reposo puede ser excesivamente baja para producir efectos en condiciones normales, pero se torna evidente cuando se incrementa la expresión de los receptores, un fenómeno que se ha demostrado en los receptores β-adrenérgicos (v. Bond et al., 1995) y que podría tener notables implicaciones fisiopatológicas. Por tanto, suponiendo que un 1% de los receptores se mantenga activo en ausencia de agonistas, tan solo 100 receptores estarían activos en una célula normal que expresara unos 10.000 receptores. El incremento del nivel de expresión en 10 veces daría lugar a 1.000 receptores activos, lo que produciría un efecto importante. En estas circunstancias, puede ocurrir que un ligando reduzca el nivel de activación constitutiva; estos fármacos reciben el nombre de agonistas inversos (fig. 2.8; v. De Ligt et al., 2000) para distinguirlos de los antagonistas neutros, que no modifican per se el grado de activación. Los agonistas inversos se pueden considerar fármacos con una eficacia negativa, para diferenciarlos de los agonistas (con eficacia positiva) y los antagonistas competitivos (eficacia nula). Cada vez son más frecuentes los nuevos ejemplos de receptores constitutivamente activos y agonistas inversos (sobre todo entre los receptores acoplados a la proteína G; Seifert y Wenzel-Seifert, 2002). En teoría, un agonista inverso, al silenciar constitutivamente los receptores activos, debe ser más eficaz que un antagonista neutro en estados patológicos asociados a mutaciones de receptores o a autoanticuerpos dirigidos contra receptores, que dan lugar a una potenciación de la activación constitutiva. Entre tales estados se cuentan ciertos tipos de hipertiroidismo, la pubertad precoz y ciertas enfermedades paratiroideas (v. Bond e Ijzerman, 2006). Esto aún debe ser verificado, aunque parece ser que la mayor parte de los antagonistas de receptores de uso clínico son, en realidad, agonistas inversos como se observa al experimentar con ellos en sistemas con activación constitutiva de receptores. Sin embargo, la mayoría de los receptores (igual que sucede en los gatos) muestran una gran preferencia por el estado inactivo; para ellos no existen diferencias prácticas entre un antagonista competitivo neutro y un agonista inverso. Aún está por ver si el concepto de agonista inverso es importante en la terapéutica aunque el interés es cada vez mayor. Hasta ahora, casi todos los ejemplos descritos provienen de la familia de receptores acoplados a proteínas G (v. capítulo 3, revisión de Costa y Cotecchia, 2005), y no se ha establecido si ocurrirían fenómenos similares en otras familias de receptores.





[image: image]

Figura 2.8 Agonismo inverso. Interacción de un antagonista competitivo con agonistas normales e inversos en un sistema en el que el receptor se activa en ausencia de cualquier otro ligando añadido (activación constitutiva).


[A] El grado de activación del receptor (escala vertical) aumenta en presencia de un agonista (cuadrados abiertos) y disminuye en presencia de un agonista inverso (círculos abiertos). La adición de un antagonista competitivo desplaza ambas curvas a la derecha (símbolos cerrados). [B] El antagonista no modifica per se el grado de actividad constitutiva (símbolos abiertos) ya que tiene la misma afinidad por el receptor en estado activo e inactivo. En presencia de un agonista (cuadrados cerrados) o de un agonista inverso (círculos cerrados), el antagonista restablece el grado de actividad constitutivo en el sistema. Estos datos (reproducidos con autorización de Newman-Tancredi A et al. 1997 Br J Pharmacol 120: 737-739) se obtuvieron con receptores de 5-hidroxitriptamina (5-HT) humanos clonados y expresados en una línea celular. (Agonista, 5-carboxamidotriptamina; agonista inverso, espiperona; antagonista, WAY 100635; concentración de ligando [M = mol/l]; v. capítulo 15 para más información sobre la farmacología de los receptores de 5-HT.)







La siguiente sección describe un modelo simple que explica los agonismos puro, parcial e inverso en relación con la afinidad relativa de diferentes ligandos por el receptor en estado activado y de reposo.






El modelo de los dos estados del receptor








[image: image] Como se ilustra en la figura 2.1, tanto agonistas como antagonistas se unen a receptores, pero solamente los agonistas los activan. ¿Cómo se puede expresar esta diferencia y determinar la responsabilidad de la actividad constitutiva en términos teóricos? El modelo de los dos estados (fig. 2.9) ofrece un sencillo pero útil enfoque. Como se muestra en la figura 2.1, se cree que un receptor ocupado puede pasar de su estado de «reposo» (R) a un estado activado (R*), viéndose R* favorecido por la unión de una molécula agonista, pero no de una antagonista.





[image: image]

Figura 2.9 Modelo de los dos estados.


Se ha representado el receptor en dos estados de conformación: «en reposo» (R) y «activado» (R*), que existen en equilibrio. Cuando no hay un ligando presente, el equilibrio está muy desplazado a la izquierda y se observan pocos receptores en estado R*. En el caso de los receptores activos de forma constitutiva, una proporción apreciable de los receptores adopta la configuración R* en ausencia de ligandos. Los agonistas muestran más afinidad por R* que por R y el equilibrio se desplaza hacia R*. Cuanto mayor es la afinidad relativa por R* en comparación con R, mayor es la eficacia del agonista. Un agonista inverso muestra más afinidad por R que por R*, lo que desplaza el equilibrio a la izquierda. Un antagonista «neutro» tiene la misma afinidad por R y R* y no altera el equilibrio de configuraciones, aunque reduce la unión de otros ligandos que compitan por el mismo sitio.




Según se ha descrito anteriormente, los receptores pueden mostrar activación constitutiva (es decir, que la conformación R* puede existir sin que haya ningún ligando unido), de forma que el fármaco añadido encuentra un punto de equilibrio entre R y R* (v. fig. 2.9). Si tiene mayor afinidad por R* que por R, el fármaco producirá un desplazamiento del equilibrio hacia R* (es decir, que promoverá la activación y será clasificado como agonista). Si su preferencia por R* es muy grande, casi todos los receptores ocupados adoptarán la conformación R* y el fármaco será un agonista puro (eficacia positiva alta); si muestra solamente cierto grado de selectividad para R* (de 5-10 veces) una menor proporción de los receptores ocupados adoptarán la conformación R* y se tratará de un agonista parcial. En caso de que no exista preferencia, el equilibrio R:R* predominante no se verá alterado y el fármaco será un antagonista neutro (eficacia nula), mientras que si muestra selectividad por R, el equilibrio se verá desplazado hacia R y el fármaco será un agonista inverso (eficacia negativa). Así pues, la eficacia se puede considerar una propiedad determinada por la afinidad relativa de un ligando por R y R*, formulación conocida como modelo de los dos estados, que resulta útil, en tanto que da una interpretación física a lo que de otro modo sería la misteriosa significación de la eficacia, al tiempo que considera la existencia de los agonistas inversos.


Un problema notable del modelo de los dos estados es que, de acuerdo con los datos actuales, los receptores no se limitan a adoptar dos estados diferentes, sino que presentan una flexibilidad conformacional mucho mayor, de modo que existe más de una conformación inactiva o activa. Distintos ligandos podrían estabilizar preferentemente diferentes configuraciones para dar lugar a múltiples efectos funcionales al activar distintas vías de transducción de señales (v. capítulo 3). Sin embargo, resulta complicado definir de nuevo la eficacia en este modelo de múltiples estados, para lo que será necesaria una teoría más complicada de estados de transición de lo propuesto hasta ahora.















Receptores de reserva








[image: image] Al estudiar los efectos de los análogos de la acetilcolina en tejidos aislados, Stephenson (1956) comprobó que muchos agonistas puros podían inducir respuestas máximas con una ocupación muy baja, a menudo inferior al 1%. Esto significa que el mecanismo que relaciona la respuesta con la ocupación de los receptores tiene una capacidad de reserva importante. Podemos decir que estos sistemas poseen receptores de reserva, o una reserva de receptores. Esto es frecuente con los fármacos que inducen la contracción del músculo liso, pero no tanto en otros tipos de respuestas mediadas por receptores, como la secreción, la relajación del músculo liso o la estimulación cardíaca, en los que el efecto es más proporcional a la ocupación de los receptores. La existencia de receptores de reserva no implica una subdivisión funcional de los receptores, sino que simplemente el número de receptores es mayor de lo necesario para desencadenar una respuesta completa. Este exceso de receptores por encima del número realmente necesario puede parecer un despilfarro biológico. Sin embargo, significa que es posible alcanzar un número determinado de complejos agonista-receptor, correspondiente a un nivel de respuesta biológica determinado, con una concentración de hormona o neurotransmisor menor de la que se precisaría si existieran menos receptores. De este modo, se economiza la secreción de hormona o neurotransmisor a expensas de la presencia de más receptores.





Agonistas, antagonistas y eficacia [image: image]







• Los fármacos que actúan sobre receptores pueden ser agonistas o antagonistas.


• Los agonistas inducen cambios en la función celular, lo que origina efectos de diferentes tipos; los antagonistas se unen a receptores sin iniciar esos cambios.


• La potencia de los agonistas depende de dos parámetros: la afinidad (es decir, la tendencia a unirse a los receptores) y la eficacia (es decir, la capacidad una vez que se han unido de iniciar cambios que provocan efectos).


• Los antagonistas tienen una eficacia nula.


• Los agonistas puros (que ejercen efectos máximos) tienen una gran eficacia; los agonistas parciales (que solo originan efectos submáximos) poseen una eficacia intermedia.


• Según el modelo de los dos estados, la eficacia refleja la afinidad relativa del compuesto por los receptores en reposo y activados. Los agonistas son selectivos para el estado activado; los antagonistas no muestran selectividad alguna. A pesar de su utilidad, este modelo no ofrece explicación alguna de la complejidad de la acción de los agonistas.


• Los agonistas inversos son selectivos para los receptores en reposo, lo que solo tiene importancia en algunas situaciones infrecuentes en las que los receptores presentan actividad constitutiva.























Antagonismo farmacológico y sinergia


A menudo, el efecto de un fármaco disminuye o desaparece completamente en presencia de otro. El antagonismo competitivo, descrito anteriormente, es un mecanismo frecuente e importante que aparecerá repetidamente en este libro. No obstante hay otros muchos mecanismos que son responsables de las interacciones inhibidoras o facilitadoras entre fármacos. Algunos de los más importantes son los siguientes:




• Antagonismo químico.


• Antagonismo farmacocinético.


• Bloqueo del acoplamiento receptor-efector.


• Antagonismo fisiológico.









Antagonismo químico


El antagonismo químico es una situación poco frecuente en la que dos sustancias se combinan en solución y se pierde por ello el efecto del fármaco activo. Es el caso de los quelantes (p. ej., dimercaprol), que se unen a metales pesados y reducen su toxicidad, y el anticuerpo neutralizante infliximab, que ejerce un efecto antiinflamatorio debido a su capacidad para secuestrar la citocina inflamatoria factor de necrosis tumoral (TNF; v. capítulo 17).









Antagonismo farmacocinético


El antagonismo farmacocinético describe una situación en la que el «antagonista» reduce efectivamente la concentración del fármaco activo en su lugar de acción. Esto puede suceder de diferentes maneras. Puede aumentar la velocidad de degradación metabólica del fármaco activo (p. ej., la reducción del efecto anticoagulante de la warfarina cuando se administra un fármaco que acelera su metabolismo hepático, como el fenobarbital; v. capítulos 9 y 56). También puede disminuir la velocidad de absorción del fármaco activo en el tubo digestivo o aumentar la velocidad de excreción renal. Las interacciones de este tipo son frecuentes y pueden tener importancia clínica, tal como analizamos más detalladamente en el capítulo 56.









Bloqueo del acoplamiento receptor-efector


El antagonismo no competitivo describe la situación en la que el antagonista bloquea en algún punto, situado más allá del receptor, la cadena de episodios que da lugar a la producción de una respuesta por parte del agonista. Por ejemplo, fármacos tales como el verapamilo y el nifedipino impiden el flujo de entrada de Ca2+ a través de la membrana celular (v. capítulo 22), con lo que bloquean la contracción inespecífica del músculo liso inducida por otros fármacos. En general, el efecto será la reducción de la pendiente y el máximo de la curva semilogarítmica de concentración-respuesta del agonista, aunque también es posible que se produzca cierto grado de desplazamiento a la derecha.





Tipos de antagonismos farmacológicos [image: image]


El antagonismo farmacológico se produce a través de varios mecanismos:




• Antagonismo químico (interacción en disolución).


• Antagonismo farmacocinético (un fármaco afecta a la absorción, el metabolismo o la excreción del otro).


• Antagonismo competitivo (ambos fármacos se unen a los mismos receptores); el antagonismo puede ser reversible o irreversible.


• Interrupción del acoplamiento receptor-efector.


• Antagonismo fisiológico (dos fármacos producen efectos fisiológicos opuestos).















Antagonismo fisiológico


El antagonismo fisiológico es un término que se utiliza con bastante libertad para referirse a la interacción de dos fármacos cuyos efectos opuestos en el organismo tienden a anularse mutuamente. Por ejemplo, la histamina actúa sobre los receptores de las células parietales de la mucosa gástrica y estimula la secreción ácida, mientras que el omeprazol bloquea este efecto al inhibir la bomba de protones; se puede decir que ambos fármacos actúan como antagonistas fisiológicos.












Desensibilización y taquifilaxia


A menudo, el efecto de un fármaco disminuye gradualmente cuando se administra de forma continuada o repetida. Desensibilización y taquifilaxia son términos sinónimos que se emplean para describir este fenómeno, que a menudo aparece en cuestión de minutos. Convencionalmente se emplea el término tolerancia para describir una reducción más gradual de la respuesta a un fármaco, que tarda días o semanas en aparecer, pero esta distinción no es muy estricta. También se usa a veces el término refractariedad, sobre todo en relación con una pérdida de la eficacia terapéutica. Para referirse a la pérdida de eficacia de los antibióticos o los antitumorales se usa el término resistencia farmacológica (v. capítulos 49 y 55). Este tipo de fenómeno puede deberse a muchos mecanismos diferentes, como:




• Alteraciones de los receptores.


• Pérdida de receptores.


• Agotamiento de los mediadores.


• Aumento de la degradación metabólica.


• Adaptación fisiológica.


• Expulsión activa del fármaco del interior de las células (importante sobre todo en la quimioterapia; v. capítulo 55).












Alteraciones de los receptores


La desensibilización suele ser rápida y pronunciada en los receptores acoplados directamente a los canales iónicos (v. capítulo 3). En la placa neuromuscular (fig. 2.10A), la desensibilización se debe a un cambio lento en la configuración del receptor que provoca una unión muy intensa de la molécula agonista sin la apertura del canal iónico. Un segundo mecanismo, más lento, por el que pueden desensibilizarse los canales iónicos, es el de la fosforilación de regiones intracelulares de la proteína receptora.





[image: image]

Figura 2.10 Dos tipos de desensibilización de receptores.


[A] Acetilcolina (ACh) en la placa motora terminal de la rana. Aplicaciones muy cortas de ACh administrada con una micropipeta producen despolarizaciones breves (deflexiones ascendentes). Una aplicación prolongada (línea horizontal) hace que las respuestas desciendan a lo largo de un período de unos 20 s, debido a desensibilización, y que se recupere en un tiempo parecido. [B] Receptores β-adrenérgicos de células de glioma de rata en cultivo tisular. Se ha añadido isoprenalina (1 μmol/l) en el instante cero y se ha medido periódicamente la respuesta de la adenilato ciclasa y la densidad de receptores β-adrenérgicos. Durante la fase de desacoplamiento inicial, la respuesta (línea azul) decrece sin que varíe la densidad de los receptores (línea roja). Posteriormente, la respuesta decrece aún más, al mismo tiempo que desaparecen receptores de la membrana por un proceso de internalización. Las líneas verde y naranja muestran la recuperación de la respuesta y la densidad de los receptores después de eliminar la isoprenalina durante la fase precoz o tardía.


([A], tomado de Katz B, Thesleff S 1957 J Physiol 138: 63; [B], tomado de Perkins J P 1981 Trends Pharmacol Sci 2: 326.)





La mayor parte de los receptores acoplados a proteínas G (v. capítulo 3) sufren también procesos de desensibilización (fig. 2.10B). La fosforilación del receptor altera su capacidad para activar cascadas de segundos mensajeros, aunque todavía se puede unir a la molécula agonista. Los mecanismos moleculares de este «desacoplamiento» han sido descritos por Lefkowitz et al. (1998) y se comentan más detalladamente en el capítulo 3. Este tipo de desensibilización suele requerir algunos minutos y se recupera a una velocidad semejante tras la desaparición del agonista.


Se debe tener en cuenta que el modelo de los dos estados simplificado, como se ha descrito anteriormente, ha de ser completado incorporando otros estados «desensibilizados» del receptor.









Pérdida de receptores


La exposición prolongada a agonistas suele conllevar una disminución gradual del número de receptores que se expresan en la superficie celular debido a la internalización de los receptores. Un ejemplo son los receptores β-adrenérgicos de la figura 2.10B; es un proceso más lento que el desacoplamiento descrito anteriormente. En estudios con cultivos celulares, el número de receptores β-adrenérgicos puede descender al 10% de lo normal en 8 h en presencia de una concentración reducida de isoprenalina y se necesitan varios días para su recuperación. Se han observado cambios similares en otros tipos de receptores, incluidos los de varios péptidos. Los receptores internalizados pasan al interior de la célula por endocitosis de segmentos de la membrana, un proceso que depende igualmente de la fosforilación de los receptores. Este tipo de adaptación es habitual en los receptores hormonales e influye obviamente en los efectos ejercidos cuando se administran fármacos durante períodos prolongados. Generalmente, la desensibilización de los receptores es una complicación indeseable cuando se usa un fármaco por motivos clínicos, aunque es posible aprovecharse del mismo. Por ejemplo, la hormona liberadora de gonadotropinas (v. capítulo 34) se utiliza para tratar la endometriosis o el cáncer de próstata; si se administra de forma continuada, esta hormona inhibe paradójicamente la liberación de gonadotropinas (lo que contrasta con su efecto estimulador normal de la secreción fisiológica, que es pulsátil).









Agotamiento de los mediadores


En algunos casos, la desensibilización se debe al agotamiento de una sustancia intermedia esencial. Fármacos tales como las anfetaminas, que liberan aminas de las terminaciones nerviosas (v. capítulos 14 y 47), muestran una taquifilaxia pronunciada debido al agotamiento de las reservas de aminas.









Modificación del metabolismo de los fármacos


La tolerancia a algunos fármacos, como los barbitúricos (capítulo 43) y el etanol (capítulo 48), obedece en parte a que la administración repetida de la misma dosis produce una concentración plasmática gradualmente descendente como consecuencia de la intensificación de su degradación metabólica. El grado de tolerancia que aparece suele ser moderado y en estos dos ejemplos hay otros mecanismos que contribuyen a la tolerancia considerable que se observa realmente. Por otra parte, la notable tolerancia a los nitrovasodilatadores (v. capítulos 20 y 22) se debe fundamentalmente a la disminución de su metabolismo, la cual reduce la liberación del mediador activo, el óxido nítrico.









Adaptación fisiológica


El efecto de un fármaco puede menguar debido a que es anulado por una respuesta homeostática. Por ejemplo, los diuréticos tiacídicos tienen un efecto hipotensor limitado debido a una activación gradual del sistema renina-angiotensina (v. capítulo 22). Tales mecanismos homeostáticos son muy frecuentes y, cuando actúan lentamente, el resultado será una tolerancia de aparición lenta. Es bastante frecuente que muchos efectos secundarios farmacológicos, como las náuseas o la somnolencia, tiendan a remitir aunque se siga administrando el fármaco. Podemos suponer que se produce alguna forma de adaptación fisiológica, presumiblemente asociada a una alteración de la expresión génica que da lugar a variaciones de las concentraciones de distintas moléculas reguladoras, aunque se sabe muy poco acerca de los mecanismos que intervienen.















Aspectos cuantitativos de las interacciones fármaco-receptor








[image: image] A continuación describimos algunos aspectos de la denominada teoría de los receptores, que se basa en la aplicación de la ley de acción de masas a la interacción fármaco-receptor y que ha servido para interpretar una gran cantidad de datos experimentales cuantitativos.















Reacción de unión








[image: image] El primer paso en la acción de los fármacos sobre receptores específicos consiste en la formación de un complejo fármaco-receptor reversible; estas reacciones están reguladas por la ley de acción de masas. Supongamos que un fragmento de tejido (músculo cardíaco o liso) contiene un número total de receptores Ntot para un agonista como la adrenalina. Cuando se expone el tejido a la adrenalina a una concentración xA y se deja que alcance el equilibrio, se ocupará un número determinado NA de receptores y el número de receptores vacantes disminuirá a Ntot – NA. Normalmente, el número de moléculas de adrenalina que actúan sobre el tejido en solución supera con creces Ntot, de manera que la reacción de unión no reduce apreciablemente xA. La magnitud de la respuesta provocada por la adrenalina dependerá (aunque no sabemos exactamente cómo) del número de receptores ocupados, por lo que conviene considerar qué relación cuantitativa cabe esperar entre NA y xA. La reacción puede representarse mediante la ecuación:
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A esta reacción podemos aplicar la ley de acción de masas (que establece que la velocidad de una reacción química es proporcional al producto de las concentraciones de los reactivos).





[image: image]     (2.1)
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En equilibrio, ambas velocidades se igualan:





[image: image]     (2.3)





La proporción de receptores ocupados, u ocupación, (pA) es NA/Ntot, que no depende de Ntot:





[image: image]     (2.4)





Si definimos la constante de equilibrio para la reacción de unión, KA = k–1/k+1, podemos escribir la ecuación 2.4 del siguiente modo:





[image: image]     (2.5)





Este importante resultado se conoce como ecuación de Hill-Langmuir.4


La constante de equilibrio,5 KA, es una característica del fármaco y del receptor; tiene las dimensiones de la concentración y equivale numéricamente a la concentración de fármaco necesaria para ocupar el 50% de los lugares en condiciones de equilibrio. (Verificamos en la ecuación 2.5 que cuando xA = KA, pA = 0,5.) Cuanto mayor sea la afinidad del fármaco por los receptores, menor será el valor de KA. La ecuación 2.5 describe la relación entre la ocupación y la concentración de fármaco y genera una curva característica conocida como hipérbola rectangular, tal como se puede ver en la figura 2.11A. En farmacología es habitual utilizar una escala logarítmica de concentración, lo que convierte la hipérbola en una curva sigmoidea simétrica (fig. 2.11B).





[image: image]

Figura 2.11 Relación teórica entre la ocupación y la concentración de ligando.


Se ha representado gráficamente la relación según la ecuación 2.5. [A] Si la representamos con una escala lineal de concentración, esta curva forma una hipérbola rectangular. [B] Con una escala logarítmica de concentración, forma una curva sigmoidea simétrica.




Se emplea el mismo enfoque para analizar los datos de los experimentos en los que se mide directamente la unión del fármaco (v. pág. 9, fig. 2.2). En este caso, la relación entre la cantidad unida (B) y la concentración de ligando (xA) debería ser:





[image: image]     (2.6)





donde Bmáx es el número total de lugares de unión de la preparación (que se expresa a menudo en forma de pmol/mg de proteína). Para representar los resultados de forma lineal podemos sustituir la ecuación 2.6 a:





[image: image]     (2.7)





La representación gráfica de B/xA en función de B (conocida como gráfica de Scatchard; v. fig. 2.2C) proporciona una línea recta a partir de la cual se pueden calcular Bmáx y KA. Estadísticamente, este método plantea algún problema y actualmente se suelen calcular estos parámetros a partir de los valores de unión sin transformar mediante un método iterativo de ajuste no lineal de curvas.


Hasta el momento, hemos considerado para nuestro análisis la unión de un ligando a una población homogénea de receptores. Para aproximarnos más a la farmacología real, debemos considerar: a) qué sucede cuando existe más de un ligando, y b) qué relación hay entre la respuesta tisular y la ocupación de los receptores.




4 A V Hill la publicó por primera vez en 1909, cuando todavía estudiaba medicina. Langmuir, un fisicoquímico que trabajaba en la adsorción de gases, la dedujo por su cuenta en 1916. Ambos ganaron posteriormente el Premio Nobel. Hasta hace poco, los farmacólogos la conocían como ecuación de Langmuir, aunque el mérito le corresponde a Hill.


5 La constante de equilibrio recibe a veces el nombre de constante de disociación. Algunos autores prefieren usar en estas expresiones el valor recíproco de KA, conocido como constante de afinidad, lo que puede confundir a los incautos.















Unión en presencia de más de un fármaco








[image: image] Supongamos que dos fármacos, A y B, que se unen al mismo al mismo receptor con unas constantes de equilibrio, KA y KB, están presentes en unas concentraciones xA y xB. Si ambos fármacos compiten (es decir, el receptor solo puede albergar a uno de ellos cada vez), aplicando el mismo razonamiento que anteriormente cuando existía un solo fármaco, la ocupación del fármaco A viene determinada por la ecuación:
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Si comparamos este resultado con la ecuación 2.5, comprobamos que al añadir el fármaco B disminuye la ocupación por el fármaco A, como cabría esperar. La figura 2.4A representa las curvas de unión previstas para A en presencia de concentraciones crecientes de B, con el desplazamiento, sin variación de la pendiente ni el máximo, que caracteriza al efecto farmacológico de un antagonista competitivo (v. fig. 2.5). La magnitud del desplazamiento a la derecha en una escala logarítmica representa la proporción (rA, determinada por xA’/xA, donde xA’ es la concentración aumentada de A) en la que hay que incrementar la concentración de A para vencer la competición de B. Modificando la ecuación 2.8 obtenemos:





[image: image]     (2.9)





Por consiguiente, rA depende solo de la concentración y la constante de equilibrio del fármaco competitivo B, no de la concentración o la constante de equilibrio de A.


Si A es un agonista y B un antagonista competitivo, suponiendo que la respuesta tisular será una función desconocida de pA, se podrán usar los valores de rA determinados a partir del desplazamiento de la curva de concentración de agonista-efecto a diferentes concentraciones de antagonista para calcular la constante de equilibrio KB para el antagonista. El cálculo farmacológico de rA suele recibir el nombre de proporción o razón de dosis de agonista (la denominación más adecuada es cocientes de concentración, aunque la mayoría de los farmacólogos emplean el término antiguo incorrecto). Esta ecuación sencilla y de gran utilidad (2.9) es la ecuación de Schild, en honor del farmacólogo que la usó por primera vez para analizar el antagonismo entre fármacos.


La ecuación 2.9 puede expresarse logarítmicamente del siguiente modo:





[image: image]     (2.10)





Por consiguiente, la representación gráfica de log(rA – 1) en función de log xB, que normalmente se conoce como gráfica de Schild (como la de la fig. 2.5), debe proporcionar una línea recta con pendiente igual a la unidad y una intersección con el eje de abscisas igual al log KB. De acuerdo con la anotación del pH y pK, la potencia del antagonista puede expresarse en forma de pA2; en condiciones de antagonismo competitivo, pA2 = –log KB. Numéricamente, pA2 se define como el logaritmo negativo de la concentración molar de antagonista necesaria para dar lugar a una proporción de dosis de agonista igual a 2. Igual que en el caso de la anotación del pH, su principal ventaja es la de generar números sencillos: un pA2 de 6,5 equivale a una KB de 3,2 × 10–7 mol/l.


El análisis del antagonismo competitivo muestra que la proporción de dosis r tiene las siguientes características:




• Depende solo de la concentración y la constante de equilibrio del antagonista y no de la magnitud de la respuesta que se elige como punto de referencia para las mediciones (siempre que sea submáxima).


• No depende de la constante de equilibrio del agonista.


• Aumenta de forma lineal con xB, y la pendiente de la gráfica de (rA – 1) en función de xB es igual a la unidad; esta relación, al ser independiente de las características del agonista, debería ser la misma para todos los agonistas que actúan sobre la misma población de receptores.





Estas predicciones se han verificado con muchos ejemplos de antagonismo competitivo (v. fig. 2.5).


En esta sección hemos evitado entrar en más detalles y hemos simplificado considerablemente la teoría. Conforme vayamos aprendiendo más de los detalles moleculares verdaderos sobre la forma en que los receptores ejercen sus efectos biológicos (v. capítulo 3), serán más evidentes los inconvenientes de este abordaje teórico. El modelo de los dos estados puede incorporarse sin dificultad, aunque las complicaciones surgen sobre todo cuando incluimos la participación de las proteínas G (v. capítulo 3) en el esquema de reacción y cuando comprobamos que la «activación» de los receptores no es un simple fenómeno de conexión-desconexión, como se supone en el modelo de dos estados, sino que puede adoptar diferentes formas. Es como si un mismo receptor pudiera abrir un grifo o encender una bombilla, dependiendo del agonista del que hablemos. A pesar de los intentos de los teóricos para incluir estas posibilidades, parece que las moléculas siempre van un paso por delante. No obstante, el modelo de los dos estados sigue siendo un punto de partida muy útil para desarrollar modelos cuantitativos de las acciones de los fármacos. A modo de introducción, recomendamos el libro de Kenakin (1997); su posterior revisión (Kenakin, 2002) ofrece un enfoque teórico más detallado.








Unión de los fármacos a los receptores [image: image]







• La unión de los fármacos a los receptores cumple obligatoriamente la ley de acción de masas.


• En equilibrio, el grado de ocupación es proporcional a la concentración del fármaco, de acuerdo con la ecuación de Hill-Langmuir (2.5).


• Cuanto mayor es la afinidad del fármaco por el receptor, menor es la concentración a la que alcanza un grado de ocupación determinado.


• Estos mismos principios se aplican cuando dos o más fármacos compiten por los mismos receptores; cada uno de ellos tiene el efecto de reducir la afinidad aparente por el otro.
























Naturaleza de los efectos de los fármacos


Al describir cómo actúan los fármacos en este capítulo, nos hemos centrado fundamentalmente en las consecuencias de la activación de los receptores. En el capítulo 3 se comentan detalladamente los receptores y los efectos que provocan a nivel celular. Los conocimientos actuales acerca de estos efectos son bastante buenos. No obstante, es preciso recordar –en particular cuando se consideran los fármacos en un contexto terapéutico– que sus efectos directos en la función celular suelen producir otros efectos secundarios diferidos que, a menudo, revisten una notable importancia clínica con relación a la eficacia terapéutica y las reacciones adversas (fig. 2.12). Por ejemplo la activación de un receptor β-adrenérgico en el corazón (v. capítulos 3 y 21) origina alteraciones rápidas del funcionamiento del músculo cardíaco, así como cambios más lentos (minutos a horas) del estado funcional de los receptores (p. ej., desensibilización), e incluso cambios más lentos (horas a días) en la expresión génica que ocasionan modificaciones a largo plazo (p. ej., hipertrofia) en la estructura y la función del corazón. De manera semejante, la aparición del efecto beneficioso terapéutico de los fármacos antidepresivos, los cuales ejercen efectos inmediatos en el metabolismo de los neurotransmisores en el cerebro (v. capítulo 46), precisa de varias semanas. Los opiáceos (v. capítulo 41) producen un efecto analgésico inmediato aunque después de algún tiempo se desarrolla tolerancia y dependencia y, en algunos casos, adicción a largo plazo. En estos y en muchos otros ejemplos se desconoce la naturaleza exacta del mecanismo implicado, aunque por regla general cualquier modificación fenotípica a largo plazo implica de forma necesaria la alteración de la expresión génica. A menudo, los fármacos se utilizan para tratar trastornos crónicos y la comprensión de los efectos a corto y largo plazo es cada vez más importante. Tradicionalmente, los farmacólogos han tendido a prestar una mayor atención a las respuestas fisiológicas a corto plazo, cuya investigación resulta mucho más sencilla, que a los efectos diferidos. Esta situación está cambiando en la actualidad.





[image: image]

Figura 2.12 Respuestas tempranas y tardías a los fármacos.


Muchos fármacos actúan directamente sobre sus dianas (flecha izquierda) para provocar una respuesta fisiológica inmediata. Cuando se mantiene esta acción, es probable que dé lugar a cambios de la expresión génica que producirán efectos diferidos. Algunos fármacos (flecha derecha) actúan primariamente en la expresión génica y originan respuestas fisiológicas diferidas. Igualmente, los fármacos pueden actuar a través de ambas vías. Obsérvese la interacción bidireccional de la expresión génica y la respuesta.







Efectos de los fármacos [image: image]







• Los fármacos ejercen su acción principalmente sobre dianas celulares, lo que da lugar a efectos en distintos niveles funcionales (p. ej., bioquímicos, celulares, fisiológicos y estructurales).


• El efecto directo del fármaco en su diana origina respuestas bioquímicas, celulares y fisiológicas agudas.


• Por lo general, las respuestas agudas dan lugar a efectos diferidos a largo plazo, como desensibilización o regulación a la baja de los receptores, hipertrofia, atrofia o remodelación tisular, tolerancia, dependencia o adicción.


• Las respuestas diferidas a largo plazo se deben a modificaciones de la expresión génica, aunque a menudo se desconocen los mecanismos a través de los cuales se conectan con los efectos agudos.


• Los efectos terapéuticos pueden basarse en las respuestas agudas (p. ej., utilización de broncodilatadores en el tratamiento del asma; capítulo 27) o respuestas diferidas (p. ej., antidepresivos; capítulo 46).
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1 Si uno busca bien, puede encontrar algunas excepciones al axioma de Ehrlich, es decir, fármacos que actúan sin unirse a ningún componente tisular (p. ej., diuréticos osmóticos, purgantes osmóticos, antiácidos, quelantes de metales pesados). No obstante, el principio sigue teniendo validez para la inmensa mayoría de los fármacos.


3 En la formulación de Stephenson, la eficacia es el valor recíproco del porcentaje de la ocupación necesaria para producir el 50% de la respuesta máxima, por lo que e = 25 implica que el 50% de la respuesta máxima se registra con una ocupación del 4%. En teoría no hay límite superior de eficacia.
















3 Cómo actúan los fármacos


aspectos moleculares




Resumen


En este capítulo nos desplazamos de los principios generales de la acción farmacológica esbozados en el capítulo 2 al estudio de las moléculas que se encargan de reconocer las señales químicas y de traducirlas en respuestas celulares. La farmacología molecular ha avanzado rápidamente en los últimos años. Estos conocimientos tan recientes no solo están modificando nuestra percepción de la acción de los fármacos; también están abriendo muchas posibilidades terapéuticas nuevas, que analizaremos más detalladamente en otros capítulos.


En primer lugar, consideraremos los tipos de proteínas diana sobre las que actúan los fármacos. A continuación describiremos las principales familias de receptores y canales iónicos que se han descubierto mediante clonación y estudios estructurales. Por último, comentaremos las diferentes formas de acoplamiento receptor-efector (mecanismos de transducción de señales) por las que los receptores regulan el funcionamiento celular. Uno de los temas más destacados es la relación entre la estructura molecular de un receptor y su acoplamiento funcional con un tipo determinado de sistema efector. En los dos capítulos siguientes veremos cómo estos procesos moleculares influyen en aspectos importantes de la función celular: una base muy útil para poder comprender los efectos de los fármacos sobre los organismos vivos intactos. Entraremos en más detalles de los necesarios para comprender los principios elementales de la farmacología actual, con la intención de que los estudiantes, si lo desean, echen una ojeada o se salten estos capítulos sin perder el hilo; no obstante, confiamos en que la farmacología del mañana se afiance sólidamente en los avances de la biología molecular y celular que analizamos aquí.









Dianas para la acción farmacológica


Las proteínas que sirven de diana para la acción farmacológica en las células de los mamíferos (fig. 3.1) y que describimos en este capítulo pueden clasificarse de forma general en:




• Receptores.


• Canales iónicos.


• Enzimas.


• Moléculas transportadoras.
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Figura 3.1 Tipos de dianas de la acción farmacológica.




La inmensa mayoría de los fármacos importantes actúan sobre uno o varios de estos tipos de proteínas, aunque existen excepciones. Por ejemplo, la colchicina (capítulo 26) interactúa con la tubulina, una proteína estructural, mientras que algunos inmunodepresores (p. ej., la ciclosporina, capítulo 26) se unen a unas proteínas citosólicas conocidas como inmunofilinas. También se usan anticuerpos terapéuticos que actúan como citocinas secuestradoras (mediadores proteicos implicados en la inflamación; v. capítulo 26). Los quimioterápicos (capítulos 49-55), utilizados para eliminar microorganismos invasores o células tumorales, utilizan como dianas el ADN y los componentes de la pared celular, así como otras proteínas.






Receptores


Los receptores (v. fig. 3.1A) son los elementos de detección del sistema de comunicaciones químicas que coordina la función de las distintas células del organismo y en el que actúan como mensajeros las diferentes hormonas, transmisores y demás mediadores que analizamos en la sección 2. Muchos fármacos de uso terapéutico actúan como agonistas o antagonistas sobre receptores de mediadores endógenos conocidos. En la tabla 3.1 se ofrecen algunos ejemplos. En la mayoría de los casos, el mediador endógeno se descubrió antes (a menudo muchos años antes) de que se caracterizara farmacológica y bioquímicamente el receptor; sin embargo, en fechas recientes, muchos receptores han sido identificados inicialmente en función de sus características farmacológicas o moleculares. En ciertos casos, como en el de los receptores de cannabinoides (v. capítulo 18), el mediador endógeno fue identificado con posterioridad; en otros, conocidos como receptores huérfanos (v. más adelante), el mediador, si existe, todavía no se conoce.




Tabla 3.1 Algunos ejemplos de dianas de la acción farmacológica
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Canales iónicos


Los canales iónicos1 son, esencialmente, compuertas en las membranas celulares que permiten el paso selectivo de determinados iones y cuya apertura o cierre se ven inducidos por diversos mecanismos. Dos tipos importantes son los canales iónicos controlados por ligandos y los canales iónicos controlados por voltaje. Los primeros se abren solamente cuando una o más moléculas agonistas se unen, y son debidamente clasificados como receptores, ya que la unión a un agonista es necesaria para activarlos. Los canales controlados por voltaje son regulados por cambios en el potencial transmembrana en vez de por la unión con el agonista.


En general, los fármacos pueden afectar a la función de los canales iónicos uniéndose a la propia proteína del canal (al sitio de unión de los canales iónicos controlados por ligandos o a otras partes de la molécula del canal), o pueden afectar a la molécula del canal mediante una interacción indirecta que implique a una proteína G y a otros intermediarios (v. más adelante). En el caso más sencillo, como el efecto de los anestésicos locales sobre los canales del sodio controlados por el voltaje (v. capítulo 42), la molécula de fármaco tapona físicamente el canal (v. fig. 3.1B), con lo que bloquea el paso de los iones.


Algunos ejemplos de fármacos que se unen a zonas accesorias (alostéricas) de la proteína del canal y modifican de ese modo la apertura del canal son:




• Fármacos vasodilatadores del tipo de las dihidropiridinas (v. capítulo 22): inhiben la apertura de los canales de calcio de tipo L (v. capítulo 4).


• Tranquilizantes benzodiacepínicos (v. capítulo 43): se unen a una región del complejo receptor del ácido γ-aminobutírico (GABAA)-canal de cloruro (un canal controlado por un ligando; v. anteriormente) diferente del lugar de unión para el GABA. La mayoría de las benzodiacepinas facilitan la apertura del canal mediada por el neurotransmisor inhibidor GABA (v. capítulo 37), pero se sabe que algunos agonistas inversos tienen el efecto contrario y producen ansiedad en lugar de tranquilidad.


• Sulfonilureas (v. capítulo 30): se usan para tratar la diabetes y actúan sobre los canales de potasio sensibles a ATP de las células β-pancreáticas y estimulan de ese modo la secreción de insulina.





Más adelante resumiremos las diferentes familias de canales iónicos y sus funciones (pág. 43).









Enzimas


Muchas dianas farmacológicas son enzimas (v. fig. 3.1C), de las que se citan algunos ejemplos en la tabla 3.1. A menudo, la molécula de fármaco es un análogo del sustrato que actúa como un inhibidor competitivo de la enzima, (p. ej., el captopril, que actúa sobre la enzima conversora de angiotensina; capítulo 22); en otros casos, la unión es irreversible y no competitiva (p. ej., el ácido acetilsalicílico, que actúa sobre la ciclooxigenasa; capítulo 26). La inmunofilina a la que se une la ciclosporina (v. más adelante) tiene actividad enzimática como una isomerasa que cataliza la isomerización cis-trans de los residuos de prolina de las proteínas, una reacción muy importante, ya que permite que las proteínas expresadas se plieguen correctamente. La inhibición de esta actividad enzimática es uno de los mecanismos de la inmunodepresión originada por ciclosporina. Los fármacos pueden actuar también como falsos sustratos: la molécula de fármaco sufre una transformación química y da lugar a un producto anómalo que modifica la vía metabólica normal. Un buen ejemplo es el fluorouracilo, un antineoplásico que sustituye al uracilo como producto intermedio en la biosíntesis de las purinas, pero no se puede convertir en timidilato, con lo que bloquea la síntesis de ADN e impide la división celular (capítulo 55).


Conviene señalar igualmente que los fármacos pueden precisar una degradación enzimática para pasar a una forma activa a partir de otra inactiva, o profármaco (v. capítulo 9). En la tabla 9.3 se muestran algunos ejemplos. Por otra parte, como se explica en el capítulo 57, la toxicidad de los fármacos se debe a menudo a la conversión enzimática de la molécula del fármaco en un metabolito reactivo. El paracetamol (v. capítulo 26) causa lesiones hepáticas de esta forma. Se trata de una reacción secundaria no deseada, independiente del efecto primario del fármaco, pero que tiene una importancia enorme en la práctica.









Proteínas transportadoras


El movimiento de iones y pequeñas moléculas orgánicas a través de las membranas celulares suele producirse a través de los canales (v. anteriormente) o por la acción de una proteína de transporte, debido a que las moléculas permeantes son a menudo demasiado polares (es decir, insuficientemente liposolubles) para atravesar las membranas lipídicas por sí mismas (fig. 3.1D). Muchos de estos transportadores son conocidos. Entre los ejemplos de especial importancia farmacológica se cuentan los responsables del transporte de iones y muchas moléculas orgánicas por el túbulo renal, la salida de Na+ y Ca2+ de las células, la captación de precursores de neurotransmisores (como colina) o de los propios neurotransmisores (como noradrenalina, 5-hidroxitriptamina [5-HT], glutamato y péptidos) por las terminaciones nerviosas, y el transporte de moléculas de fármaco y de sus metabolitos a través de las membranas celulares y barreras epiteliales. En capítulos posteriores encontraremos con frecuencia este tipo de transportadores.


En muchos casos, la hidrólisis del ATP aporta la energía necesaria para el transporte de sustancias contra un gradiente electroquímico. Dichas proteínas de transporte incluyen un lugar distinto de unión al ATP y son denominadas transportadores de tipo ABC (ATP-binding cassette). Ejemplos importantes en este contexto son la bomba de sodio (Na+/K+-ATPasa; v. capítulo 4) y los transportadores implicados en la multirresistencia a fármacos (MDR), que expulsan los fármacos citotóxicos de las células cancerosas y microbianas, dando lugar al desarrollo de resistencia a estos agentes terapéuticos (v. capítulo 55). En otros casos, incluido el de los transportadores de neurotransmisores, el transportador de moléculas orgánicas se acopla al transporte de iones (generalmente Na+), ya sea en la misma dirección (cotransportador) o en la opuesta (antiportador), y, en consecuencia, depende del gradiente electroquímico para el Na+ generado por la bomba de sodio dependiente de ATP. Las proteínas transportadoras contienen una zona de reconocimiento que les confiere especificidad para una determinada sustancia permeante y esas zonas de reconocimiento pueden servir también como dianas para fármacos que bloquean el sistema de transporte. En la tabla 3.1 se ofrecen algunos ejemplos.


La importancia de las proteínas de transporte como causa de variación individual en las características farmacocinéticas de varios fármacos es cada vez más reconocida (v. capítulo 10)












Proteínas receptoras






Aislamiento y clonación de receptores


En los años setenta la farmacología entró en una nueva fase cuando se confirmó por medios bioquímicos la existencia real de los receptores, que hasta ese momento habían sido solo entidades teóricas, gracias al desarrollo de técnicas para marcar radiactivamente los receptores (v. capítulo 2) que permitían extraer y purificar el material marcado. Este método se utilizó con éxito por primera vez con el receptor nicotínico de acetilcolina (v. capítulo 13), aprovechando dos circunstancias curiosas. La primera es que los órganos eléctricos de muchos peces, como las rayas (Torpedo) y las anguilas eléctricas (Electrophorus), están formados por tejido muscular modificado en el que abunda una membrana sensible a la acetilcolina y estos órganos contienen receptores de acetilcolina en cantidades muy superiores a las de cualquier otro tejido. En segundo lugar, el veneno de las cobras contiene polipéptidos que se unen con una especificidad muy elevada a los receptores nicotínicos de acetilcolina. Estas sustancias, conocidas como α-toxinas, pueden marcarse radiactivamente y utilizarse para valorar la cantidad de receptores presente en tejidos y extractos tisulares. La mejor conocida es la α-bungarotoxina, que es el principal componente del veneno de la serpiente rayada malaya (Bungarus multicinctus).2 Al tratar el músculo o el tejido eléctrico con detergentes no iónicos, la proteína receptora unida a la membrana se vuelve soluble y puede purificarse mediante la técnica de cromatografía de afinidad. Actualmente se emplean métodos parecidos para purificar numerosos receptores de hormonas y neurotransmisores, así como canales iónicos, proteínas transportadoras y otros tipos de moléculas diana.





[image: image] Tras el aislamiento y purificación de las proteínas receptoras, se pudo analizar la secuencia de aminoácidos de un segmento corto para deducir la secuencia de bases del ARNm correspondiente y determinar la secuencia completa del ADN mediante métodos convencionales de clonación a partir de una biblioteca de ADNc procedente de un tejido rico en el receptor estudiado. De este modo se obtuvieron los primeros clones de receptores, aunque posteriormente se utilizaron frecuentemente la clonación de expresión y algunas estrategias de clonación basadas en homologías de secuencia, en las que no es necesario aislar y purificar previamente la proteína receptora, y en la actualidad se han clonado varios cientos de receptores de las cuatro familias estructurales (v. más adelante). De momento se desconocen cuáles son los ligandos endógenos de muchas de estas moléculas «semejantes a receptores» identificadas mediante clonación genética, por lo que se describen como «receptores huérfanos».3 A menudo, la identificación de ligandos para estos supuestos receptores entraña diversas dificultades. Sin embargo, existen algunos ejemplos (p. ej., el receptor de cannabinoides; v. capítulo 18) en los que algunos ligandos importantes se han vinculado con receptores considerados «huérfanos» hasta ahora, y otros, como los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR) que se han constituido en diana de diversos fármacos de importancia terapéutica (v. capítulo 30), aunque el ligando endógeno no se conoce. Se han identificado varios ligandos de péptidos endógenos para receptores huérfanos (v. Davenport, 2003) cuya posible significación fisiológica y terapéutica está en estudio. Se ha generado un considerable optimismo en el sentido de que, investigando esta clase de receptores, puedan obtenerse nuevos fármacos terapéuticos.


Gran parte de la información se ha obtenido introduciendo el ADN clonado que codifica determinados receptores en líneas celulares, con lo que se logran células que expresan los receptores ajenos de modo funcional. Estas células modificadas mediante ingeniería genética permiten un control mucho más preciso de los receptores expresados del que se puede conseguir con células naturales o tejidos intactos y la técnica se emplea mucho para estudiar las características farmacológicas y de unión de los receptores clonados. Los receptores humanos expresados, que a menudo difieren en su secuencia y en sus propiedades farmacológicas de los equivalentes animales, pueden ser estudiados de este modo.




3 Un término extrañamente dickensiano que parece inapropiadamente condescendiente, ya que podemos suponer que esos receptores desempeñan funciones específicas en la señalización fisiológica: su «orfandad» refleja nuestra ignorancia, no su naturaleza.








La clonación de receptores reveló la existencia de variantes moleculares (subtipos) de receptores conocidos que no se habían detectado en los estudios farmacológicos. Esto produjo alguna confusión taxonómica pero, a la larga, la caracterización molecular de los receptores resulta esencial. Barnard, uno de los mayores expertos en la clonación de receptores, no se extraña de la proliferación de subtipos moleculares de receptores que los farmacólogos creían que conocían perfectamente y cita a santo Tomás de Aquino: «Los tipos y las sombras han llegado a su fin, ya que ha llegado el nuevo rito». El nuevo rito, afirmó Barnard con seguridad, era la biología molecular. El análisis del genoma del ser humano y otros mamíferos indica que existen varios cientos de genes que codificarían proteínas semejantes a receptores, de los que tan solo una pequeña parte se habría caracterizado farmacológicamente. Tras la identificación precisa de la mayor parte de los genes y la elaboración de un inventario molecular completo, en la actualidad la investigación se centra en la caracterización farmacológica de los receptores y la determinación de sus funciones fisiológicas.









Tipos de receptores


Los receptores desencadenan muchos tipos diferentes de efectos celulares. Algunos de ellos son muy rápidos, como los implicados en la transmisión sináptica y actúan en milisegundos, mientras que otros efectos mediados por receptores, como los producidos por la hormona tiroidea o distintas hormonas esteroideas, actúan a lo largo de horas o días. También existen numerosos ejemplos intermedios: las catecolaminas suelen actuar en cuestión de segundos, mientras que muchos péptidos tardan bastante más en ejercer sus efectos. No debe sorprendernos que existan tipos muy diferentes de acoplamiento entre la ocupación del receptor y la aparición de la respuesta. Basándonos en la estructura molecular y la naturaleza de este acoplamiento (el mecanismo de transducción), podemos distinguir cuatro tipos de receptores o superfamilias (figs. 3.2 y 3.3 y tabla 3.2).




• Tipo 1: canales iónicos controlados por ligandos (también conocidos como receptores ionótropos).4 La cadena de descubrimientos que culminó en la tipificación molecular de estos receptores ha sido descrita por Halliwell (2007). En general, estos son los receptores sobre los que actúan los neurotransmisores rápidos. Como ejemplos cabe citar el receptor nicotínico de acetilcolina (nAChR; v. capítulo 13), el receptor de GABAA (v. capítulo 37) y los receptores de glutamato para NMDA, AMPA y cainato (v. capítulo 37).


• Tipo 2: receptores acoplados a las proteínas G (GPCR), también llamados receptores metabotrópicos o receptores con siete dominios transmembranales (7-TM o heptahelicoidales). Son receptores de membrana que se acoplan a sistemas efectores intracelulares por medio de una proteína G (v. más adelante). Son la familia más numerosa5 y comprenden receptores de muchas hormonas y transmisores lentos, como el receptor muscarínico de acetilcolina (mAChR; v. capítulo 13), receptores adrenérgicos (v. capítulo 14) y receptores de quimiocinas (v. capítulo 17).


• Tipo 3: receptores ligados a cinasas y relacionados. Se trata de un grupo extenso y heterogéneo de receptores de membrana que responden a mediadores proteicos. Constan de un dominio extracelular para la unión con los ligandos, conectado a un dominio intracelular a través de una única hélice transmembranal. En muchos casos, el dominio intracelular es de tipo enzimático (con actividad de proteína cinasa o guanilato ciclasa). Entre los receptores de tipo 3 se incluyen los receptores de insulina y de diferentes citocinas y factores de crecimiento (v. capítulos 17 y 32); el receptor del factor natriurético auricular (ANF; capítulos 21 y 22) es el principal ejemplo del tipo con actividad guanilato ciclasa. Ambos tipos poseen estructuras muy parecidas, aunque sus mecanismos de transducción son diferentes.


• Tipo 4: receptores nucleares. Estos receptores regulan la transcripción génica. El término receptores nucleares puede resultar equívoco, ya que algunos se encuentran realmente en el citosol y emigran al compartimento nuclear cuando aparece un ligando. Engloban los receptores de hormonas esteroideas (v. capítulo 32), hormona tiroidea (capítulo 33) y otras sustancias como el ácido retinoico y la vitamina D. Los receptores de este tipo también reconocen numerosas moléculas extrañas, induciendo la expresión de enzimas que las metabolizan.








[image: image]

Figura 3.2 Tipos de acoplamiento receptor-efector.


ACh, acetilcolina; E, enzima; G, proteínas G; R, receptor.







[image: image]

Figura 3.3 Estructura general de cuatro familias de receptores.


Los segmentos rectangulares representan regiones α-helicoidales hidrófobas de la proteína que constan de unos 20 aminoácidos, que forman los dominios transmembranales de los receptores. [A] Tipo 1: canales iónicos controlados por ligandos. Muchos canales iónicos controlados por ligandos contienen cuatro o cinco subunidades del tipo indicado y el complejo está formado por 16-20 segmentos transmembranales que rodean un canal iónico central. La figura 3.18 muestra otros tipos estructurales. [B] Tipo 2: receptores acoplados a proteínas G. [C] Tipo 3: receptores ligados a cinasas. Casi todos los receptores de factores de crecimiento incorporan los dominios enzimático (cinasa) y de unión al ligando en la misma molécula, como se muestra en la figura, mientras que los receptores citocínicos carecen de un dominio intracelular con actividad cinasa pero se unen a cinasas citosólicas. Existen también otras variantes estructurales. [D] Tipo 4: receptores nucleares que controlan la transcripción génica.






Tabla 3.2 Los cuatro tipos principales de receptores
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Estructura molecular de los receptores


En la figura 3.3 se muestra la organización molecular de algunos miembros típicos de cada una de estas cuatro superfamilias de receptores. Aunque existen diferencias importantes en las secuencias de determinadas regiones de cada uno de estos receptores, y la longitud de los principales dominios intra- y extracelulares también varía entre los miembros de una misma familia, los patrones estructurales generales y las correspondientes vías de transducción de señales son muy constantes. El descubrimiento de que solo cuatro superfamilias de receptores forman una base sólida para interpretar la compleja mezcla de información sobre los efectos de una gran parte de los fármacos que se han estudiado ha sido uno de los avances más estimulantes de la farmacología moderna.






Heterogeneidad y subtipos de receptores


En cada familia de receptores existen generalmente distintas variantes moleculares, o subtipos, con una arquitectura parecida, pero con diferencias importantes en sus secuencias y, a menudo, en sus propiedades farmacológicas.6 A este respecto son típicos los receptores nicotínicos de acetilcolina; existen diferentes subtipos en distintas regiones cerebrales (v. tabla 38.2) y estos difieren de los receptores musculares. Ahora se sabe que algunas de las diferencias farmacológicas (p. ej., sensibilidad a los bloqueantes) observadas entre los receptores colinérgicos nicotínicos del músculo y el cerebro se deben a diferencias en secuencias concretas; sin embargo, por lo que sabemos, todos los receptores nicotínicos de acetilcolina responden al mismo mediador fisiológico y producen el mismo tipo de respuesta sináptica; la causa de que hayan aparecido tantas variantes sigue siendo un rompecabezas.





[image: image] Una parte importante de las variaciones de secuencia responsables de la diversidad de los receptores tiene lugar a nivel genómico; es decir, distintos genes dan lugar a diferentes subtipos de receptores. Otras variaciones se deben a corte y empalme alternativo del ARNm, lo que significa que un mismo gen puede dar lugar a más de una isoforma de receptor. Tras la traducción del ADN genómico, el ARNm contiene normalmente regiones no codificantes (intrones) que se escinden mediante corte y empalme del ARNm antes de que el mensaje se traduzca en una proteína. Dependiendo de la localización de los puntos de unión, los empalmes pueden dar lugar a la inserción o la deleción de una o varias de las regiones codificantes del ARNm, originando formas cortas o largas de la proteína. Esta es una fuente importante de variabilidad, especialmente en los GPCR (v. Kilpatrick et al., 1999) y produce receptores con diferentes características de unión y mecanismos de transducción de señales, aunque todavía está por determinar su importancia farmacológica. Otro proceso que puede dar lugar a distintos receptores a partir del mismo gen es la edición del ARNm, que consiste en la sustitución de una base del ARNm por otra, lo que determina una pequeña variación de la secuencia de aminoácidos del receptor.





Este tipo de heterogeneidad molecular es un rasgo de todas las clases de receptores y de las proteínas funcionales en general. Continuamente se descubren nuevos subtipos e isoformas de receptores y periódicamente se actualiza el catálogo (Alexander et al., 2004; IUPHAR Receptor Database and Channel Compendium). Ya hemos comentado los problemas de clasificación, nomenclatura y taxonomía que se derivan de esta avalancha de datos (pág. 8). Desde el punto de vista farmacológico, cuando intentamos conocer los diferentes fármacos y los efectos que tienen en los organismos vivos, así como encontrar fármacos mejores, es muy importante tener en cuenta la farmacología molecular. El «nuevo rito» ha resultado muy revelador en muchos aspectos, pero la gran complejidad del comportamiento de las moléculas nos indica que todavía queda mucho camino por recorrer antes de poder alcanzar la utopía simplificadora que nos promete la biología molecular. Cuando lo consigamos, este libro será mucho más breve. Mientras tanto, intentaremos seleccionar los principios generales sin embrollarnos demasiado con los detalles.


A continuación describiremos las características de cada una de las cuatro superfamilias de receptores.












Tipo 1: canales iónicos controlados por ligandos






Estructura molecular


Estas moléculas poseen unas características estructurales comunes con otros canales iónicos, que se describen en la página 45 (Ashcroft, 2000). El receptor nicotínico de acetilcolina (fig. 3.4) ha sido el primero que se ha clonado y se ha estudiado en detalle (v. Karlin, 1993). Se forma por el ensamblaje de cuatro tipos diferentes de subunidades, denominadas α, β, γ y δ, cada una de ellas con una masa molecular (Mr) de 40-58 kDa. Las cuatro subunidades muestran una notable homología en sus secuencias y cada una de ellas contiene cuatro hélices α transmembranales, que se insertan en la membrana tal como se muestra en la figura 3.4B. La estructura pentamérica (α2, β, γ, δ) origina dos zonas de unión para la acetilcolina, cada una de las cuales se encuentra en la superficie de unión entre una de las dos subunidades α y su vecina. Ambas deben unirse a moléculas de acetilcolina para que se active el receptor. Este receptor es suficientemente grande para visualizarse en las microfotografías electrónicas; en la figura 3.4B se muestra su estructura, que se basa fundamentalmente es un estudio de difracción electrónica de alta resolución (Unwin, 1993, 1995; Miyazawa et al., 2003). Cada subunidad atraviesa la membrana cuatro veces, de modo que el canal consta de no menos de 20 hélices transmembranales que rodean un poro central.





[image: image]

Figura 3.4 Estructura del receptor nicotínico de acetilcolina (un ejemplo típico de canal iónico controlado por ligandos)


[A] Esquema en vista lateral (arriba) y plana (abajo). Las cinco subunidades del receptor (α2, β, γ, δ) forman una piña alrededor de un poro transmembranoso central, recubierto por los segmentos helicoidales M2 de cada subunidad. Estas subunidades contienen predominantemente aminoácidos de carga negativa y el poro presenta selectividad por los cationes. Hay dos zonas de unión para acetilcolina (ACh) en la parte extracelular del receptor, en la superficie de unión entre las subunidades α y vecinas. Cuando se une la acetilcolina, las hélices α retorcidas se apartan del camino, abriendo de ese modo el poro del canal. (Basado en Unwin N 1993 Nicotinic acetylcholine receptor at 9Å resolution. J Mol Biol 229: 1101–1124, and Unwin N 1995 Acetylcholine receptor channel imaged in the open state. Nature 373: 37–43.) [B] Imagen de alta resolución que muestra la disposición revisada de los dominios intracelulares.


(Reproducido con autorización de Unwin 2005 Refined structure of the nicotinic acetylcholine receptor at 4Å resolution. J Mol Biol Mar 4;346(4):967-989.)








[image: image] Las dos zonas de unión para la acetilcolina se encuentran en las porciones extracelulares de las dos subunidades α. Una de las hélices transmembranales (M2) de cada una de las cinco subunidades forma el revestimiento del canal iónico (v. fig. 3.4). Las cinco hélices M2 que configuran el poro se encuentran retorcidas hacia el interior a través de la membrana, formando una constricción. Cuando las moléculas de acetilcolina se unen, se produce un cambio de configuración en la porción extracelular del receptor (v. revisión de Gay y Yakel, 2007) que pliega las subunidades α, haciendo que los segmentos M2 retorcidos giren y, así, abran el canal (Miyazawa y et al., 2003). El revestimiento del canal contiene una serie de residuos aniónicos que hace que el propio canal presente permeabilidad selectiva a los cationes.


Mediante la mutagénesis dirigida a zonas específicas, que permite alterar regiones cortas o residuos concretos de la secuencia de aminoácidos, se ha demostrado que una mutación en un residuo crítico en la hélice M2 modifica el canal, que pasa de ser selectivo para los cationes (y, por consiguiente, excitador en el contexto de la función sináptica) a ser selectivo para los aniones (típico de los receptores de neurotransmisores inhibidores, como GABA). Otras mutaciones afectan a propiedades como el control de la apertura y el cierre y la desensibilización de los canales controlados por ligandos.


Los receptores de algunos otros transmisores rápidos, como los de GABAA (capítulo 37), 5-HT (capítulo 15) y glicina (capítulo 37), están configurados según el mismo patrón de cinco subunidades y forman el grupo de los receptores con lazo de cisteínas. Otros canales iónicos controlados por ligandos, como los receptores de glutamato (v. capítulo 37) y el «receptor de capsaicina» (TRPV1; v. capítulo 41), cuyas estructuras se muestran en la figura 3.18, presentan una arquitectura diferente (lazo-P), en la que el poro está formado por lazos en vez de por hélices transmembranales (v. pág. 45), en común con muchos otros canales iónicos (no controlados por ligandos).












Mecanismo de compuerta


Los receptores de este tipo controlan los acontecimientos sinápticos más rápidos del sistema nervioso, en los que un neurotransmisor actúa sobre la membrana postsináptica de un nervio o una célula muscular, incrementando de modo transitorio su permeabilidad a determinados iones. La mayoría de los neurotransmisores excitadores, como la acetilcolina en la placa neuromuscular (capítulo 12) o el glutamato en el sistema nervioso central (capítulo 37) aumentan la permeabilidad a Na+ y K+. Esto genera una corriente de entrada neta, conducida fundamentalmente por Na+, que despolariza la célula y aumenta las probabilidades de que se origine un potencial de acción. La acción del transmisor alcanza un valor máximo en una fracción de milisegundo y normalmente desaparece en unos pocos milisegundos. La elevada velocidad de esta respuesta implica que el acoplamiento entre el receptor y el canal iónico es de tipo directo y la estructura molecular del complejo receptor-canal (v. anteriormente) concuerda con este modelo. A diferencia de otras familias de receptores (v. más adelante), en el proceso de transducción no existe ninguna etapa bioquímica intermedia.





[image: image] Un descubrimiento realizado por Katz y Miledi en 1972 permitió estudiar por primera vez las propiedades de cada uno de los canales iónicos controlados por ligando mediante el análisis del ruido. Estudiando la acción de la acetilcolina en la placa motora, observaron que unas pequeñas fluctuaciones aleatorias del potencial de membrana se superponían a la despolarización mantenida que producía la acetilcolina (fig. 3.5). Estas fluctuaciones se deben a que, en presencia de un agonista, surge un equilibrio dinámico entre los canales iónicos abiertos y cerrados. En estado de equilibrio, el promedio de aperturas es igual al de cierres, aunque de un instante a otro el número de canales abiertos fluctúa aleatoriamente en torno a la media. Midiendo la amplitud de estas fluctuaciones se puede calcular la conductancia de un único canal iónico y midiendo su frecuencia (normalmente en forma de un espectro en el que se representa la potencia del ruido de la señal en función de la frecuencia) se puede calcular el tiempo medio que permanece abierto un único canal (tiempo medio de apertura). En el caso de la acetilcolina que actúa en la placa motora, los canales tienen una conductancia de unos 20 picosiemens (pS), lo que equivale a un flujo de entrada de unos 107 iones por segundo a través de un solo canal en condiciones fisiológicas normales, y el tiempo medio de apertura es de 1-2 ms. La magnitud de la conductancia de un solo canal confirma que la entrada y la salida tienen lugar a través de un único poro físico de la membrana, ya que el flujo iónico es demasiado elevado para ser compatible con un mecanismo de transportador. La conductancia que producen en el canal diferentes agonistas nicotínicos es igual para todos, mientras que el tiempo medio de apertura de los canales varía.





[image: image]

Figura 3.5 Ruido inducido por la acetilcolina en la placa motora terminal de la rana.


[A] Registros de corriente de membrana obtenidos con una ganancia elevada bajo fijación de voltaje. El registro superior del ruido se obtuvo durante la aplicación de acetilcolina (ACh) con una micropipeta. El registro inferior se obtuvo sin la presencia de ACh y la deflexión transitoria de la mitad se debió a la liberación espontánea de una descarga de ACh del nervio motor. Se ha suprimido el componente estacionario (DC) de la señal de ACh mediante un filtro electrónico, para dejar solo la señal de ruido de alta frecuencia. [B] Espectro de potencia del ruido inducido por ACh en un experimento similar al anterior. Para calcular el espectro se usa el análisis de Fourier y después se adapta a una curva teórica (lorentziana) que corresponde al comportamiento previsible de un único grupo de canales con unos tiempos medios de apertura que varían aleatoriamente. La frecuencia de corte (en la que la potencia es la mitad de su valor limitante de baja frecuencia) permite calcular el tiempo medio de apertura de los canales.


([A], tomado de Anderson C R, Stevens C F 1973 J Physiol 235: 655; [B], tomado de Ogden D C et al. 1981 Nature 289: 596.)





El sencillo esquema que reproducimos en la figura 2.1 representa un modelo bastante útil del mecanismo de compuerta de los canales iónicos. Se cree que la configuración AR*, que representa el canal iónico abierto, es la misma para todos los agonistas y es la razón por la que no varía la conductancia de los canales. Desde el punto de vista cinético, el tiempo medio de apertura depende fundamentalmente de la constante de velocidad de cierre, α, que varía de unos fármacos a otros. Como explicamos en el capítulo 2, un agonista muy eficaz que active un porcentaje importante de los receptores que ocupa se caracterizará por β/α >> 1, mientras que un fármaco de menor eficacia tendrá un valor inferior de β/α.


La técnica de registro de fijación de voltaje en parches de membrana (patch-clamp), ideada por Neher y Sakmann, permite medir directamente la pequeñísima corriente que fluye a través de un solo canal iónico (fig. 3.6) y los resultados obtenidos han confirmado plenamente la interpretación de las propiedades de los canales basada en el análisis del ruido. Esta técnica ofrece una visión, única en la biología, del comportamiento fisiológico de moléculas proteicas únicas en tiempo real y ha aportado muchos datos nuevos sobre los mecanismos de apertura y cierre y sobre las características de permeabilidad de los canales controlados por ligandos y por voltaje (v. pág. 43). Los registros de canales individuales han demostrado que numerosos agonistas inducen la apertura de canales aislados en diferentes niveles de conductancia. En el caso de los canales activados por glutamato, parece que los distintos agonistas dan lugar a diferentes conformaciones de los receptores que se asocian a diferentes conductancias del canal (Jin et al., 2003). La desensibilización de los canales iónicos controlados por ligandos depende de uno o más estados conformacionales inducidos por un agonista. Estos datos obligan a revisar el sencillo esquema de la figura 2.1 en el que únicamente se representa una configuración activa, AR*, y constituyen un ejemplo del modo en que el comportamiento real de los receptores hace que nuestros modelos teóricos parezcan algo marchitos.





[image: image]

Figura 3.6 Canales iónicos controlados por acetilcolina aislados en la placa terminal motora de la rana, registrados mediante la técnica de «patch-clamp».


La pipeta, aplicada firmemente contra la superficie de la membrana, contenía 10 μmol/l de ACh. Las deflexiones descendentes registran las corrientes que fluyen a través de canales iónicos individuales en el pequeño parche de membrana situado bajo el extremo de la pipeta. Hacia el final del registro se observa que dos canales se abren simultáneamente. La conductancia y el tiempo medio de apertura de estos canales concuerdan con los valores obtenidos indirectamente a partir del análisis del ruido (v. fig. 3.5).


(Por cortesía de D Colquhoun y D C Odgen.)











Canales iónicos controlados por ligandos [image: image]







• A veces reciben el nombre de receptores ionótropos.


• Intervienen fundamentalmente en la transmisión sináptica rápida.


• Existen varias familias estructurales, que en la mayoría de los casos están formadas por conjuntos heteroméricos de 4-5 subunidades, con hélices transmembranales dispuestas alrededor de un canal acuoso central.


• La unión del ligando y la apertura del canal tienen lugar en cuestión de milisegundos.


• Ejemplos: receptores nicotínicos de acetilcolina, receptores de ácido gammaaminobutírico de tipo A (GABAA) y receptores de 5-hidroxitriptamina de tipo 3 (5-HT3).


















Tipo 2: receptores acoplados a las proteínas G


La extensa familia de GPCR comprende muchos de los receptores mejor conocidos por los farmacólogos, como los mAChRs, los adrenérgicos, los dopaminérgicos, los de 5-HT, los opiáceos, los de diversos péptidos, los de purinas y muchos otros, incluidos los quimiorreceptores que intervienen en el olfato y la detección de feromonas y también muchos «huérfanos» (v. Fredriksson y Schiöth, 2005). Los estudios farmacológicos cuantitativos con diferentes agonistas y antagonistas han revelado la existencia de una gran variedad de subtipos de la mayoría de ellos.


La mayoría de los neurotransmisores, al margen de los péptidos, pueden interactuar con GPCR y con canales controlados por ligandos, lo que permite que una misma molécula ejerza una gran variedad de efectos. No obstante, algunas hormonas peptídicas actúan generalmente sobre GPCR o receptores ligados a cinasas (v. más adelante), pero raras veces sobre ambos, y lo mismo sucede con numerosos ligandos que actúan sobre receptores nucleares.7


El genoma humano contiene genes que codifican cerca de 400 GPCR (sin incluir los receptores del olfato). Los GPCR representan la clase de dianas farmacológicas más frecuente, y se cree que aún se identificarán numerosas dianas farmacológicas prometedoras pertenecientes a este grupo. Véase una breve revisión de Hill (2006).






Estructura molecular


El primer GPCR que se pudo caracterizar totalmente fue el receptor β-adrenérgico (capítulo 14), clonado en 1986. Posteriormente, la biología molecular se puso rápidamente a la par con la farmacología y ya se ha clonado la mayoría de los receptores que habían sido identificados por sus propiedades farmacológicas; lo que parecía revolucionario en 1986 ahora es algo muy corriente. Actualmente, cualquier aspirante a receptor tiene que ser clonado antes de que se le tome en serio.


Los GPCR están formados por una única cadena polipeptídica constituida hasta por 1.100 residuos; en la figura 3.3B se muestra su anatomía general. Su estructura característica consta de siete hélices α transmembranales, similares a las de los canales iónicos descritas anteriormente, con un dominio N-terminal extracelular de longitud variable y un dominio C-terminal intracelular. Los GPCR se dividen en tres familias diferentes (v. Schwartz, 1996). Existe una homología considerable en la estructura de los miembros de una misma familia, pero no entre diferentes familias. Comparten la misma estructura de siete hélices (heptahelicoidal), pero se diferencian en otros aspectos, fundamentalmente en la longitud del extremo N-terminal y la localización del dominio de unión con el agonista (tabla 3.3). La familia A es, con diferencia, la más extensa y comprende la mayoría de los receptores de monoaminas, neuropéptidos y quimiocinas. La familia B engloba receptores de otros péptidos, como calcitonina y glucagón (v. capítulo 19). La familia C es la más pequeña y sus principales miembros son los receptores metabotrópicos de glutamato y GABA (capítulo 37) y los receptores sensibles a Ca2+ (v. capítulo 35).8


Tabla 3.3 Familias de receptores acoplados a proteínas Ga






	Familia

	Receptoresb


	Características estructurales






	A: Familia de la rodopsina

	El grupo más numeroso. Receptores de la mayoría de aminas neurotransmisoras, muchos neuropéptidos, purinas, prostanoides, cannabinoides, etc.

	Cola extracelular (N-terminal) corta. El ligando se une a hélices transmembranales (aminas) o a lazos extracelulares (péptidos)






	B: Familia de receptores de secretina/glucagón

	Receptores de hormonas peptídicas, como secretina, glucagón, calcitonina

	Cola extracelular intermedia, que incorpora el dominio de unión a los ligandos






	C: Familia del receptor metabotrópico para glutamato/sensor de calcio

	Grupo reducido
Receptores metabotrópicos para glutamato, receptores de GABAB, receptores sensibles a Ca2+


	Cola extracelular larga, que incorpora el dominio de unión a los ligandos







a Existe una cuarta familia diferente que incluye numerosos receptores de feromonas, pero no receptores farmacológicos.


b Para listas completas véase http://www.iuphar-db.org.





[image: image] Gran parte del conocimiento del funcionamiento de los receptores de este tipo se debe a estudios de una proteína muy relacionada, la rodopsina, responsable de la transducción en los bastones de la retina. Esta proteína abunda en la retina y es mucho más fácil de estudiar que las proteínas de los propios receptores (que son muy escasas); presenta un esquema estructural idéntico al que mostramos en la figura 3.3 y origina también una respuesta en los bastones (hiperpolarización, asociada a una interrupción de la conductancia de Na+) mediante un mecanismo en el que intervienen unas proteínas G (v. más adelante). La principal diferencia radica en que es un fotón y no una molécula de agonista lo que desencadena la respuesta. Podemos considerar que la rodopsina lleva su propia molécula agonista incorporada, retinal, que se isomeriza de la forma trans (inactiva) a la cis (activa) cuando absorbe un fotón.





Los experimentos de mutagénesis dirigida a regiones específicas demuestran que el tercer lazo citoplásmico largo es la región de la molécula que se acopla a las proteínas G, ya que la deleción o la modificación de esa región permite que el receptor siga uniéndose a los ligandos, pero no se pueda asociar a las proteínas G ni producir una respuesta. Normalmente, un determinado subtipo de receptor se acopla selectivamente a una proteína G específica; el intercambio de partes del lazo citoplásmico entre diferentes receptores modifica su selectividad por las proteínas G.


En el caso de moléculas pequeñas, como la noradrenalina, el dominio de unión a los ligandos de los receptores de clase A está enterrado en la hendidura entre los segmentos helicoidales α en el interior de la membrana (v. fig. 3.3B), similar a la ranura ocupada por el retinal en la molécula de rodopsina. Los ligandos peptídicos, como la sustancia P (capítulo 19), se unen más superficialmente a los lazos extracelulares, como se aprecia en la figura 3.3B. Mediante experimentos de mutagénesis de regiones aisladas se puede localizar el dominio de unión a los ligandos de estos receptores y confiamos que pronto se puedan diseñar ligandos sintéticos basándose en el conocimiento de la estructura del lugar receptor: un hito muy importante para la industria farmacéutica, que hasta ahora ha dependido fundamentalmente de la estructura de los mediadores endógenos (como histamina) o de alcaloides vegetales (como morfina) para su inspiración química.9 Recientemente se han salvado las dificultades para cristalizar GPCR de tipo A, lo que permite usar la potente técnica de la cristalografía de rayos X para determinar con detalle la estructura molecular de estos receptores (Weiss y Kobilka, 2008). También se han desarrollado técnicas de fluorescencia para estudiar la cinética de la unión a ligandos y los subsiguientes cambios conformacionales asociados a la activación (v. Lohse et al., 2008). Estos estudios permitirán obtener una perspectiva más completa de los mecanismos de activación de los GPCR y de los factores que determinan la eficacia de los agonistas, así como una mejor base para el diseño de nuevos ligandos de GPCR.






Receptores activados por proteasas








[image: image] Aunque normalmente la activación de los GPCR es una consecuencia de la unión de un agonista, también puede responder a la activación de las proteasas. Cuatro tipos de receptores activados por proteasas (PAR) ya han sido identificados (v. una revisión de Ramachandran y Hollenberg, 2008). Muchas proteasas, como la trombina (una proteasa que interviene en la cascada de coagulación sanguínea; v. capítulo 24) activa los PAR al escindir el extremo de la cola N-terminal extracelular del receptor (fig. 3.7). A continuación, los residuos N-terminales expuestos se unen a dominios receptores en los lazos extracelulares, actuando como un «agonista atado». Se pueden encontrar receptores de este tipo en muchos tejidos (v. Ramachandran y Hollenberg, 2008) y parecen desempeñar una función en la inflamación y otras respuestas ante el daño tisular durante las cuales se liberan proteasas titulares. Una de las familias de PAR, PAR-2, es activada por una proteasa secretada por los mastocitos y se expresa en las neuronas sensoriales. Se cree que interviene en el dolor inflamatorio (v. capítulo 41). Una molécula PAR solo puede activarse una vez, ya que la escisión es irreversible, por lo que es necesario resintetizar continuamente la proteína del receptor. La inactivación tiene lugar por una ulterior separación proteolítica que libera el «agonista atado», o por desensibilización, e incluye una fosforilación (v. más adelante), después de lo cual el receptor pasa al interior, donde es degradado y sustituido por una proteína recién sintetizada.
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Figura 3.7 Activación de un receptor activado por proteasa mediante escisión proteolítica del dominio N-terminal extracelular.


La inactivación se produce por fosforilación. Para que se recupere hay que resintetizar el receptor.










Receptores acoplados a las proteínas G [image: image]







• A veces reciben el nombre de receptores metabotrópicos.


• Las estructuras incluyen siete hélices α transmembranosas, a menudo unidas en forma de estructuras diméricas.


• Uno de los lazos intracelulares es mayor que los otros e interactúa con las proteínas G


• Las proteínas G son proteínas de membrana constituidas por tres subunidades (α, β y γ), y la subunidad α posee actividad de GTPasa.


• Cuando el trímero se une a un receptor ocupado por un agonista, la subunidad α se disocia y queda libre para activar un efector (una enzima o un canal iónico de la membrana). En algunos casos, la subunidad βγ es el elemento activador.


• La activación del efector concluye cuando la molécula de GTP unida se hidroliza, lo que permite a la subunidad α recombinarse con βγ.


• Existen varios tipos de proteínas G, que interactúan con distintos receptores y controlan diferentes efectores.


• Como ejemplos cabe citar los receptores muscarínicos de acetilcolina, los receptores adrenérgicos, los receptores de neuropéptidos y quimiocinas, y los receptores activados por proteasas.


















Las proteínas g y sus funciones


Las proteínas G configuran una familia de proteínas de membrana que reconocen GPCR activados y transmiten el mensaje a los sistemas efectores que generan una respuesta celular. Estas moléculas representan el nivel medio en la jerarquía organizativa, entre los receptores («mandarines melindrosos» atentos a la más leve señal de su propia hormona particular) y las enzimas efectoras o canales iónicos («cuadrillas de obreros» que hacen el trabajo sin necesidad de saber qué hormona ha autorizado el proceso). Son las proteínas intermediarias, que actualmente se denominan proteínas G debido a su interacción con los nucleótidos de guanina GTP y GDP. Para obtener información más detallada acerca de la estructura y las funciones de las proteínas G (v. revisiones de Milligan y Kostenis, 2006; Oldham y Hamm, 2008). Las proteínas G constan de tres subunidades, α, β y γ (fig. 3.8). Los nucleótidos de guanina se unen a la subunidad α, que posee actividad enzimática y cataliza la conversión de GTP en GDP. Las subunidades β y γ permanecen unidas en forma de complejo βγ. Las tres subunidades están ancladas a la membrana a través de una cadena de ácidos grasos, acoplada a las proteínas G por una reacción conocida como prenilación. Las proteínas G difunden libremente en el plano de la membrana; así, una misma reserva de proteínas G en una célula puede interactuar con varios receptores y efectores diferentes de un modo esencialmente «promiscuo». En estado de «reposo» (v. fig. 3.8), las proteínas G existen en forma de trímero αβγ, en el que GDP ocupa su sitio en la subunidad α. Cuando una molécula agonista ocupa el GPCR se produce un cambio de la configuración que afecta al dominio citoplásmico del receptor (v. fig. 3.3B), lo que incrementa su afinidad por αβγ. La asociación del complejo αβγ y el receptor se produce en 50 ms, se disocia el GDP unido y es sustituido por GTP (intercambio GDP-GTP), lo que a su vez disocia el trímero de proteínas G, liberando subunidades α-GTP y βγ; estas son las formas «activas» de las proteínas G, que difunden por la membrana y pueden asociarse a distintas enzimas y canales iónicos, lo que origina activación o inactivación (v. fig. 3.8). En un primer momento se pensó que únicamente la subunidad α poseía funciones señalizadoras, mientras que el complejo βγ actuaría como chaperona con el objeto de mantener a las veleidosas subunidades α fuera del alcance de diversas proteínas efectoras que, en caso contrario, podrían ser estimuladas. No obstante, los complejos βγ interaccionan en realidad con otras moléculas, y controlan algunos efectores de manera muy semejante a las subunidades α (v. Clapham y Neer, 1997). La asociación de las subunidades α o βγ a enzimas o canales diana puede provocar su activación o bien su inhibición en función de la proteína G implicada (tabla 3.4).
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Figura 3.8 Función de las proteínas G.


La proteína G constan de tres subunidades (α, β, γ), que están ancladas a la membrana mediante residuos lipídicos adheridos. El acoplamiento de la subunidad α a un receptor ocupado por un agonista hace que el GDP unido se intercambie por GTP intracelular; a continuación, el complejo α-GTP se disocia del receptor y del complejo βγ e interactúa con una proteína diana (diana 1, que puede ser una enzima, como adenilato ciclasa, o un canal iónico). El complejo βγ puede activar también una proteína diana (diana 2). La actividad GTPasa de la subunidad α aumenta cuando se une la proteína diana, induciendo la hidrólisis a GDP del GTP unido, después de lo cual la subunidad α se une nuevamente al complejo βγ.






Tabla 3.4 Los principales subtipos de proteína G y sus funcionesa


[image: image]




El proceso de señalización concluye cuando se produce la hidrólisis de GTP a GDP por la actividad GTPasa de la subunidad α. A continuación, la combinación α-GDP resultante se disocia del efector y se une nuevamente al complejo βγ, completando el ciclo. La fijación de la subunidad α a una molécula de efector incrementa realmente su actividad como GTPasa y la magnitud de este incremento es diferente para los distintos tipos de efector. Como la hidrólisis de GTP es el paso que interrumpe la capacidad de la subunidad α para ejercer su efecto, la regulación de su actividad como GTPasa por la proteína efectora significa que la activación del efector tiende a ser autolimitante. El mecanismo causa una amplificación, ya que un solo complejo agonista-receptor puede activar a su vez varias moléculas de proteínas G, y cada una de estas puede seguir asociada a la enzima efectora durante bastante tiempo para originar muchas moléculas de producto. El producto (v. más adelante) suele ser un «segundo mensajero» y así puede seguir produciéndose amplificación antes de que tenga lugar la respuesta celular final.


¿Cómo se logra la especificidad de tal modo que cada tipo de receptor produzca un patrón diferente de respuesta celular? Con una reserva común de proteínas G promiscuas que conectan los diferentes sistemas de receptores y efectores de una célula podría parecer que se perdería toda la especificidad, pero es evidente que no sucede así. Por ejemplo, los receptores muscarínicos de acetilcolina y los β-adrenérgicos, presentes ambos en las células del músculo cardíaco, ejercen efectos funcionales opuestos (capítulos 13 y 14). La principal razón es la variación molecular dentro de las subunidades α, de las cuales se han identificado más de 20 subtipos10 (v. Wess, 1998; tabla 3.4). Cuatro clases principales de proteínas G (Gs, Gi, Go y Gq) son importantes desde el punto de vista farmacológico. Como se ve en la tabla 3.4, muestran selectividad respecto a los receptores y los efectos a los que se acoplan y poseen en su estructura dominios de reconocimiento específicos y complementarios a los dominios específicos de unión a las proteínas G de las moléculas de receptores y efectores. Por ejemplo, Gs y Gi estimulan e inhiben, respectivamente, la adenilato ciclasa (fig. 3.9).
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Figura 3.9 Control bidireccional de una enzima diana como adenilato ciclasa por Gs y Gi.


Gracias a la heterogeneidad de las proteínas G, diferentes receptores ejercen efectos opuestos sobre una enzima diana.




Las subunidades α de estas proteínas G poseen estructuras diferentes. Una de las diferencias funcionales, que ha servido como medio experimental para distinguir qué tipo de proteínas G interviene en distintas situaciones, radica en la acción de dos toxinas bacterianas, la del cólera y la de la tos ferina (v. tabla 3.4). Estas toxinas son enzimas y catalizan una reacción de conjugación (ribosilación del ADP) en la subunidad α de las proteínas G. La toxina colérica actúa solo sobre Gs e induce una activación persistente. Muchos de los síntomas del cólera, como la secreción excesiva de líquido por el epitelio gastrointestinal, se deben a la activación incontrolada que experimenta la adenilato ciclasa. La toxina de la tos ferina inhibe Gi y Go al impedir la disociación del trímero de la proteína G.









Dianas de las proteínas G


Las principales dianas de las proteínas G, a través de las cuales los GPCR controlan diferentes aspectos de la función celular (v. Milligan, 1995; Nahorski, 2006; tabla 3.4), son:




• Adenilato ciclasa: la enzima responsable de la formación de AMPc.


• Fosfolipasa C: la enzima responsable de la formación de fosfato de inositol y diacilglicerol (DAG).


• Canales iónicos: especialmente los canales de calcio y potasio.


• Cinasa Rho A/Rho: un sistema que controla la actividad de numerosas vías de señalización que regulan el crecimiento y la proliferación celulares, la contracción del músculo liso, etc.


• Proteína cinasa activada por mitógenos (MAP cinasa): un sistema que controla numerosas funciones de la célula, incluida la división celular.









El sistema adenilato ciclasa/AMPc


Cuando Sutherland et al. descubrieron el papel que desempeñaba el AMPc (monofosfato de adenosina 3’,5’ cíclico) como mediador intracelular se derrumbaron de golpe las barreras que existían entre la bioquímica y la farmacología y surgió el concepto de los segundos mensajeros en la transducción de señales. El AMPc es un nucleótido que se sintetiza dentro de la célula a partir del ATP por mediación de la adenilato ciclasa, una enzima asociada a la membrana. El AMPc se sintetiza continuamente y se inactiva por hidrólisis, convirtiéndose en AMP-5’ por la acción de una familia de enzimas conocidas como fosfodiesterasas (PDE). Muchos fármacos, hormonas y neurotransmisores diferentes actúan sobre los GPCR y ejercen sus efectos al aumentar o reducir la actividad catalítica de la adenilato ciclasa, con lo que elevan o disminuyen la concentración de AMPc dentro de la célula. Existen nueve isoformas moleculares diferentes de la enzima, algunas de las cuales responden selectivamente a Gαs o Gαi (v. Simonds, 1999).


El AMPc regula muchos aspectos de la función celular como, por ejemplo, las enzimas implicadas en el metabolismo energético, la división y diferenciación celular, el transporte iónico, los canales iónicos y las proteínas contráctiles del músculo liso. Sin embargo, estos efectos tan variados dependen de un mecanismo común: la activación de las proteína cinasas por el AMPc. Las proteína cinasas regulan la función de muchas proteínas celulares diferentes al controlar su fosforilación (v. pág. 39). En la figura 3.10 se muestra cómo el aumento de la síntesis de AMPc en respuesta a la activación de los receptores β-adrenérgicos influye en las enzimas que intervienen en el metabolismo del glucógeno y las grasas en el hígado, el tejido adiposo y las células musculares. El resultado es una respuesta coordinada mediante la cual la energía almacenada en forma de glucógeno y grasa se convierte en glucosa, que se puede utilizar para alimentar la contracción muscular.
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Figura 3.10 Regulación del metabolismo energético por el AMPc.


AC, adenilato ciclasa.




Otro ejemplo de regulación por proteína cinasa que depende del AMPc es el aumento de actividad de los canales iónicos activados por el voltaje en las células musculares cardíacas (v. capítulo 21). La fosforilación de estos canales incrementa la cantidad de Ca2+ que entra en la célula durante el potencial de acción y potencia de ese modo la fuerza de contracción del corazón.


En el músculo liso, una proteína cinasa dependiente de AMPc fosforila (e inactiva) otra enzima, la cinasa de las cadenas ligeras de miosina, necesaria para la contracción. Este proceso es el causante de la relajación del músculo liso que producen muchos fármacos que incrementan la síntesis de AMPc en el músculo liso (v. capítulo 4).


Como hemos mencionado anteriormente, los receptores conectados a Gi y no a Gs inhiben la adenilato ciclasa y reducen de ese modo la formación de AMPc. Entre los ejemplos figuran algunos tipos de mAChR (p. ej., receptor M2 del músculo cardíaco; v. capítulo 13), los receptores α2-adrenérgicos en el músculo liso (capítulo 14) y los receptores de opiáceos (v. capítulo 41). Algunos productos, como la forscolina y los iones fluoruro, activan directamente la adenilato ciclasa y se usan experimentalmente en estudios sobre las funciones del sistema AMPc.


El AMPc es hidrolizado dentro de las células por las fosfodiesterasas (PDE), una familia importante y ubicua de enzimas (v. una revisión de Beavo, 1995). Existen 11 subtipos de PDE; algunas de estas (p. ej., PDE3 y PDE4) muestran selectividad por AMPc, mientras que otras (p. ej., PDE5) son selectivas para GMPc. Casi todas son inhibidas débilmente por fármacos como las metilxantinas (p. ej., teofilina y cafeína; v. capítulos 27 y 47). El rolipram (utilizado en el tratamiento del asma; capítulo 27) muestra especificidad por PDE4 expresada en células inflamatorias; la milrinona (empleada en el tratamiento de la insuficiencia cardíaca, capítulo 21) es selectiva para isoformas de PDE4 expresadas en el músculo cardíaco; el sildenafilo (capítulo 30) presenta especificidad por PDE5, por lo que potencia los efectos vasodilatadores del NO y los fármacos que liberan este mediador, el cual ejerce sus efectos a través del GMPc (v. capítulo 20). Es probable que la semejanza entre algunas de las acciones de estos fármacos y las de las aminas simpaticomiméticas (capítulo 14) refleje su propiedad común de incrementar la concentración intracelular de AMPc. Se están estudiando inhibidores selectivos de los distintos subtipos de PDE, fundamentalmente para el tratamiento de trastornos cardiovasculares y respiratorios.









El sistema fosfolipasa C/fosfato de inositol


El sistema fosfoinositídico, un sistema de segundos mensajeros intracelulares muy importante, fue descubierto en los años cincuenta por Hokin y Hokin, cuyos recónditos intereses se centraban en el mecanismo de la secreción salina de las glándulas nasales de las aves marinas. Estos autores observaron que la secreción se acompañaba de un aumento del recambio de una clase secundaria de fosfolípidos de membrana, conocidos como fosfoinosítidos (denominados en conjunto PI; fig. 3.11). Posteriormente, Michell y Berridge comprobaron que muchas hormonas que inducen un aumento de la concentración intracelular de Ca2+ (p. ej., agonistas muscarínicos y agonistas de los receptores α-adrenérgicos que actúan sobre el músculo liso y las glándulas salivales, y la vasopresina que actúa sobre los hepatocitos) incrementan también el recambio de PI. Más adelante se constató que un miembro determinado de la familia de PI, fosfatidilinositol (4,5)-bifosfato (PIP2), que posee grupos fosfato adicionales unidos al anillo inositol, desempeña una función esencial. PIP2 es el sustrato de una enzima ligada a la membrana, la fosfolipasa Cβ (PLCβ), que lo escinde en diacilglicerol (DAG) y (1,4,5)-trifosfato de inositol (fig. 3.12); ambos actúan como segundos mensajeros, como explicamos más adelante. La activación de PLCβ por distintos agonistas está mediada por unas proteínas G (Gq; v. tabla 3.4). Tras la escisión de PIP2 se restablece el status quo, como se aprecia en la figura 3.12, y DAG es fosforilado para formar ácido fosfatídico, mientras IP3 es desfosforilado y después vuelve a acoplarse con ácido fosfatídico para generar nuevamente PIP2.11 El litio, un fármaco empleado en psiquiatría (v. capítulo 46), bloquea esta vía de reciclaje (v. fig. 3.12).
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Figura 3.11 Estructura del bifosfato de fosfatidilinositol (PIP2), en la que se indican los lugares de escisión por diferentes fosfolipasas para producir mediadores activos.


La escisión por la fosfolipasa A2 (PLA2) produce ácido araquidónico. La escisión por la fosfolipasa C (PLC) origina trifosfato de inositol (I(1,4,5)P3) y diacilglicerol (DAG). PA, ácido fosfatídico; PLD, fosfolipasa D.
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Figura 3.12 El ciclo del fosfatidilinositol (PI).


La activación de la fosfolipasa C, mediada por el receptor, induce la escisión de bifosfato de fosfatidilinositol (PIP2), con formación de diacilglicerol (DAG), que activa la proteína cinasa C, y trifosfato de inositol (IP3), que libera Ca2+ intracelular. No se conoce bien la función del tetrafosfato de inositol (IP4), que se forma a partir de IP3 y otros fosfatos de inositol, pero podría facilitar la entrada del Ca2+ a través de la membrana plasmática. IP3 se inactiva por desfosforilación, generando inositol. El DAG se convierte en ácido fosfatídico y estos dos productos se usan para regenerar PI y PIP2.








Fosfatos de inositol y calcio intracelular


El (1,4,5)-trifosfato de inositol (IP3) es un mediador hidrosoluble que se libera al citosol y actúa sobre un receptor específico (el receptor de IP3), que es un canal de calcio controlado por ligandos presente en la membrana del retículo endoplásmico. La función principal de IP3, que se describe más detalladamente en el capítulo 4, consiste en controlar la liberación de Ca2+ de las reservas intracelulares. Dado que muchos fármacos y hormonas actúan por mediación del Ca2+ intracelular, esta vía tiene una importancia muy especial. IP3 se convierte dentro de la célula en (1,3,4,5)-tetrafosfato, IP4, por mediación de una cinasa específica. No se conoce bien la función exacta de IP4, pero hay pruebas recientes de que este, y también otros fosfatos de inositol de mayor grado, desempeñen alguna función en el control de la expresión génica.









Diacilglicerol y proteína cinasa C


El DAG se genera igual que IP3 cada vez que un receptor induce la hidrólisis de PI. El principal efecto del DAG es la activación de la proteína cinasa C (PKC), una proteína cinasa ligada a la membrana que cataliza la fosforilación de diversas proteínas intracelulares (v. Nishizuka, 1988; Walaas y Greengard, 1991). A diferencia de los IP, DAG es muy lipófilo y permanece dentro de la membrana. Se une a una región específica de la molécula de PKC, que emigra del citosol a la membrana celular en presencia de DAG y se activa de ese modo. En los mamíferos existen 10 subtipos distintos de PKC que tienen una distribución celular diferente y fosforilan distintas proteínas. La mayoría de estos subtipos son activados por DAG y el aumento del Ca2+ intracelular, procedentes ambos de la activación de los GPCR. Las PKC son activadas igualmente por los ésteres de forbol (compuestos muy irritantes y cancerígenos sintetizados por ciertas plantas), una circunstancia que ha resultado muy útil en el estudio de las funciones de la PKC. Uno de los subtipos es activado por el ácido araquidónico (v. capítulo 17), un mediador lipídico que procede de la acción de la fosfolipasa A2 sobre los fosfolípidos de la membrana, de manera que la PKC puede activarse con los agonistas que activan esta enzima. Las distintas isoformas de PKC, como las tirosina cinasas que describimos más adelante (pág. 37), actúan sobre numerosas proteínas funcionales diferentes, como canales iónicos, receptores, enzimas (incluidas otras cinasas), factores de transcripción y proteínas citoesqueléticas. En general, las cinasas desempeñan un papel central en la transducción de señales y controlan diversos aspectos diferentes de la función celular. La unión DAG-PKC proporciona un mecanismo por el que los GPCR pueden movilizar este «ejército de fanáticos del control».












Canales iónicos como dianas de las proteínas G


Los GPCR pueden controlar directamente el funcionamiento de los canales iónicos por mecanismos en los que no intervienen segundos mensajeros como AMPc o IP. La interacción directa proteínas G-canal se observó por primera vez en el músculo cardíaco, pero se cree que puede ser un mecanismo bastante general en el control de los canales de K+ y Ca2+ (v. Wickham y Clapham, 1995). Se sabe que en el músculo cardíaco, por ejemplo, los mAChR favorecen la permeabilidad del K+ (hiperpolarizando así las células e inhibiendo la actividad eléctrica; v. capítulo 21). En las neuronas existen mecanismos semejantes, mientras que numerosos fármacos inhibidores como los analgésicos opiáceos reducen la excitabilidad mediante la apertura de los canales de K+ o la inhibición de los canales de Ca2+ (v. capítulo 41). Estas acciones se deben a la interacción directa entre la subunidad βγ de G0 y el canal, sin que intervengan segundos mensajeros.





Efectores controlados por proteínas G [image: image]


Los receptores controlan dos vías fundamentales por mediación de proteínas G. Ambas pueden ser activadas o inhibidas por ligandos farmacológicos, dependiendo de la naturaleza del receptor y las proteínas G.




• Adenilato ciclasa/AMPc:



– La adenilato ciclasa cataliza la formación del mensajero intracelular AMPc.



– El AMPc activa diversas proteína cinasas, que controlan el funcionamiento celular de formas muy diferentes mediante la fosforilación de distintas enzimas, transportadores y otras proteínas.


• Fosfolipasa C/trifosfato de inositol (IP3)/diacilglicerol (DAG):



– Cataliza la formación de dos mensajeros intracelulares, IP3 y DAG, a partir de fosfolípidos de membrana.



– El IP3 incrementa el Ca2+ citosólico libre liberando Ca2+ de los compartimentos intracelulares.



– El aumento del Ca2+ libre pone en marcha muchos procesos, como la contracción, la secreción, la activación enzimática y la hiperpolarización de la membrana.



– El DAG activa la proteína cinasa C, que controla numerosas funciones celulares mediante la fosforilación de una serie de proteínas.





Las proteínas G ligadas a receptores controlan también:




• La fosfolipasa A (y, por consiguiente, la formación de ácido araquidónico y eicosanoides).


• Canales iónicos (p. ej., los canales de sodio y de potasio, con lo que regulan la excitabilidad de la membrana, la liberación de transmisores, la contractilidad, etc.).















El sistema de la cinasa Rho/Rho








[image: image] Esta vía de transducción de señales de reciente descubrimiento (v. Bishop y Hall, 2000) es activada por algunos GPCR (así como mediante mecanismos independientes de estos receptores) que se acoplan a las proteínas G de tipo G12/13. La subunidad α libre de la proteína G interacciona con un factor de intercambio de nucleótidos de guanosina que facilita el intercambio de GDP-GTP en otra GTPasa, Rho. La forma Rho-GDP (en reposo) es inactiva; sin embargo, el intercambio de GDP-GTP activa Rho, la cual induce, a su vez, a la cinasa Rho. Esta cinasa fosforila numerosas proteínas y controla un amplio abanico de funciones celulares, como la contracción y la proliferación del músculo liso, la angiogénesis y la remodelación sináptica. Se cree que la activación de la cinasa Rho desempeña un destacado papel en la patogenia de la hipertensión pulmonar al favorecer la vasoconstricción de la arteria pulmonar inducida por la hipoxia (v. capítulo 21). Se están investigando algunos inhibidores específicos de la cinasa Rho (p. ej., fasudil) para numerosas indicaciones clínicas –una posibilidad a la que habrá que estar atentos–.












El sistema de las cinasas MAP








[image: image] Esta vía de transducción de señales (v. más adelante y fig. 3.15) no es activada solamente por diversas citocinas y factores de crecimiento que actúan sobre los receptores unidos a cinasas (v. pág. 37), sino también por los ligandos de GPCR. Controla numerosos procesos implicados en la división celular, la apoptosis y la regeneración tisular.





En la figura 3.13 se resumen las principales funciones propuestas para los GPCR en el control de las enzimas y los canales iónicos.
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Figura 3.13 Las proteínas G y el control de los sistemas de efectores celulares por segundos mensajeros.


En el este diagrama no se muestran las vías de señalización en las que las arrestinas, en lugar de las proteínas G, se unen a los GPCR para que se desencadenen los procesos (v. texto). AA, ácido araquidónico; DAG, diacilglicerol; IP3, trifosfato de inositol.














Desensibilización








[image: image] Como explicamos en el capítulo 2, la desensibilización es un rasgo característico de todos los GPCR y se han estudiado exhaustivamente sus mecanismos básicos. Existen dos procesos fundamentales (v. Koenig y Edwardson, 1997; Ferguson, 2001; Kelly et al., 2008):




• Fosforilación del receptor.


• Internalización del receptor (endocitosis).





La secuencia de los GPCR incluye determinados residuos (serina y treonina), fundamentalmente en la cola citoplásmica C-terminal, que pueden ser fosforilados por cinasas tales como la proteína cinasa A (PKA), PKC y cinasas específicas de GPCR unidas a la membrana (GRK).


La fosforilación mediada por PKA y PKC, activada por muchos GPCR, suele impedir el acoplamiento entre el receptor activado y las proteínas G, de modo que disminuye el efecto del agonista. Estas cinasas no son muy selectivas, de manera que también se verán afectados otros receptores además del correspondiente al agonista desensibilizador. Este efecto, por el que un agonista puede desensibilizar otros receptores, se conoce como desensibilización heteróloga y suele ser débil y de corta duración (fig. 3.14).





[image: image]

Figura 3.14 Desensibilización de los receptores acoplados a proteínas G (GPCR).


La desensibilización homóloga (específica del agonista) supone la fosforilación del receptor activado por una cinasa específica (cinasa de GPCR, GRK). A continuación, el receptor fosforilado (P-R) se une a la arrestina y los receptores pierden su capacidad para asociarse a unas proteínas G y experimentan endocitosis, que aparta el receptor de la membrana. La desensibilización heteróloga (cruzada) se debe a la fosforilación de un tipo de receptor mediante la activación de las cinasas por otro. PKA, proteína cinasa A; PKC, proteína cinasa C.




La fosforilación mediada por GRK (v. fig. 3.14) tiene especificidad por el receptor en mayor o menor medida y afecta fundamentalmente a los receptores en estado activado (es decir, unidos al agonista), lo que da lugar a una desensibilización homóloga. Los residuos que fosforilan las GRK son diferentes a los que tienen como diana otras cinasas; el receptor fosforilado actúa como una zona de unión de las β-arrestinas, unas proteínas intracelulares que bloquean la interacción del receptor con las proteínas G, y actúa también sobre la endocitosis, produciendo una desensibilización más profunda y duradera. La primera GRK identificada fue la cinasa de los receptores β-adrenérgicos, BARK, pero desde entonces se han descubierto otras y parece que este tipo de desensibilización afecta a la mayoría de los GPCR. Además de iniciar la desensibilización, las GRK y las arrestinas intervienen como intermediarios en diferentes vías de señalización mediadas por GPCR distintas de las que afectan a las proteínas G (v. Reiter y Lefkowitz, 2006). Por ejemplo, la unión de la β-arrestina a los GPCR puede reclutar proteínas Src que, a su vez, activan la cascada de cinasas MAP, que desempeña un papel importante en el control de la división celular (v. pág. 39).












Nuevos desarrollos en la biología de los gpcr








[image: image] A principios de la década de los noventa, pensábamos que habíamos conseguido determinar más o menos la función de los GPCR, según se ha indicado anteriormente. Desde entonces, la cuestión se ha ido complicando y los estudios más recientes (v. revisión de Pierce et al., 2002) han hecho necesario un replanteamiento sustancial del modelo básico cuyas implicaciones para la farmacología futura no están aún claras. Quienes deseen ceñirse a los datos esenciales sobre la función de los GPCR pueden omitir la lectura de esta sección sin mayor problema.









Dimerización de los GPCR








[image: image] La idea convencional de que los GPCR existen y actúan como proteínas monoméricas (a diferencia de los canales iónicos, que suelen constituir formaciones multiméricas; v. pág. 44) sufrió un vuelco con los trabajos sobre el receptor de GABAB. Existen dos subtipos de este receptor, codificados por genes diferentes, y el receptor funcional consta de un heterodímero de ambos (v. capítulo 37). En la actualidad parece probable que la mayoría de los GPCR, si no todos, sean moléculas oligoméricas (Prinster et al., 2005). En la familia de receptores de opioides (v. capítulo 41) se han creado dímeros estables y funcionales de receptores κ y δ en líneas celulares, cuyas propiedades farmacológicas difieren de los monómeros originales. También se han encontrado combinaciones de GPCR más diversas, por ejemplo, entre los receptores de dopamina (D2) y somatostatina, en la que ambos ligandos actúan con una mayor potencia. Buscando todavía más lejos otras combinaciones funcionales, el receptor de dopamina D5 puede acoplarse directamente con un canal iónico controlado por ligandos, el receptor de GABAA, inhibiendo la función de este sin intermediación de ninguna proteína G (Liu et al., 2000). Hasta la fecha, estas interacciones se han estudiado en líneas celulares mediante ingeniería genética, pero también ocurren en las células naturales. No obstante, algunos datos (AbdAlla et al., 2001) indican que existen complejos diméricos funcionales formados entre receptores de angiotensina (AT1) y bradicinina (B2) en las plaquetas humanas que muestran una sensibilidad mayor a la angiotensina que los receptores AT1 «puros». En mujeres gestantes hipertensas (toxemia preeclámpsica), el número de estos dímeros se incrementa como consecuencia de la mayor expresión de receptores B2, lo que provoca –paradójicamente– un aumento de la sensibilidad a la acción vasoconstrictora de la angiotensina. Se trata del primer ejemplo conocido de la influencia de la dimerización en los trastornos humanos.


Todavía es muy pronto para decir qué repercusiones tendrá en la farmacología y en la terapéutica convencionales esta recién descubierta versatilidad de los GPCR para unirse con otros receptores y formar combinaciones funcionales, pero podrían ser considerables.












Receptores con actividad constitutiva








[image: image] Los receptores acoplados a proteínas G también pueden tener una actividad constitutiva (es decir, espontánea) en ausencia de agonistas (v. capítulo 2, y revisión de Costa y Cotecchia, 2005). Este fenómeno se demostró por vez primera para el receptor β-adrenérgico (v. capítulo 14), en el que las mutaciones localizadas en el tercer lazo intracelular o tan solo la sobreexpresión del receptor dan lugar a su activación constitutiva. Actualmente existen numerosos ejemplos de GPCR nativos con actividad constitutiva cuando se expresan in vitro (v. Teitler et al., 2002). Igualmente, el receptor H3 de histamina muestra actividad constitutiva en condiciones in vivo, lo que podría constituir un fenómeno relativamente generalizado. Por tanto, los agonistas inversos, los cuales inhiben esta actividad basal, pueden producir efectos diferentes de los obtenidos por los antagonistas neutros, que inhiben los efectos de los agonistas sin influir en la actividad basal.












Especificidad de los agonistas








[image: image] Se creía que la relación de un GPCR determinado con una vía concreta de transducción de señales dependía principalmente de la estructura del receptor, en particular de la región del tercer lazo intracelular, el cual confiere especificidad a cada proteína G y determinaría el resto de la vía de señalización. Según el modelo de los dos estados descrito en el capítulo 2, ello implicaría que todos los agonistas de un receptor dado estabilizarían el mismo estado activado (R*) y deberían activar la misma vía de transducción de señales, y producirían el mismo tipo de respuesta celular. Esta noción se considera, en la actualidad, una simplificación excesiva. Los efectos celulares obtenidos con distintos ligandos difieren desde el punto de vista cualitativo en muchos casos (por ejemplo, con agonistas de receptores de opiáceos o con agonistas inversos de receptores β-adrenérgicos), lo que hace pensar en la existencia de más de uno –probablemente, muchos– estados R* (denominados, en algunas ocasiones, tráfico de agonistas o agonismo versátil; v. Kenakin, 2002). Aún no se ha establecido cuán generalizado sería este fenómeno, aunque podría tener implicaciones notables –incluso heréticas para muchos farmacólogos acostumbrados a pensar en los agonistas exclusivamente en función de su afinidad y su eficacia, y nada más–. De corroborarse, este concepto aportaría una nueva dimensión a los conceptos de eficacia y especificidad farmacológicas (v. Kelly et al., 2008).












RAMP y proteínas RSG








[image: image] Las proteínas que modifican la actividad de receptores (RAMP) constituyen una familia de proteínas de membrana que se asocian a los GPCR y alteran sus rasgos funcionales. Fueron descubiertas en el año 1998 cuando se constató que el receptor con actividad funcional del neuropéptido denominado péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) (v. capítulo 19) estaba formado por un complejo de un GPCR –llamado receptor similar al receptor de calcitonina (CRLR)– que carecía de actividad en sí mismo, y otra proteína de membrana (RAMP1). Sorprendentemente, el CRLR mostraba unas características farmacológicas bastante diferentes cuando se acoplaba a otro RAMP (RAMP2), ya que era activado por un péptido distinto, la adrenomedulina. En otras palabras, la especificidad por el agonista depende tanto de la RAMP asociada como del propio CGRP. Han ido apareciendo nuevas RAMP y, hasta la fecha (v. Parameswaran y Spielman, 2006), casi todos los ejemplos implican a receptores de péptidos.


Los reguladores de las proteínas de señalización de proteínas G (RGS) (v. revisión de Xie y Palmer, 2007) conforman una familia de unas 20 proteínas celulares que poseen una secuencia conservada de unión específica a las subunidades Gα. Estas proteínas incrementan sustancialmente la actividad GTPasa del complejo activo GTP-Gα, lo que agiliza la hidrólisis de GTP y la inactivación de dicho complejo. En consecuencia, estas proteínas ejercen un efecto en la señalización de las proteínas G, un mecanismo que podría tener una función reguladora en numerosas situaciones. Las proteínas RAMP y RGS constituyen sendos ejemplos de la influencia de las interacciones entre proteínas en el comportamiento farmacológico de los receptores de una manera muy selectiva.












Señalización independiente de las proteínas G








[image: image] Al emplear la denominación «receptor acoplado a proteínas G» para describir el tipo de receptores caracterizados por su estructura heptahelicoidal, seguimos los dogmas usados en los tratados convencionales, pero no tenemos en cuenta el hecho de que las proteínas G no son la única conexión entre los GPCR y los distintos sistemas efectores que regulan. Ya hemos mencionado el ejemplo de la conexión directa entre los GPCR y los canales iónicos. Hay también muchos ejemplos en los que distintas «proteínas adaptadoras» que conectan los receptores de tipo tirosina cinasa con sus efectores (v. más adelante) pueden interactuar también con los GPCR (v. Brzostowski y Kimmel, 2001), lo que permite que receptores de cualquier tipo regulen los mismos sistemas efectores. En este contexto, el acoplamiento de β-arrestinas (v. anteriormente) en vez de proteínas G, a GPCR activados, o la fosforilación de la región C-terminal de GPCR por GRK, da lugar a una zona que reconoce las moléculas de la vía de transducción de señales, de forma análoga al funcionamiento de los receptores ligados a cinasas (v. más adelante; revisiones de Bockaert y Pin, 1999; Delcourt et al., 2007).





En resumen, el dogma sencillo en el que se basa gran parte de nuestros conocimientos sobre los GPCR, a saber:





«un gen de GPCR – una proteína de GPCR – un GPCR funcional – una proteína G – una respuesta»


está empezando a mostrar signos de agotamiento. En concreto:




• Un gen puede originar más de una proteína receptora, gracias a cortes y empalmes alternativos, edición del ARN, etc.


• Una proteína de GPCR puede asociarse a otras, o bien a otras proteínas como RAMP, para producir más de un tipo de receptor funcional.


• Distintos agonistas pueden influir en el receptor de diversa manera y generar respuestas diferentes desde el punto de vista cualitativo.


• La vía de transducción de señales no necesita invariablemente proteínas G y muestra una comunicación cruzada con receptores ligados a tirosina cinasas (v. más adelante).





No cabe duda que los receptores acoplados a proteínas G son moléculas versátiles y aventureras alrededor de las cuales gira una gran parte de la farmacología moderna, y nadie cree que hayamos llegado al final de la historia.















Tipo 3: receptores ligados a cinasas y relacionados


Estos receptores de membrana tienen una estructura y unas funciones bastante diferentes de las de los canales controlados por ligandos o de los GPCR. Intervienen en las acciones de un amplio abanico de mediadores proteicos, como factores de crecimiento y citocinas (v. capítulos 17 y 19) y hormonas como insulina (v. capítulo 30) y leptina (capítulo 31), cuyos efectos inciden principalmente en la transcripción génica. La mayor parte de estos receptores son proteínas de gran tamaño formadas por una sola cadena de hasta 1.000 residuos, con una única hélice transmembranal asociada a un gran dominio extracelular de unión a ligandos y un dominio intracelular de dimensiones y funciones variables. La figura 3.3C muestra la estructura básica de estos receptores, aunque existen diversas variantes (v. más adelante). Se han clonado más de 100 receptores de esta clase y se conocen numerosas variaciones estructurales. Para más detalles, véanse las revisiones de Schenk y Snaar-Jakelska (1999) y Hubbard y Miller (2007). Desempeñan una destacada función en el control de la división, el crecimiento y la diferenciación celular, la inflamación, la reparación tisular, la apoptosis y las respuestas inmunitarias, las cuales se describen con mayor detalle en los capítulos 5 y 17.


Los tipos principales son los siguientes:




• Receptores con actividad tirosina cinasa (RTK). Estos receptores presentan la estructura básica que ilustra la figura 3.15A e incorporan un grupo activo con actividad tirosina cinasa en la región intracelular. Este grupo incluye receptores de numerosos factores de crecimiento, como el factor de crecimiento epidérmico y el factor de crecimiento nervioso, así como el grupo de receptores tipo Toll que reconocen lipopolisacáridos bacterianos y juegan un importante papel en la reacción del organismo frente a las infecciones (v. capítulo 17). El receptor de insulina (v. capítulo 30) pertenece, igualmente, a la clase RTK, si bien posee una estructura dimérica de mayor complejidad.


• Serina/treonina cinasas. Este pequeño grupo presenta una estructura semejante a la de los RTK, aunque fosforila residuos de serina y/o treonina en lugar de tirosina. El ejemplo más importante es el receptor del factor transformador del crecimiento (TGF).


• Receptores de citocinas. Estos receptores (fig. 3.15B) carecen de actividad enzimática intrínseca. Cuando se encuentran ocupados, se asocian a una tirosina cinasa citosólica, como Jak (la cinasa Janus) u otras cinasas, para activarlas. Entre los ligandos de estos receptores figuran algunas citocinas, como los interferones y los factores estimuladores de colonias que participan en las respuestas inmunitarias.





[image: image]

Figura 3.15 Mecanismos de transducción de los receptores ligados a cinasas.


El primer paso tras la unión del agonista es la dimerización, que da lugar a una autofosforilación del dominio intracelular de cada receptor. A continuación, las proteínas con dominio SH2 se unen al receptor fosforilado y resultan ellos mismos fosforilados. Mostramos aquí dos vías muy bien estudiadas: [A] la vía de los factores de crecimiento (Ras/Raf/proteína activada por mitógenos [MAP] cinasa) (v. también capítulo 5); [B] la vía de las citocinas (Jak/Stat) (v. también capítulo 17). Existen otras vías y estas cascadas de fosforilación interactúan con componentes de los sistemas de proteínas G.







Receptores ligados a cinasas [image: image]






• Los receptores de distintos factores de crecimiento incorporan una tirosina cinasa en su dominio intracelular.



• Los receptores de citocinas poseen un dominio intracelular que se une a cinasas citosólicas y las activa cuando el receptor es ocupado.



• Todos los receptores comparten una arquitectura común, con un extenso dominio extracelular para la unión de los ligandos, conectado al dominio intracelular por una única hélice transmembranosa.



• Generalmente, la transducción de señales supone una dimerización de receptores, seguida de una fosforilación de residuos de tirosina. Los residuos de fosfotirosina actúan como aceptores de los dominios SH2 de diversas proteínas intracelulares, lo que les permite controlar muchas funciones celulares.



• Participan fundamentalmente en acontecimientos que controlan el crecimiento y la diferenciación celular; también actúan indirectamente regulando la transcripción génica.



• Dos de las vías más importantes son:



– La vía de Ras/Raf/proteína activada por mitógenos (MAP) cinasa, importante para la división, el crecimiento y la diferenciación celular.



– La vía Jak/Stat, activada por muchas citocinas y que controla la síntesis y la liberación de diversos mediadores inflamatorios.



• Algunos receptores de hormonas (p. ej., factor natriurético auricular) tienen una arquitectura parecida y están ligados a la guanilato ciclasa.





 









Mecanismos de fosforilación de proteínas y la cascada de cinasas


Uno de los conceptos fundamentales surgido en los últimos 10-20 años (v. Cohen, 2002) ha sido que la fosforilación de proteínas representa un mecanismo clave en el control de las funciones de las proteínas (p. ej., enzimas, canales iónicos, receptores, proteínas transportadoras) que intervienen en la regulación de los procesos celulares. Las cinasas y las fosfatasas llevan a cabo reacciones de fosforilación y de desfosforilación, respectivamente –en el genoma humano existen varios cientos de subtipos de estas enzimas–, cuya regulación depende, a su vez, de su estado de fosforilación. En la actualidad se está investigando intensamente con el objeto de identificar las complejas interacciones que tienen lugar entre moléculas de señalización implicadas en los efectos farmacológicos y diversos procesos fisiopatológicos, como la oncogenia, la degeneración neurológica, la inflamación y muchos otros. En este texto tan solo aspiramos a presentar algunos aspectos importantes para la farmacología de lo que se ha convertido en un vasto campo de investigación.


En muchos casos, la unión del ligando al receptor provoca su dimerización. La asociación de los dos dominios intracelulares de la cinasa da lugar a la autofosforilación mutua de los residuos intracelulares de tirosina. Los residuos así fosforilados actúan como sitios de gran afinidad para el anclaje de otras proteínas intracelulares que representan el siguiente estadio en la cascada de transducción de señales. Un importante grupo de estas proteínas «adaptadoras» recibe el nombre de proteínas con dominio SH2 (acrónimo de homología Src, ya que se identificó inicialmente como un producto del oncogén Src). Estas proteínas poseen una secuencia muy conservada de unos 100 aminoácidos que funciona como un sitio de reconocimiento para los residuos de fosfotirosina del receptor. Cada una de las proteínas con dominio SH2, muchas de las cuales se han identificado, se une de manera selectiva a ciertos receptores, de modo que la secuencia de acontecimientos desencadenados por cada factor de crecimiento muestra una notable especificidad. La figura 3.15 resume este mecanismo de acción.


Lo que sucede cuando una proteína con dominio SH2 se une al receptor fosforilado depende en gran medida del receptor implicado; muchas de estas proteínas son enzimas, como las proteína cinasas y fosfolipasas. Algunos factores de crecimiento activan un subtipo específico de fosfolipasa C (PLCγ), lo que induce la degradación de fosfolípidos, la formación de IP3, y la liberación de Ca2+ (v. anteriormente). Otras proteínas que contienen dominios SH2 acoplan proteínas con fosfotirosina a diversas proteínas funcionales que intervienen en el control de la división y la diferenciación celulares. El resultado final es la activación o la inhibición mediante fosforilación de un conjunto de factores de transcripción que migran al núcleo e inhiben o inducen la expresión de determinados genes. Véanse datos adicionales en Pawson (2002). El factor nuclear kappa B (NFκB) es un factor de transcripción que desempeña una función clave en las respuestas inflamatorias (v. capítulo 17; Karin et al., 2004). Habitualmente forma un complejo citoplasmático con un inhibidor (IκB). La activación de una cinasa específica (IKK) por diversas citocinas inflamatorias y agonistas de GPCR ocasiona la fosforilación de IκB. Como consecuencia de ello, IκB se disocia de NFκB y migra al núcleo, donde activa la transcripción de numerosos genes proinflamatorios.





[image: image] En la figura 3.15 se resumen dos vías de transducción de señales muy bien conocidas. La vía Ras/Raf (v. fig. 3.15A) media el efecto de numerosos factores de crecimiento y mitógenos. Ras es el producto de un protooncogén, actúa como una proteína G y transmite la señal (mediante un intercambio GDP/GTP) de la proteína con dominio SH2, Grb, que es fosforilada por la RTK. La activación de Ras activa a su vez a Raf, que es la primera de una serie de tres serina/treonina cinasas, cada una de las cuales fosforila y activa a la siguiente de la línea. La última de todas, la proteína activada por mitógenos (MAP) cinasa, (que también se activa por GPCR; v. anteriormente) fosforila uno o varios factores de transcripción que ponen en marcha la expresión génica, lo que da lugar a distintas respuestas celulares, como la división de la célula. Esta cascada de tres etapas de la MAP cinasa forma parte de numerosas vías de señalización intracelular implicadas en un amplio abanico de procesos patológicos, como neoplasias malignas, inflamación, neurodegeneración, ateroesclerosis y muchas otras. Las cinasas conforman una extensa familia en la que distintos subtipos llevan a cabo acciones diferentes. Se cree que podrían representar una notable diana farmacológica en el futuro. Muchas neoplasias están relacionadas con mutaciones en los genes que codifican las proteínas que intervienen en la cascada y activan esta última sin necesidad de la señal del factor de crecimiento (v. capítulos 5 y 55). Para más detalles, véanse revisiones de Marshall (1996), Schenk y Snaar-Jakelska (1999) y Avruch (2007).


Una segunda vía, la vía Jak/Stat (v. fig. 3.15B), participa en la respuesta a muchas citocinas. Estos receptores se dimerizan al unirse la citocina y este proceso atrae una unidad de tirosina cinasa citosólica (Jak) que se une al dímero de receptor y lo fosforila. Jak pertenece a una familia de proteínas en la que distintos miembros tienen especificidad por diferentes receptores de citocinas. Entre las dianas para la fosforilación producida por Jak destaca una familia de factores de transcripción (Stat), constituida por proteínas con dominio SH2 que se unen a los grupos fosfotirosina del complejo receptor-Jak y resultan ellas mismas fosforiladas. Una vez activado, Stat migra al núcleo y activa la expresión génica (v. Ihle, 1995).


Otros importantes mecanismos se centran en la fosfatidilinositol-3-cinasa (cinasas PI3; v. Vanhaesebroeck et al., 1997), una familia de enzimas ubicuas que son activadas por los GPCR y las RTK y que se unen a un grupo fosfato en la posición 3 de PIP2 para formar PIP3. Otras cinasas, particularmente la proteína cinasa B (PKB, también conocida como Akt), presenta lugares de reconocimiento para PIP3, y es activada para controlar una amplia variedad de funciones celulares, entre las cuales se cuentan la apoptosis, la diferenciación, la proliferación y el tráfico de proteínas. La Akt también produce activación de la óxido nítrico sintasa en el endotelio vascular (v. capítulo 20).


Estudios recientes sobre las vías de transducción de señales han aportado una profusión desconcertante de detalles moleculares, presentados a menudo en una jerga capaz de disuadir a los más pusilánimes. Sin embargo, la perseverancia se verá recompensada, ya que es indudable que el uso de estas proteínas como diana generará fármacos nuevos e importantes, especialmente en los campos de la inflamación, la inmunología y el cáncer (v. Cohen, 2002). Recientemente, la introducción del primer inhibidor específico de cinasas, el imatinib, un fármaco que inhibe una tirosina cinasa específica que interviene en la patogenia de la leucemia mielocítica crónica, ha supuesto un gran adelanto en el tratamiento de este trastorno (v. capítulo 20).








Fosforilación de proteínas en la transducción de señales [image: image]







• Muchos procesos mediados por receptores suponen una fosforilación proteica, que controla el funcionamiento y las propiedades de unión de proteínas intracelulares.


• Las tirosina cinasas ligadas a receptores, las tirosina cinasas activadas por nucleótidos cíclicos y las serina/treonina cinasas intracelulares constituyen un mecanismo de «cascada de cinasas» que amplifica los acontecimientos mediados por receptores.


• Existen muchas cinasas con especificidad por distintos sustratos, lo que permite la especificidad en las vías activadas por diferentes hormonas.


• Los receptores acoplados a proteínas G se desensibilizan por la fosforilación mediada por cinasas específicas de receptores, que inducen la desactivación y la internalización de los receptores.


• Existe una familia muy extensa de fosfatasas que invierten los efectos de las cinasas.








La guanilato ciclasa unida a la membrana es la enzima responsable de generar el segundo mensajero GMPc en respuesta a la unión de péptidos, como el péptido natriurético auricular (v. capítulos 19 y 21); se parece a las tirosina cinasas y se activa de un modo similar por dimerización al unirse con el agonista (v. Lucas et al., 2000).


La figura 3.16 destaca de manera simplificada y esquemática el señalado papel de las proteína cinasas en las vías de transducción de señales. Muchas, si no todas, de las proteínas participantes, como los receptores y las propias cinasas, actúan como sustratos de cinasas, por lo que existen muchos mecanismos de retroalimentación y comunicación cruzada entre las distintas vías de señalización. Dado que se han identificado más de 500 proteína cinasas y unas cifras similares de receptores y otras moléculas señalizadoras, el entramado de interacciones supone una complejidad desconcertante. El análisis detallado de cada una de ellas se ha convertido en una cuestión fundamental en la biología celular. No cabe duda de que la noción de una conexión sencilla entre el receptor y la respuesta, en la cual se ha basado la farmacología a lo largo del siglo xx, se está desmoronando, aunque aún pasará algún tiempo hasta lograr asimilar la complejidad de las vías de señalización en un nuevo modelo de la acción farmacológica.
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Figura 3.16 Función clave de las cascadas de cinasas en la transducción de señales.


Las cascadas de cinasas (como las mostradas en la figura 3.15) son activadas por GPCR, ya sea directamente o a través de otros mensajeros secundarios, por receptores que sintetizan GMPc, o por receptores ligados a cinasas. Las cascadas de cinasas se ocupan de la regulación de diversas dianas proteicas, las cuales producen un amplio abanico de efectos a corto y largo plazo. CaM cinasa, cinasa dependiente de Ca2+/calmodulina; DAG, diacilglicerol; GC, guanilato ciclasa; GRK, cinasa de GPCR; IP3, trifosfato de inositol; PKA, proteína cinasa dependiente de AMPc; PKC, proteína cinasa C; PKG, proteína cinasa dependiente de GMPc.














Tipo 4: receptores nucleares


El cuarto tipo de receptores pertenece a la familia de receptores nucleares (NR). En los años setenta, se sabía que existían receptores de hormonas esteroideas, como los estrógenos y los glucocorticoides, en el citoplasma celular, y que su unión al ligando esteroideo provocaba su translocación al compartimento nuclear. Se determinó que otras hormonas, como la hormona tiroidea T3 (capítulo 33) y las vitaminas liposolubles D y A (ácido retinoico) y sus derivados implicados en la regulación del crecimiento y el desarrollo, actuaban de manera semejante. Los datos de las secuencias genómicas y de aminoácidos revelaban la existencia de una estrecha relación entre estos receptores e hicieron suponer que formaban parte de una familia mucho más amplia de proteínas relacionadas. Además de los receptores de glucocorticoides y ácido retinoico cuyos ligandos se conocían adecuadamente, la familia de receptores nucleares (como vino a conocerse) comprendía un gran número de receptores huérfanos –receptores sin ligandos bien definidos–. El primer receptor descrito (en los años noventa) perteneciente a este subgrupo fue RXR, un receptor clonado por su semejanza al receptor de la vitamina A que se une al derivado de la vitamina A ácido 9-cis-retinoico, como se comprobó posteriormente. A lo largo de los años siguientes se han logrado identificar ligandos de unión de muchos de estos receptores, aunque de ningún modo de todos ellos, si bien algunos investigadores continúan empleando el término de «receptor huérfano» incluso para aquellas moléculas cuyo ligando se ha identificado, o «adoptado» (como sucede en el caso de RXR), aunque los ligandos de muchos otros («huérfanos verdaderos») aún deben ser identificados, e incluso es posible que no existan como tales.


En la actualidad, es conveniente considerar a toda la familia NR como un conjunto de factores de transcripción activados por ligandos que transducen señales modificando la transcripción de genes. A diferencia de los receptores descritos en secciones precedentes de este capítulo, los receptores nucleares no están alojados en membranas (como los vistos anteriormente), sino que están presentes en la fase soluble de la célula. Algunos de ellos, como los receptores de esteroides, se tornan móviles en presencia de sus respectivos ligandos y se trasladan del citoplasma al núcleo, mientras que otros, como el RXR, probablemente permanecen en el compartimento nuclear. Algunos NR, mientras no están unidos a ligandos, actúan para reprimir constitutivamente algunos genes (p. ej., el RXR).


En el ser humano hay al menos 48 genes NR (aunque solo la mitad codifican receptores unidos a ligandos), si bien pueden surgir nuevas proteínas por medio del corte y empalme alternativo de los genes. Aunque ello representa una proporción más bien escasa del total de receptores (menos del 10% del número total de GPCR), los NR son importantes dianas farmacológicas, responsables de los efectos biológicos de aproximadamente el 10% de los «fármacos dispensados con receta. Pueden reconocer a un grupo extraordinariamente diverso de sustancias (en su mayoría pequeñas moléculas hidrófobas) que, a su vez, pueden presentar una actividad de agonista puro o parcial, de antagonista o de agonista inverso. Algunos NR están implicados predominantemente en la señalización endocrina, si bien otros muchos actúan como sensores de lípidos y son, en consecuencia, los vínculos esenciales entre nuestro estado dietético y metabólico y la expresión de los genes que regulan el metabolismo y la eliminación de los lípidos. Asimismo, regulan la expresión de numerosos transportadores y enzimas metabolizadoras de fármacos. Muchas enfermedades están asociadas con el mal funcionamiento del sistema de NR, incluyendo la inflamación, el cáncer, la diabetes, las patologías cardiovasculares, la obesidad y los trastornos de la reproducción (v. Murphy y Holder, 2000, Kersten et al., 2000).






Estructura de los receptores nucleares








[image: image] Todos los NR son proteínas monoméricas que comparten un diseño estructural muy similar (v. detalles adicionales en la figura 3.17 y Bourguet et al., 2000). El dominio N-terminal es el más heterogéneo. Alberga el sitio AF1 (función de activación 1) que se une a otros factores de transcripción con especificidad celular de forma independiente de su ligando y que modifica la unión o la actividad del propio receptor. El proceso de corte y empalme alternativo de los genes puede dar lugar a varias isoformas del receptor, cada una de las cuales presenta una región N-terminal ligeramente distinta. El dominio central del receptor está muy conservado y contiene la estructura implicada en el reconocimiento y la unión al ADN. A nivel molecular, se compone de dos dedos de cinc o lazos ricos en cisteína (o cisteína/histidina) en la cadena de aminoácidos cuya conformación se mantiene gracias a iones de cinc. La función principal de esta porción de la molécula radica en el reconocimiento y la unión a elementos de respuesta a hormonas presentes en genes sensibles a la regulación por esta familia de receptores, aunque también participa en la regulación de la dimerización del receptor.
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Figura 3.17 Receptores nucleares.


[A] Estructura de un receptor nuclear que muestra los diferentes dominios. [B] Las dos clases principales de receptores nucleares. ER, receptor de estrógeno; FXR, receptor farnesoide; GR, receptor de glucocorticoides; HSP, proteína de choque térmico; LXR: receptor de oxiesterol hepático; MR, receptor de mineralocorticoides; PPAR, receptor activado por el proliferador de peroxisomas; PR, receptor de prolactina; RXR, receptor de retinoide; TR, receptor de hormona tiroidea; VDR, receptor de vitamina D.




La existencia de una región bisagra flexible en la molécula hace posible la formación de dímeros con otros receptores nucleares, así como la adopción de diversas configuraciones de unión a ADN. Por último, el dominio C-terminal contiene el módulo de unión al ligando y es específico para cada clase de receptor. Una región AF2 muy conservada desempeña un destacado papel en la activación dependiente del ligando. Asimismo, localizados cerca del dominio C-terminal, hay elementos que contienen señales de localización nuclear y otros que, en el caso de determinados receptores, pueden unirse a otras proteínas, incluidas las de choque térmico.












Clasificación de los receptores nucleares


La superfamilia de receptores nucleares se compone de dos clases principales (I y II), aunque se ha definido una tercera categoría con algunos rasgos de estas dos (v. datos adicionales en figura 3.17 y German et al., 2006). La clase I se compone principalmente de receptores de hormonas esteroideas, como los receptores de glucocorticoides y mineralocorticoides (GR y MR, respectivamente), así como los receptores de estrógenos, progesterona y andrógenos (ER, PR y AR, respectivamente). Generalmente, estos receptores reconocen hormonas (p. ej., glucocorticoides) que actúan según un patrón de retroalimentación negativa para controlar los episodios biológicos (v. capítulo 32 para más detalles). En ausencia de su ligando, estos receptores se localizan fundamentalmente en el citoplasma, forman complejos con proteínas de choque térmico y otras proteínas, y posiblemente se encuentren unidos de forma reversible con el citoesqueleto u otras estructuras celulares. Como consecuencia de la difusión (o, probablemente, transporte) desde la sangre hasta la célula, su ligando asociado se une a sus NR con alta afinidad. Estos receptores suelen formar homodímeros y translocarse al núcleo, en el que transactivan o transinhiben diversos genes al unirse a elementos de respuesta a hormonas «positivos» o «negativos» (v. capítulo 28). Este mecanismo basado en un solo ligando podría regular numerosos genes. Por ejemplo, se cree que el GR activado puede regular, por sí mismo, hasta ∼1% del genoma de manera directa o indirecta.


Los receptores nucleares de clase II actúan a través de un mecanismo ligeramente diferente. Habitualmente, sus ligandos son lípidos que ya están presentes en el interior celular. Este grupo incluye el receptor activado por el proliferador de peroxisomas (PPAR) que reconoce ácidos grasos, el receptor de oxiesterol hepático (LXR) que reconoce y actúa como un detector de colesterol, el receptor farnesoide (FXR) (ácido bílico), un receptor xenobiótico (SXR; PXR en roedores) que reconoce muchas sustancias exógenas, como fármacos, y el receptor de androstano (CAR) constitutivo que no se limita a reconocer el esteroide androstano, sino también algunos fármacos como el fenobarbital (v. capítulo 43). Estos últimos receptores son semejantes a guardias de seguridad de aeropuertos que avisan a un grupo de artificieros cuando encuentran algún bulto sospechoso. Inducen enzimas que metabolizan fármacos, como CYP3A (la cual se ocupa del metabolismo de, aproximadamente, un 60% de los fármacos con receta; v. capítulo 9 y Synold et al., 2001). También se unen a algunas prostaglandinas y fármacos no esteroideos, así como a las tiazolidinedionas antidiabéticas (v. capítulo 30) y los fibratos (v. capítulo 23). A diferencia de los receptores de la clase I, estos receptores funcionan siempre como heterodímeros con el receptor de retinoide (RXR). Tienden a producir efectos por retroalimentación positiva (p. ej., la ocupación del receptor amplifica, más que inhibe, un suceso biológico determinado). Cuando los receptores monoméricos de clase II se unen a RXR se pueden formar dos clases de heterodímero: un heterodímero no permisivo, el cual únicamente puede ser activado por el ligando de RXR, y un heterodímero permisivo, el cual puede ser activado tanto por el ácido retinoico como por su ligando.





Receptores nucleares [image: image]







• Familia de 48 receptores solubles que detectan señales lipídicas y hormonales, y que modulan la transcripción génica.


• Dos clases principales:



– Receptores presentes en el citoplasma que forman homodímeros en presencia de su ligando y migran hacia el núcleo. Sus ligandos son fundamentalmente de naturaleza endocrina (p. ej., hormonas esteroideas).



– Receptores de expresión constitutiva en el núcleo que forman heterodímeros con el receptor X de retinoides. Por lo general, sus ligandos son de naturaleza lipídica (p. ej., los ácidos grasos).


• Receptores pertenecientes a un tercer subgrupo que transducen principalmente señales endocrinas, aunque funcionan como heterodímeros con el receptor X de retinoides (p. ej., hormona tiroidea).


• Los complejos receptor-ligando desencadenan modificaciones en la transcripción génica al unirse a promotores génicos sensibles a hormonas, y reclutar factores coactivadores o correpresores.


• Esta familia de receptores es responsable de los efectos farmacológicos de alrededor del 10% (y de la farmacocinética de aproximadamente un 60%) de los fármacos de venta con receta médica.








El tercer grupo de receptores nucleares constituye, en realidad, un subgrupo de la clase II, ya que han de formar heterodímeros con RXR, pero parecen intervenir en la señalización endocrina en lugar de detectar lípidos. Esta clase incluye el receptor de la hormona tiroidea (TR), el receptor de vitamina D (VDR) y el receptor de ácido retinoico (RAR).









Control de la transcripción génica








[image: image] Los elementos de respuesta a hormonas son secuencias cortas (de cuatro a cinco pares de bases) de ADN a las que se unen los receptores nucleares para modificar la transcripción génica. Por lo general se disponen simétricamente en parejas o mitades de sitio, aunque pueden organizarse de diferentes formas (p. ej., repeticiones sencillas o repeticiones invertidas). Cada receptor nuclear se une preferentemente a una secuencia de consenso determinada, aunque estas secuencias presentan notables semejanzas debido a la homología existente en esta familia.


En el núcleo, el receptor unido a su ligando recluta otras proteínas, como coactivadores o correpresores con el fin de modificar la expresión génica a través de sus dominios AF1 y AF2. Algunos de estos coactivadores son enzimas que participan en la remodelación de la cromatina, como la histona acetilasa/desacetilasa, la cual regula junto a otras enzimas el desenrollado del ADN con el fin de facilitar el acceso a polimerasas y, por ende, la transcripción génica. Algunos receptores reclutan complejos de correpresores, como histona desacetilasa y otros factores que inducen el empaquetamiento de la cromatina para impedir la activación de la transcripción. Algunos receptores de clase II, como TR y VDR, se unen de forma constitutiva (sin ligandos) a estos complejos correpresores en el núcleo y «silencian» el gen. El complejo se disocia tras la unión del ligando, lo que hace posible la unión del complejo activador. El caso de CAR reviste un interés especial: al igual que algunos tipos de proteínas G descritas al principio de este capítulo, CAR forma un complejo con actividad constitutiva que se desorganiza como consecuencia de la unión a su ligando.





Lo expuesto hasta ahora tan solo debe utilizarse como una guía general acerca de las acciones de esta familia de receptores nucleares, ya que se han descrito muchos otros tipos de interacción. Por ejemplo, algunos miembros pueden llevar a cabo acciones no genómicas por interacción directa con factores citosólicos, o bien someterse a modificaciones covalentes por fosforilación o interacciones proteína-proteína con otros factores de transcripción que alterarían su función (v. Falkenstein et al., 2000). Asimismo, se han publicado indicios de peso acerca de la existencia de receptores de membrana y de otros tipos capaces de unirse a algunas hormonas esteroideas, como estrógenos (v. Walters y Nemere, 2004). Esta intricada red de receptores y sus interacciones nucleares y citosólicas regula de forma sutil los lípidos sanguíneos a la vez que transduce los efectos de hormonas procedentes de localizaciones distantes. Queda aún mucho por descubrir acerca de esta interesante, aunque compleja, familia de proteínas receptoras.















Canales iónicos como dianas farmacológicas


Ya hemos comentado que los canales iónicos controlados por ligandos representan uno de los cuatro tipos fundamentales de receptores farmacológicos. Existen muchos otros tipos de canales iónicos que constituyen dianas farmacológicas importantes, aunque generalmente no se clasifican como «receptores», ya que no son las dianas inmediatas de neurotransmisores rápidos.12


A continuación analizaremos la estructura molecular y el funcionamiento de los canales iónicos; en el capítulo 4 describiremos su papel como reguladores de las funciones celulares.


Los iones no pueden atravesar la bicapa lipídica de la membrana celular y únicamente pueden pasar con la ayuda de proteínas transmembranales en forma de canales o transportadores. El concepto de canales iónicos surgió en los años cincuenta y se basó en estudios electrofisiológicos sobre los mecanismos de la excitación (v. más adelante).La electrofisiología de las membranas, sobre todo con la técnica de fijación de voltaje (v. capítulo 4) sigue siendo una herramienta esencial para el estudio de las propiedades fisiológicas y farmacológicas de los canales iónicos. Desde mediados de los años ochenta, después de que Numa clonara en Japón canales iónicos por primera vez, se ha aprendido mucho sobre la estructura y el funcionamiento de estas moléculas tan complejas. Los registros de «patch-clamp» (fijación de voltaje en parches de membrana), que permiten estudiar en tiempo real el comportamiento individual de los canales, han sido muy útiles para distinguir los canales en función de sus características de conductancia y de mecanismos de compuerta. Los trabajos de Hille (2001), Ashcroft (2000) y Catterall (2000) aportan más información al respecto.


Los canales iónicos están constituidos por moléculas proteicas que forman poros rellenos de agua que abarcan todo el espesor de la membrana y pueden abrirse o cerrarse. La velocidad y la dirección del movimiento iónico a través del poro dependen del gradiente electroquímico para el ión en cuestión, que depende a su vez de la concentración del mismo a uno y otro lado de la membrana, así como del potencial de membrana. Los canales iónicos se caracterizan por:




• Su selectividad por determinados iones, que depende del tamaño del poro y las características de su revestimiento.


• Sus propiedades de compuerta (es decir, los mecanismos que controlan la transición entre los estados abierto y cerrado del canal).


• Su arquitectura molecular.









Selectividad iónica


Generalmente, los canales muestran selectividad por cationes o aniones. Los canales catiónicos pueden ser selectivos para Na+, Ca2+ o K+ o no ser selectivos y dejar pasar los tres iones. Los canales aniónicos son fundamentalmente permeables a Cl–, aunque también existen otros tipos. En el capítulo 4 analizamos los efectos moduladores de los canales iónicos sobre las funciones celulares.









Mecanismos de compuerta






Canales controlados por voltaje


Estos canales se abren cuando la membrana se despolariza. Constituyen un grupo muy importante, ya que son la base del mecanismo de excitabilidad de las membranas (v. capítulo 4). Los más importantes de este grupo son los canales selectivos para sodio, potasio o calcio.


Habitualmente, la apertura (activación) del canal inducida por la despolarización de la membrana dura poco tiempo, aunque se mantenga la despolarización. Esto se debe en algunos casos a que, tras la activación inicial de los canales, aparece un proceso más lento de inactivación.


En el capítulo 4 explicamos el papel que desempeñan los canales controlados por el voltaje en la producción de los potenciales de acción y en el control de otras funciones celulares.









Canales controlados por ligandos


Estos canales (v. anteriormente) se activan con la unión de un ligando químico a una región de la molécula del canal. Así es como actúan los neurotransmisores rápidos, como glutamato, acetilcolina, GABA y ATP (v. capítulos 13, 16 y 37), que se unen a regiones específicas del exterior de la membrana. El receptor vainilloide TRPV1 interviene en el efecto productor de dolor de la capsaicina en los nervios sensitivos (así como en respuesta al pH bajo y al calor; capítulo 41).


Algunos canales controlados por ligandos de la membrana plasmática responden a señales intracelulares, en lugar de extracelulares; los más importantes son:




• Los canales de potasio activados por Ca2+, presentes en la mayoría de las células y que se abren cuando se eleva la [Ca2+]i, y consecuentemente hiperpolarizan la célula.


• Los canales de potasio sensibles a ATP, que se abren cuando desciende la concentración intracelular de ATP debido a que la célula se queda sin nutrientes; estos canales, que son bastante diferentes de los que median los efectos excitadores del ATP extracelular, se pueden encontrar en muchas células nerviosas y musculares y también en las células que secretan insulina (v. capítulo 30), donde forman parte del mecanismo que relaciona la secreción de insulina con la glucemia.





Otros ejemplos de canales controlados por ligandos intracelulares son los canales de potasio sensibles al ácido araquidónico y los canales de calcio sensibles a DAG, cuyas funciones no se conocen suficientemente.









Canales liberadores de calcio


Estos se localizan en el retículo endoplásmico o sarcoplásmico, no en la membrana plasmática. Los más importantes son los receptores de IP3 o de rianodina (v. capítulo 4), un tipo especial de canales de calcio controlados por ligandos que controlan la liberación de Ca2+ de las reservas intracelulares.









Canales de calcio regulados por las reservas


Cuando se agotan las reservas intracelulares de Ca2+, los canales regulados por las reservas (CRR) de la membrana plasmática se abren para permitir que entre Ca2+. El mecanismo por medio del cual se producen estos vínculos implica la interacción de una proteína sensora de Ca2+ en la membrana del retículo endoplásmico con un canal de Ca2+ en la membrana plasmática (v. Potier y Trebak, 2008). En respuesta a los GPCR que desencadenan la liberación de Ca2+, la apertura de estos canales permite que la [Ca2+]i se mantenga elevada, incluso cuando las reservas son escasas, y aporta, asimismo, una vía para la reposición de dichas reservas (v. capítulo 4).












Arquitectura molecular de los canales iónicos








[image: image] Los canales iónicos son moléculas grandes y elaboradas. Los detalles de sus características estructurales se han ido conociendo conforme se han ido descubriendo su secuencia y estructura desde mediados de los años ochenta, después de que se clonara el primer canal controlado por ligandos (el receptor nicotínico de acetilcolina) y el primer canal de sodio controlado por voltaje. En la figura 3.18 se muestran los principales subtipos estructurales. Todos ellos constan de varios dominios (generalmente cuatro), parecidos o idénticos entre sí, que se organizan como una formación oligomérica de subunidades independientes, o como una proteína de gran tamaño. Cada subunidad o dominio contiene un conjunto de dos a seis hélices transmembranales. La mayoría de los canales controlados por ligandos poseen la estructura básica que se muestra en la figura 3.18A, consistente en una formación pentamérica de subunidades no idénticas, cada una de ellas constituida por cuatro hélices transmembranales, de las cuales una (el segmento M2) de cada subunidad reviste el poro. La extensa región extracelular N-terminal contiene el dominio de unión del ligando. Recientemente se han descubierto algunas excepciones a este modelo tan sencillo de canales controlados por ligandos. Incluyen (v. fig. 3.18) el receptor NMDA para glutamato (capítulo 37), y el receptor vainilloide (un canal que responde no solo a las sustancias de tipo vainilloide, sino también al calor y los protones; v. capítulo 41). En estos canales, como en muchos otros tipos, la parte de la molécula que forma el poro consta de un bucle en forma de horquilla (el lazo P) entre las dos hélices.





[image: image]

Figura 3.18 Arquitectura molecular de los canales iónicos.


Los rectángulos rojos y azules representan hélices α transmembranales. Las horquillas azules son dominios de lazo de poro (P), presentes en muchos canales; los rectángulos azules son las regiones de las hélices α transmembranales que forman parte de los poros. Los rectángulos a franjas representan las regiones sensibles al voltaje en los canales controlados por voltaje. El símbolo verde representa la partícula inactivadora de los canales de sodio controlados por voltaje. La nomenclatura de los canales de potasio se basa en el número de hélices transmembranales (T) y lazos formadores de poro (P) de cada subunidad. El capítulo 4 ofrece información adicional acerca de los canales iónicos. ASIC, canal iónico sensible a ácidos; ENaC, canal de sodio epitelial; GABAA, receptor de GABA de tipo A; 5-HT3, receptor de 5-hidroxitriptamina de tipo 3; IP3R, receptor de trifosfato de inositol; nAChR, receptor nicotínico de acetilcolina; NMDA, N-metil-d-aspartato; P2xR, receptor P2x de purinas; RyR, receptor de rianodina.




Los canales controlados por voltaje incluyen generalmente una hélice transmembranosa que contiene una gran cantidad de aminoácidos básicos (es decir, de carga positiva). Cuando la membrana se despolariza, de manera que el interior celular se torna menos negativo, esta región (el detector de voltaje) se desplaza ligeramente hacia la superficie externa de la membrana y el canal se abre (v. Bezanilla, 2008). Muchos canales activados por voltaje se inactivan también cuando uno de los dominios intracelulares se mueve de tal manera que bloquea el canal desde dentro. Los canales de sodio y calcio controlados por voltaje tienen la particularidad de que la estructura completa con cuatro dominios de seis hélices cada uno está formada por una única molécula proteica de gran tamaño, cuyos dominios están interconectados por lazos intracelulares de longitud variable. Los canales de potasio constituyen el grupo más numeroso y heterogéneo.13 Los canales de potasio controlados por voltaje se parecen a los de sodio, con la salvedad de que están formados por cuatro subunidades en lugar de una sola cadena alargada. Los canales de potasio conocidos como «canales de rectificación de entrada» debido a sus propiedades biofísicas, presentan una estructura con dos hélices transmembranales y un dominio de poro que se muestra en la figura 3.18C, mientras que otros son clasificados como canales con dominios de dos poros, ya que cada subunidad contiene dos lazos P.


Las diferentes variantes arquitectónicas que se aprecian en la figura 3.18 apenas son un vago reflejo de la gran diversidad molecular de los canales iónicos. En todos los casos existen distintas variantes moleculares de cada una de las subunidades, que pueden unirse en diferentes combinaciones para formar canales funcionales hetero-oligómeros (ya que se diferencian de los homo-oligómeros, constituidos por subunidades idénticas). Por otra parte, las estructuras que forman los canales y que describimos aquí suelen asociarse a otras proteínas de la membrana, que influyen significativamente en sus propiedades funcionales. Por ejemplo, el canal de potasio controlado por ATP puede asociarse al receptor de sulfonilurea (SUR); son varios los fármacos (como los antidiabéticos del grupo de las sulfonilureas; v. capítulo 30) que regulan los canales mediante esta asociación (v. Ashcroft y Gribble, 2000). Cada vez se conoce mejor la relación existente entre la estructura molecular y la función de los canales iónicos, si bien aún solo tenemos un conocimiento muy fragmentario de las funciones fisiológicas de muchos de estos canales. Numerosos fármacos importantes actúan modificando la función de los canales, ya sea de forma directa o indirecta.




13 El genoma del ser humano contiene más de 70 subtipos diferentes de canales de potasio –podría ser una pesadilla o bien una excelente oportunidad para un farmacólogo, dependiendo de su punto de vista.















Farmacología de los canales iónicos








[image: image] Muchos de los fármacos y mediadores fisiológicos que describimos en este libro ejercen sus efectos al modificar el comportamiento de los canales iónicos. Aquí esbozaremos los mecanismos generales tomando como ejemplo la farmacología de los canales de sodio controlados por voltaje (fig. 3.19). Es probable que la farmacología de los canales iónicos constituya una fuente muy fértil de nuevos fármacos (v. Clare et al., 2000).
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Figura 3.19 Dominios de unión a los fármacos de los canales de sodio controlados por voltaje (v. capítulo 42).


La multiplicidad de lugares de unión y de efectos parece característica de muchos canales iónicos. DDT, diclorodifeniltricloroetano (dicofano, un insecticida muy conocido); GPCR, receptor acoplado a proteínas G; PKA, proteína cinasa A; PKC, proteína cinasa C.




Son varios los factores que modulan los mecanismos de compuerta y la permeabilidad de los canales iónicos controlados por ligandos y por voltaje:




• Ligandos que se unen directamente a diferentes sitios de la proteína del canal. Comprenden muchos neurotransmisores, así como diferentes fármacos y toxinas que actúan de diferentes maneras, por ejemplo, bloqueando el canal o alterando el proceso de compuerta, facilitando o inhibiendo de ese modo la apertura del canal.


• Mediadores y fármacos que actúan indirectamente, sobre todo mediante la activación de GPCR. Estos últimos ejercen sus efectos al modificar fundamentalmente el estado de fosforilación de determinados aminoácidos localizados en la región intracelular de la proteína del canal. Como hemos explicado anteriormente, esta modulación implica la síntesis de segundos mensajeros que activan proteína cinasas. Pueden facilitar o inhibir la apertura del canal, dependiendo de los residuos que se fosforilen. Fármacos como agonistas β-adrenérgicos (capítulo 14) influyen de este modo en el funcionamiento de los canales de calcio y potasio, lo que genera una gran variedad de efectos celulares.


• Señales intracelulares, especialmente Ca2+y nucleótidos como ATP y GTP (v. capítulo 4). Muchos canales iónicos poseen regiones de unión para estos mediadores intracelulares. El aumento de la [Ca2+]i abre determinados tipos de canales de potasio e inactiva los canales de calcio controlados por voltaje. Como explicamos en el capítulo 4, la propia [Ca2+]i se ve afectada por el funcionamiento de los canales iónicos y los GPCR. Los fármacos del grupo de las sulfonilureas (v. capítulo 30) actúan selectivamente sobre los canales de potasio controlados por ATP.





En la figura 3.19 se resumen las zonas y los mecanismos más importantes por los que los fármacos actúan sobre los canales de sodio controlados por el voltaje, un ejemplo típico de este tipo de dianas farmacológicas.















Control de la expresión de los receptores


Las proteínas que actúan como receptores son sintetizadas por las células que las expresan y el grado de expresión se controla a su vez por acontecimientos mediados por receptores, a través de las vías ya comentadas. No podemos seguir considerando los receptores como los elementos fijos de los sistemas de control celulares, que responden a las variaciones en la concentración de ligandos e inician cambios mediante las vías de transducción de señales: ellos también están sujetos a regulación. La regulación a corto plazo de la función de los receptores suele depender de la desensibilización, como hemos explicado anteriormente. La regulación a largo plazo depende de un aumento o una reducción de la expresión de los receptores. Como ejemplos de este tipo de control cabe citar la proliferación de distintos receptores postsinápticos tras una denervación (v. capítulo 12), el incremento de diversos GPCR y receptores de citocinas en respuesta a la inflamación (v. capítulo 17) y la inducción de receptores de factores de crecimiento por parte de determinados virus tumorales (v. capítulo 5). El tratamiento farmacológico prolongado induce casi siempre respuestas adaptativas, en las cuales se fundamenta la eficacia terapéutica, en particular en el caso de fármacos que actúan sobre el sistema nervioso central. Pueden manifestarse con un efecto terapéutico de comienzo muy lento (p. ej., antidepresivos; v. capítulo 469) o con la aparición de dependencia farmacológica (capítulo 48). Aunque todavía no se conocen bien los detalles, es muy probable que como consecuencia de la acción inmediata del fármaco se produzcan cambios en la expresión de los receptores; un tipo de «farmacología secundaria» cuya importancia solo estamos empezando a comprender. Estos mismos principios pueden aplicarse a las dianas farmacológicas sin actividad de receptor (canales iónicos, enzimas, transportadores, etc.), en los que un tratamiento prolongado puede provocar modificaciones adaptativas de su expresión y función, lo que puede dar lugar, por ejemplo, al desarrollo de resistencia ante algunos fármacos antineoplásicos (capítulo 55).









Receptores y enfermedad


Nuestro conocimiento cada vez mayor del funcionamiento de los receptores a nivel molecular ha revelado que existen determinados estados patológicos relacionados directamente con disfunciones de receptores. Los principales mecanismos que intervienen son:




• Autoanticuerpos contra las proteínas receptoras.


• Mutaciones de genes que codifican receptores y proteínas involucrados en la transducción de señales.





Un ejemplo del primero es la miastenia grave (v. capítulo 13), un trastorno de la placa neuromuscular provocado por autoanticuerpos que inactivan los receptores nicotínicos de acetilcolina. Los autoanticuerpos pueden imitar los efectos de los agonistas, como en la hipersecreción tiroidea debida a una activación de los receptores de tirotropina. Se han descubierto autoanticuerpos en pacientes con hipertensión arterial grave (contra receptores α-adrenérgicos), miocardiopatías (contra receptores β-adrenérgicos) y determinadas formas de epilepsia y trastornos neurodegenerativos (contra receptores de glutamato).


Algunas enfermedades obedecen a mutaciones hereditarias en genes que codifican GPCR (v. Spiegel y Weinstein, 2004; Thompson et al., 2005). Las mutaciones en los receptores de vasopresina y corticotropina (v. capítulos 28 y 32) pueden provocar resistencia a estas hormonas. Las mutaciones en los receptores pueden activar los mecanismos efectores en ausencia de un agonista. Uno de ellos afecta al receptor de tirotropina y produce una hipersecreción de hormona tiroidea; otro afecta al receptor de lutropina y ocasiona pubertad precoz. En los seres humanos son frecuentes los polimorfismos de los receptores adrenérgicos y estudios recientes indican que determinadas mutaciones del receptor β2-adrenérgico guardan relación con una merma de la eficacia de los agonistas del receptor β-adrenérgico en el tratamiento del asma, aunque no produzcan directamente esta enfermedad (capítulo 27), así como con un pronóstico más desfavorable en los pacientes con insuficiencia cardíaca (capítulo 22). Las mutaciones de las proteínas G también originan enfermedades (v. Spiegel y Weinstein, 2004). Por ejemplo, las mutaciones de una subunidad Gα determinada provocan una forma de hipoparatiroidismo, mientras que las de una subunidad Gβ dan lugar a hipertensión arterial. Muchas neoplasias malignas se asocian a mutaciones en los genes que codifican receptores de factores de crecimiento, cinasas y otras proteínas implicadas en la transducción de señales (v. capítulo 5).


Además de estos ejemplos, las altas expectativas suscitadas por los numerosos polimorfismos descritos para los GPCR y otros receptores, en el sentido de que podrían derivar en un mejor conocimiento de la variabilidad entre individuos en lo que respecta a su susceptibilidad ante las enfermedades y a la respuesta terapéutica a los fármacos (v. capítulos 56 y 57), se han visto en buena medida insatisfechas, si bien la investigación en este campo sigue incrementándose.
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1 «Los canales iónicos y las propiedades eléctricas que confieren a las células intervienen en cada uno de los rasgos que nos diferencian de las piedras del campo.» (Armstrong C M 2003 Voltage-gated K channels http://www.stke.org)


2 La Naturaleza ha tenido el buen criterio de mantener bien alejados estos peces y serpientes armados. Resulta bastante irónico que B. multicinctus sea actualmente una especie oficialmente en peligro de extinción, amenazada por la demanda de su veneno por parte de los científicos. La evolución para sobrevivir puede llegar demasiado lejos.


4 En el caso de los receptores, consideramos que los canales iónicos controlados por ligandos son un ejemplo de familia de receptores. Más adelante describiremos otros tipos de canales iónicos (pág. 43); muchos de ellos también son dianas farmacológicas, aunque no receptores en un sentido estricto.


5 Existen 865 GPCR humanos, que forman un 1,6% del genoma (Fredricksson y Shiöth, 2005). Se cree que cerca de 500 de estos son receptores de olores implicados en las sensaciones del olfato y el gusto; el resto correspondería a receptores de mediadores endógenos conocidos o desconocidos –un número suficiente para tener entretenidos a los farmacólogos durante algún tiempo–.


6 Actualmente, los receptores de 5-HT (v. capítulo 15) son los campeones de la diversidad, con 14 subtipos clonados.


7 No obstante, cada vez son más numerosos los ejemplos de promiscuidad. Las hormonas esteroideas, que normalmente actúan solo sobre receptores nucleares, actúan a veces sobre canales iónicos y otras dianas (v. Falkenstein et al., 2000) y algunos eicosanoides actúan sobre receptores nucleares y GPCR. La naturaleza es bastante permisiva, aunque estos ejemplos pueden hacer fruncir el ceño a los farmacólogos y desesperar a los estudiantes.


8 Los receptores sensibles a Ca2+ (v. Conigrave et al., 2000) son unos GPCR inusuales que no se activan con mediadores convencionales, sino con el Ca2+ extracelular a concentraciones de 1-10 mM –una afinidad bajísima si se compara con la de otros agonistas de GPCR. Son expresados por células de las glándulas paratiroides y regulan la concentración extracelular de Ca2+ a través de la secreción de hormona paratiroidea (capítulo 35). Este mecanismo homeostático se diferencia bastante de los mecanismos para regular el Ca2+ intracelular que analizamos en el capítulo 4.


9 Muchos compuestos destacados aparecidos en los últimos años se han obtenido revisando enormes quimiotecas (v. capítulo 56). No se precisa inspiración, solo ensayos sólidos y una robótica eficiente.


10 En el ser humano hay 21 subtipos conocidos de Gα, se distinguen seis subclases de Gβ y 12 de Gγ que pueden originar, en teoría, alrededor de 1.500 variantes del trímero. Poco se sabe acerca de la función de los distintos subtipos α, β y γ, pero sería imprudente asumir que las variaciones carecen de relevancia funcional. A estas alturas, no debería sorprenderse (aunque se sienta algo desconcertado) de este despliegue de heterogeneidad molecular, puesto que así es como avanza la evolución.


11 Otras posibles abreviaturas para estos mediadores son PtdIns (PI), PTdIns (4,5)-P2 (PIP2), Ins (1,4,5)-P3 (IP3) e Ins (1,2,4,5)-P4 (IP4).


12 En realidad, la distinción entre canales iónicos controlados por ligandos y otros canales iónicos es más bien arbitraria. Al agrupar los canales controlados por ligandos con otros tipos de receptores en este libro estamos respetando la tradición histórica establecida por Langley y otros autores, que definieron inicialmente los receptores basándose en la acción de la acetilcolina en la unión neuromuscular. Los avances en el campo de la biología molecular pueden obligarnos a reconsiderar esta cuestión semántica en el futuro, pero por el momento no haremos apología para defender la tradición farmacológica.










4 Cómo actúan los fármacos


mecanismos celulares (excitación, contracción y secreción)




Resumen


La interacción entre un fármaco y una diana molecular y sus efectos fisiopatológicos, como una variación de la glucemia o la reducción del tamaño de un tumor, conlleva una serie de acontecimientos de tipo celular. Independientemente de su función fisiológica específica, las células suelen emplear un repertorio muy parecido de mecanismos de señalización. En los tres capítulos siguientes se describen los componentes de ese repertorio con una mayor relevancia a la hora de intentar comprender las acciones de los fármacos sobre las células. En el presente capítulo se describen una serie de mecanismos que operan fundamentalmente en un tiempo muy corto (desde unos milisegundos a varias horas), en concreto, excitación, contracción y secreción, responsables de numerosas respuestas fisiológicas; el capítulo 5 se ocupa de los procesos más lentos (en general de días a meses), como la división celular, el crecimiento, la diferenciación y la muerte celular, que determinan la estructura y constitución corporales. En el capítulo 6 se describen los mecanismos de defensa del huésped.


La regulación a corto plazo de la función celular depende esencialmente de los siguientes componentes y mecanismos, que regulan o están regulados por la concentración de Ca2+ libre en el citosol, [Ca2+]i:




• Los canales iónicos y los transportadores de la membrana plasmática.


• El almacenamiento y la liberación de Ca2+ por los orgánulos celulares.


• La regulación dependiente de Ca2+ de diversas proteínas funcionales, como enzimas, proteínas contráctiles y proteínas vesiculares.





Se puede encontrar más información sobre los temas que se abordan en este capítulo en Nicholls et al. (2001), Levitan y Kaczmarek (2002) y Nestler et al. (2008).


Dado que la [Ca2+]i desempeña un papel tan importante en la función celular, los efectos de una gran variedad de fármacos se deben a las interferencias en uno o varios de esos mecanismos. Si el amor hace girar el mundo de los seres humanos, la [Ca2+]i hace lo mismo con las células. Los conocimientos sobre los detalles moleculares y celulares son amplios y aquí nos centraremos en los aspectos que nos ayudan a explicar los efectos farmacológicos.









Regulación de las concentraciones intracelulares de calcio


Desde el famoso accidente del técnico de Sidney Ringer, que demostró que, mediante el uso de agua corriente en lugar de agua destilada para preparar la solución de baño para corazones de rana aislados, estos podían seguir contrayéndose, nadie cuestiona ya el papel del Ca2+ como regulador fundamental del funcionamiento celular. Muchos fármacos y mecanismos fisiológicos funcionan directa o indirectamente influyendo en la [Ca2+]i. Aquí consideramos las numerosas formas en las que se regula este ión y más adelante se describen algunas de las maneras en que la [Ca2+]i controla el funcionamiento celular. En el capítulo 3 presentamos los detalles sobre los componentes moleculares y las dianas farmacológicas, y en capítulos sucesivos se describen los efectos de los fármacos sobre la función fisiológica integrada.


El estudio de la regulación del Ca2+ avanzó considerablemente en los años setenta con la aparición de las técnicas de fluorescencia basadas en el uso de la aecuorina, una fotoproteína sensible al Ca2+, y de colorantes como Fura-2, que permitieron realizar un seguimiento continuo de la [Ca2+]i libre en las células vivas con una gran resolución espacial y temporal.


En las células en reposo, la mayor parte del Ca2+ está secuestrado por los orgánulos, sobre todo por los retículos endoplásmico y sarcoplásmico (RE y RS) y las mitocondrias, y la [Ca2+]i libre se mantiene en unos valores muy bajos, del orden de 10–7 M. La concentración de Ca2+ en el líquido tisular, [Ca2+]e, es del orden de 2,4 mM, de manera que existe un importante gradiente de concentración que favorece la entrada del Ca2+. La [Ca2+]i se mantiene muy baja debido a: a) el funcionamiento de los mecanismos de transporte activo que expulsan Ca2+ citosólico a través de la membrana plasmática y lo bombean hacia el interior del RE, y b) la permeabilidad normalmente baja de las membranas plasmáticas y RE al Ca2+. En la regulación de la [Ca2+]i intervienen tres mecanismos fundamentales:




• El control de la entrada de Ca2+.


• El control de la expulsión de Ca2+.


• El intercambio de Ca2+ entre el citosol y las reservas intracelulares.





Estos mecanismos se describen con mayor detalle a continuación y se resumen en la figura 4.1 (v. revisiones de Clapham, 2007; Berridge, 2009).
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Figura 4.1 Regulación del calcio intracelular.


Se muestran las principales vías de movimientos de Ca2+ hacia y desde el citoplasma y el retículo endoplásmico en una célula típica (v. detalles en el texto). Flechas negras: vías de entrada al citoplasma. Flechas azules: vías de salida del citoplasma. Flechas rojas: mecanismos reguladores. El estado de la reserva en el retículo endoplásmico (ER) de Ca2+ es controlado por la proteína sensora Stim1, que interactúa directamente con el canal del calcio regulado por las reservas (CRR) para favorecer la entrada de Ca2+ cuando las reservas del RE se agotan. Normalmente, la [Ca2+]i se mantiene en unos 10–7 mol/l en una célula «en reposo». Las mitocondrias (no mostradas) actúan, igualmente, como reservorios intracelulares de Ca2+, pero únicamente liberan este ión en diversos trastornos, como la isquemia (v. texto). Del mismo modo, algunos datos apuntan hacia la existencia de una reserva intracelular (no mostrada) activada por el segundo mensajero ácido nicotínico dinucleótido fosfato. CCCL, canales catiónicos controlados por ligandos; CCCV, canal de calcio controlado por voltaje; GPCR, receptor acoplado a proteínas G; IP3, inositol trifosfato; IP3R, receptor de inositol trifosfato; NCX, transportador de intercambio de Na + /Ca2+; PMCA, ATPasa-Ca2+ de membrana plasmática; RyR, receptor de rianodina; SERCA, ATPasa sarcoplásmica/de retículo endoplásmico.








Mecanismos de entrada del calcio


Existen cuatro vías principales por las que el Ca2+ penetra en las células a través de la membrana plasmática:




• Los canales de calcio controlados por el voltaje.


• Los canales de calcio controlados por ligandos.


• Los canales de calcio regulados por las reservas de Ca2+ (CRR).


• El intercambio Na+-Ca2+ (puede funcionar en ambas direcciones; v. más adelante Mecanismos de expulsión del calcio).









Canales de calcio controlados por el voltaje


Los trabajos pioneros de Hodgkin y Huxley sobre las bases iónicas del potencial de acción nervioso (v. más adelante) demostraron que los factores fundamentales eran las conductancias de Na+ y K+ dependientes del voltaje. Posteriormente se comprobó que las células nerviosas y musculares de algunos invertebrados producían potenciales de acción que dependían del Ca2+ más que del Na+ y entonces fue cuando se observó que las células de los vertebrados también poseen canales de calcio activados por el voltaje que pueden hacer que entren en la célula cantidades importantes de Ca2+ cuando la membrana está despolarizada. Estos canales controlados por el voltaje son muy selectivos para el Ca2+ (aunque también conducen iones Ba2+, que se emplean a menudo como sustituto en los experimentos electrofisiológicos) y no dejan pasar Na+ ni K+; también se encuentran en las células excitables y permiten la entrada del Ca2+ cada vez que se despolariza la membrana, por ejemplo por un potencial de acción.


Una serie de criterios electrofisiológicos y farmacológicos indican que existen cinco subtipos distintos de canales de calcio controlados por el voltaje: L, T, N, P/Q y R.1 Los subtipos se diferencian por sus cinéticas de activación e inactivación, su umbral de voltaje para la activación, su conductancia y su sensibilidad a los bloqueantes, tal como se resume en la tabla 4.1. Se han investigado con algún detalle las bases moleculares de su heterogeneidad. De las subunidades principales que forman el poro (denominadas α1; v. fig. 3.4) existen al menos 10 subtipos moleculares, que se asocian a otras subunidades (β, γ y δ) de las que se conocen también diferentes variedades. Es evidente que las diferentes combinaciones de estas subunidades dan lugar a los distintos subtipos fisiológicos. En general, los canales L tienen una importancia muy especial en la regulación de la contracción de los músculos liso y cardíaco (v. más adelante); los canales N (y también P/Q) participan en la liberación de neurotransmisores y hormonas, y los T median la entrada del Ca2+ en las neuronas controlando así diversas funciones que dependen del Ca2+, como la regulación de otros canales, enzimas, etc. Los fármacos empleados en la clínica que actúan directamente sobre estos canales se engloban en el grupo de «antagonistas del Ca2+» formado por las dihidropiridinas (p. ej., nifedipino), el verapamilo y el diltiacem (utilizados por sus efectos en el sistema cardiovascular; v. capítulos 21 y 22), y también la gabapentina y la pregabalina (utilizados en el tratamiento de la epilepsia y el dolor; v. capítulos 41 y 44). Muchos fármacos actúan indirectamente sobre los canales de calcio por los receptores acoplados a proteínas G (v. capítulo 3). Se conocen algunas toxinas que actúan selectivamente sobre uno u otro tipo de canal de calcio (v. tabla 4.1) y se emplean como herramientas experimentales.




Tabla 4.1 Tipos y funciones de los canales de Ca2+
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Canales controlados por ligandos


La mayoría de los canales catiónicos controlados por ligandos (v. capítulo 3) que son activados por neurotransmisores excitadores son relativamente poco selectivos y dejan pasar el Ca2+ y otros cationes. El más importante de ellos es el receptor de glutamato del tipo N-metil-d-aspartato (NMDA) (capítulo 37), que es especialmente permeable al Ca2+ y uno de los que más contribuyen a la captación de Ca2+ por las neuronas postsinápticas (y también por las células gliales) en el sistema nervioso central. La activación de este receptor puede inducir fácilmente una entrada de Ca2+ tan cuantiosa que la célula llega a morir, fundamentalmente por la activación de proteasas dependientes de Ca2+, pero también por apoptosis (v. capítulo 5). Este mecanismo, denominado excitotoxicidad, interviene probablemente en distintos trastornos neurodegenerativos (v. capítulo 39).


Durante muchos años se ha cuestionado la existencia de «canales regulados por receptores» en el músculo liso que respondan directamente a mediadores como adrenalina, acetilcolina e histamina. Actualmente parece (v. Berridge, 2009) que el receptor P2x (v. capítulo 3), activado por ATP, es el único ejemplo de canal controlado por ligandos que verdaderamente existe en el músculo liso y que representa una vía importante de entrada de Ca2+. Como se menciona más adelante, muchos mediadores actúan sobre receptores acoplados a proteínas G e influyen indirectamente en la entrada de Ca2+, fundamentalmente mediante la regulación de canales de calcio o de potasio controlados por voltaje.









Canales de calcio regulados por las reservas (CRR)


Los CRR son canales de baja conductancia presentes en la membrana plasmática y que se abren para permitir la entrada de Ca2+ cuando las reservas del RE se agotan, aunque no son sensibles a la [Ca2+]i. Recientemente, se comprobó que la vinculación entre el RE y la membrana plasmática, que durante mucho tiempo fue un auténtico rompecabezas, se relaciona con una proteína sensora (Stim1) en la membrana del RE, que se conecta directamente con la proteína que forma el canal (Orai1) en la membrana plasmática (v. Clapham, 2007).


Al igual que los canales del RE y del RS, estos canales pueden servir para amplificar la elevación de la [Ca2+]i derivada de la liberación de Ca2+ de las reservas. Hasta la fecha, solo se conocen algunos productos experimentales que bloquean estos canales, pero se está intentando desarrollar antagonistas específicos para su uso terapéutico como relajantes del músculo liso.












Mecanismos de expulsión del calcio


El transporte activo del Ca2+ hacia el exterior a través de la membrana plasmática y hacia el interior a través de las membranas del RE y el RS depende de la actividad de una ATPasa2 dependiente del Ca2+, parecida a la ATPasa dependiente de Na+/K+ que bombea Na+ al exterior de la célula intercambiándolo por K+. La tapsigargina (extraída de una planta mediterránea, Thapsia garganica) bloquea específicamente la bomba del RE, haciendo que este pierda Ca2+. Representa una herramienta experimental muy útil, pero carece de aplicaciones clínicas.


El calcio también es expulsado de las células como intercambio con Na+, a través de un proceso de intercambio Na+-Ca2+. Se ha caracterizado y clonado el transportador que se encarga de ello y (como cabría imaginar) existen varios subtipos moleculares, cuya importancia desconocemos todavía. El intercambiador transfiere tres iones Na+ por un Ca2+ y, por consiguiente, genera una corriente despolarizante neta cuando expulsa Ca2+. La energía necesaria para la expulsión del Ca2+ procede del gradiente electroquímico para el Na+, no directamente de la hidrólisis del ATP. Esto significa que si desciende el gradiente de concentración de Na+ por la entrada de Na+ disminuirá la expulsión de Ca2+ por el intercambiador, induciendo un aumento secundario de [Ca2+]i, un mecanismo especialmente importante en el músculo cardíaco (v. capítulo 21). La digoxina, que inhibe la expulsión de Na+, actúa sobre el músculo cardíaco de esta manera (capítulo 21), dando lugar a un aumento de la [Ca2+]i.









Mecanismos de liberación del calcio


En la membrana del RE y el RS hay dos tipos fundamentales de canales de calcio, que desempeñan un papel crucial en el control de la liberación de Ca2+ a partir de estas reservas.




• El receptor de trifosfato de inositol (IP3R) se activa por trifosfato de inositol (IP3), un segundo mensajero producido por la acción de muchos ligandos sobre receptores acoplados a proteínas G (v. capítulo 3). IP3R es un canal iónico controlado por ligandos, aunque su estructura molecular difiere de la de otros canales de este tipo de la membrana plasmática (v. Mikoshiba, 2007). Es el principal mecanismo por el que la activación de los receptores acoplados a proteínas G incrementan la [Ca2+]i.


• El receptor de rianodina (RyR) debe su nombre a que fue identificado gracias al bloqueo específico producido por el alcaloide vegetal rianodina. Es especialmente importante en el músculo esquelético, en el que existe un acoplamiento directo entre los RyR del RS y los receptores de dihidropiridina de los túbulos T (v. más adelante); este acoplamiento da lugar a una liberación de Ca2+ tras el potencial de acción en la fibra muscular. También existen RyR en otros tipos de células que carecen de túbulos T; son activados por un pequeño incremento de [Ca2+]i que da lugar a un efecto conocido como liberación de calcio inducida por calcio (LCIC), la cual amplifica la señal de Ca2+ generada por otros mecanismos, como la apertura de los canales de calcio en la membrana plasmática. La LCIC implica que la liberación tiende a ejercer efectos regeneradores, ya que la salida inicial de Ca2+ libera más, lo que produce «descargas» u «ondas» de liberación de Ca2+ (v. Berridge, 1997).





Las funciones de los receptores IP3R y RyR son moduladas por diversas señales intracelulares (v. Berridge et al., 2003), las cuales modifican la magnitud y la distribución espacio-temporal de las señales de Ca2+. Las técnicas de imagen por fluorescencia han revelado que las señales de Ca2+ son de una complejidad muy notable y todavía queda mucho por descubrir acerca de la importancia de estos patrones en relación con los mecanismos fisiológicos y farmacológicos. La cafeína incrementa la sensibilidad de los RyR al Ca2+ y libera Ca2+ del RS incluso con valores de reposo de [Ca2+]i. Este hecho tiene aplicaciones experimentales, pero raras veces se observa en seres humanos, ya que los otros efectos farmacológicos de la cafeína (v. capítulo 47) aparecen en dosis muy inferiores. El dantroleno, un compuesto relacionado con la rianodina, tiene un efecto bloqueante y se usa terapéuticamente para aliviar el espasmo muscular en la hipertermia maligna (v. capítulo 40), asociada a anomalías hereditarias de la proteína del RyR. Por el momento, son pocos los ejemplos de fármacos que actúan directamente sobre los mecanismos de liberación de Ca2+.


En la figura 4.2 se ha representado una señal típica de [Ca2+]i como consecuencia de la activación de un receptor acoplado a una proteína G. La respuesta que surge en ausencia de Ca2+ extracelular consiste en la liberación de Ca2+ intracelular. La respuesta más intensa y prolongada en presencia de Ca2+ extracelular demuestra la contribución de la entrada de Ca2+ mediada por los CRR. Los diversos mecanismos de retroalimentación positiva y negativa que regulan la [Ca2+]i dan lugar a una serie de patrones oscilatorios temporales y espaciales (v. fig. 4.2B) que son responsables de la actividad rítmica espontánea de las células de músculo liso y nerviosas (v. Berridge, 2009).
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Figura 4.2 [A] Aumento de la concentración intracelular de calcio en respuesta a la activación de los receptores.


Los registros corresponden a una única neurona sensitiva de rata en cultivo tisular. Las células se rellenaron con Fura-2, un indicador fluorescente de Ca2+, y se examinó la señal de una sola célula con un microscopio de fluorescencia. Una breve exposición al péptido bradicinina, que excita las neuronas sensitivas (v. capítulo 41), induce un incremento transitorio de [Ca2+]i en relación con el valor en reposo, que es del orden de 150 nmol/l. Cuando se elimina el Ca2+ de la solución extracelular, sigue observándose el incremento de [Ca2+]i inducido por la bradicinina, pero de menor magnitud y duración. La respuesta en ausencia de Ca2+ extracelular representa la liberación del Ca2+ almacenado dentro de la célula, como resultado de la síntesis intracelular de trifosfato de inositol. Se cree que la diferencia entre esta respuesta y la respuesta más intensa en presencia de Ca2+ extracelular se debe a la entrada de Ca2+ a través de canales iónicos regulados por receptores en la membrana celular. (Figura cedida por G M Burgess y A Forbes, Novartis Institute for Medical Research.) [B] Oscilaciones de calcio espontáneas en células marcapasos de uretra de conejo, que regulan las contracciones rítmicas del músculo liso. Las oscilaciones cesan cuando el Ca2+ externo es eliminado, mostrando que la activación de los canales de Ca2+ de la membrana está implicada en el mecanismo.


(Tomado de McHale et al. 2006 J Physiol 570:23-28.)









Otros segundos mensajeros








[image: image] Dos metabolitos intracelulares, ribosa-ADP cíclico (ADPRc) y ácido nicotínico dinucleótido fosfato (NAADP; v. Fliegert et al., 2007), sintetizados por los coenzimas ubicuos nicotinamida adenina dinucleótido (NAD) y NAD fosfato influyen igualmente en la señalización del Ca2+. El ADPRc actúa aumentando la sensibilidad de los canales RyR al Ca2+, lo que incrementa la «ganancia» del efecto LCIC. El NAADP libera Ca2+ de los lisosomas al activar algunos canales que aún no se han identificado pero que no corresponden a los IP3R ni a los RyR.


El estado metabólico de la célula regula en gran medida las concentraciones de estos mensajeros en las células de mamífero, aunque los detalles aún no están claros. En numerosos trastornos fisiopatológicos, como la muerte celular isquémica, los trastornos endocrinos y las arritmias cardíacas, está implicada la señalización anómala del Ca2+, de modo que un número considerable de estudios están investigando las funciones de ADPRc y NAADP y sus interacciones con otros mecanismos de regulación de [Ca2+]i (v. Berridge et al., 2003).












Función de las mitocondrias








[image: image] En condiciones normales, las mitocondrias acumulan Ca2+ de forma pasiva como consecuencia del potencial intramitocondrial, el cual muestra un valor muy negativo con relación al citoplasma. El potencial negativo se mantiene mediante la expulsión de protones y desaparece –lo que comporta la liberación de Ca2+ hacia el citoplasma– cuando disminuyen notablemente las reservas de ATP celular, como sucede en condiciones de hipoxia. Esta situación tan solo se da en casos extremos, y la liberación de Ca2+ debida a ella participa en la citotoxicidad asociada a alteraciones metabólicas graves. Este mecanismo está implicado en la muerte celular derivada de la isquemia cerebral o la isquemia coronaria (v. capítulos 21 y 39), al igual que otras causas que dan lugar a un incremento excesivo de la [Ca2+]i.















Calmodulina


El calcio ejerce su control sobre las funciones celulares mediante su capacidad para regular la actividad de muchas proteínas diferentes, como enzimas (especialmente cinasas y fosfatasas), canales, transportadores, factores de transcripción, proteínas de vesículas sinápticas y muchas otras. En la mayoría de los casos, una proteína que se une a Ca2+ actúa como intermediario entre el Ca2+ y la proteína funcional regulada, siendo la mejor conocida una proteína ubicua llamada calmodulina (v. Clapham, 2007). Esta proteína regula al menos 40 proteínas funcionales diferentes; de hecho, es un fijador muy potente. La calmodulina es un dímero, con cuatro regiones de unión para Ca2+. Cuando están todas ocupadas, experimenta un cambio en su configuración y deja al descubierto un dominio hidrófobo «adhesivo» que atrae muchas proteínas con las que se asocia, lo que modifica de ese modo sus propiedades funcionales.












Excitación


La excitabilidad consiste en la capacidad de una célula para presentar una respuesta eléctrica regenerativa de «todo o nada» cuando se despolariza su membrana; esta respuesta de la membrana se denomina potencial de acción. Es característica de la mayoría de las neuronas y las células musculares (del músculo estriado, cardíaco y liso) y de muchas células de glándulas endocrinas. Las neuronas y los miocitos pueden propagar el potencial de acción, una vez que ha comenzado, a todas las partes de la membrana celular y a menudo a las células vecinas, lo que explica la importancia de la excitación de la membrana en la transmisión de señales intra- y extracelulares. En el sistema nervioso y el músculo estriado, la propagación del potencial de acción es el mecanismo responsable de la comunicación a gran velocidad y a mucha distancia, indispensable para que las criaturas de gran tamaño se muevan con celeridad. En el músculo liso y cardíaco, así como en algunas neuronas centrales, se genera una actividad rítmica espontánea. En las células glandulares, el potencial de acción sirve para amplificar la señal y hacer que la célula secrete. En cada tipo de tejido, las propiedades del proceso de excitación reflejan las características especiales de los canales iónicos que mantienen el proceso. En el capítulo 3 se expone la naturaleza molecular de los canales iónicos y su importancia como dianas farmacológicas; aquí se analizan los procesos celulares que dependen fundamentalmente del funcionamiento de los canales iónicos. Para más detalles, véase Hille (2001).





Regulación del calcio [image: image]







• La concentración intracelular de Ca2+, [Ca2+]i, tiene una importancia crucial como reguladora de la función celular.


• El Ca2+ intracelular depende de: a) la entrada de Ca2+; b) la expulsión de Ca2+, y c) el intercambio de Ca2+ entre el citosol, el retículo endoplásmico (RE) y las mitocondrias.


• El calcio entra en la célula por distintas vías, incluidos los canales de calcio controlados por voltaje y ligandos y el intercambio Na+/Ca2+.


• Su salida depende principalmente de una bomba de Ca2+ regulada por ATP.


• Los iones de calcio se almacenan en el RE o el retículo sarcoplásmico (RS), los cuales los liberan al ser estimulados por diversos estímulos.


• Los iones de calcio son liberados del RE o RS por: a) la acción del segundo mensajero trifosfato de inositol en los receptores de inositol trifosfato, o b) el incremento de la [Ca2+]i, que actúa por sí mismo sobre los receptores de rianodina, un mecanismo conocido como liberación de Ca2+ inducida por Ca2+


• Otros segundos mensajeros, ribosa-ADP cíclico y ácido nicotínico dinucleótido fosfato, favorecen igualmente la liberación de Ca2+ de las reservas de este ión.


• El agotamiento de los depósitos de Ca2+ favorece la entrada de Ca2+ a través de la membrana plasmática por medio de canales regulados por las reservas.


• El calcio influye en numerosas facetas de la función celular uniéndose a proteínas como la calmodulina, que se une a su vez a otras proteínas y regula sus funciones.












La célula «en reposo»


La célula en reposo no descansa, sino que está muy ocupada controlando su estado interior y necesita un aporte continuo de energía para poder hacerlo. En relación con los temas que trataremos en este capítulo, destacan por su importancia las siguientes características:




• El potencial de membrana.


• La permeabilidad de la membrana plasmática a diferentes iones.


• Las concentraciones intracelulares de iones, especialmente [Ca2+]i.





En condiciones de reposo, todas las células mantienen un potencial interno negativo que oscila entre –30 y –80 mV, según el tipo de célula. Este potencial se origina porque: a) la membrana es relativamente impermeable a Na+, y b) la célula expulsa activamente Na+ intercambiándolo por K+ mediante un transportador que consume energía, la bomba de sodio (o ATPasa de Na+-K+). El resultado final es que la concentración intracelular de K+ [K+]i es mayor y [Na+]i es menor que las concentraciones extracelulares respectivas. En muchas células también se transportan de manera activa y se distribuyen desigualmente a ambos lados de la membrana otros iones, especialmente Cl–. En muchos casos (p. ej., en las neuronas), la membrana es bastante permeable a K+ y el potencial de membrana alcanza un valor de –60 a –80 mV, cercano al potencial de equilibrio para este ión (fig. 4.3). En otras células (p. ej., el músculo liso), los aniones tienen mayor protagonismo y el potencial de membrana suele ser menor (–30 a –50 mV) y depende menos de K+.





[image: image]

Figura 4.3 Diagrama simplificado del equilibrio iónico de una típica célula «en reposo».


Los mecanismos de transporte principales que mantienen los gradientes iónicos a través de la membrana plasmática son las bombas de Ca2+ y de Na+/K+ activadas por ATP y el transportador de intercambio Na+-Ca2+. La membrana es relativamente permeable a K+, ya que los canales de potasio están abiertos en reposo, pero son impermeables a otros cationes. La desigualdad entre las concentraciones iónicas a ambos lados de la membrana origina los «potenciales de equilibrio» que se muestran. El potencial de reposo de la membrana, que suele ser de unos –60 mV, aunque varía entre diferentes tipos celulares, depende de los potenciales de equilibrio y las permeabilidades de los distintos iones implicados, así como del efecto «electrógeno» de los transportadores. En aras de la simplicidad no hemos representado los aniones y otros iones como los protones, aunque estos desempeñan funciones importantes en muchos tipos de células.











Acontecimientos eléctricos e iónicos que justifican el potencial de acción


Nuestros conocimientos actuales acerca de la excitabilidad eléctrica se deben fundamentalmente a los trabajos de Hodgkin, Huxley y Katz con axones de calamar, publicados en 1949-1952. Sus experimentos (v. Katz, 1966) revelaron la existencia de canales iónicos controlados por el voltaje (v. anteriormente) y demostraron que el potencial de acción proviene de la interacción entre dos procesos:




1. Un aumento rápido y transitorio de la permeabilidad a Na+, que se produce cuando la membrana se despolariza más allá de unos –50 mV.


2. Un aumento más lento y mantenido de la permeabilidad a K+.





Debido a la desigualdad entre las concentraciones de Na+ y K+ a ambos lados de la membrana, el aumento de la permeabilidad al Na+ provoca una corriente de entrada (despolarizante) de Na+, mientras que el incremento de la permeabilidad al K+ genera una corriente de salida. Se puede comprobar mejor la independencia de estas dos corrientes usando fármacos que bloquean los canales de sodio y potasio, tal como se muestra en la figura 4.4. Durante el inicio o la propagación fisiológica de un impulso nervioso, lo primero que se observa es una pequeña despolarización de la membrana, debida a la acción de un transmisor o la aproximación de un potencial de acción que viaja a través del axón. Esta despolarización abre los canales de sodio, permitiendo el flujo de Na+ hacia el interior, lo que despolariza aún más la membrana. Por consiguiente, se trata de un proceso regenerativo y el aumento de la permeabilidad a Na+ basta para acercar el potencial de membrana a su potencial de equilibrio ENa. El incremento de la conductancia de Na+ es transitorio, ya que los canales se inactivan rápidamente y la membrana tiende a volver a su estado de reposo.
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Figura 4.4 Separación de las corrientes de sodio y potasio en la membrana nerviosa.


Registros técnicas de fijación de voltaje del nódulo de Ranvier de una sola fibra nerviosa de rana. En el momento 0, el potencial de membrana alcanzó el nivel de despolarización, oscilando entre –60 mV (trazado inferior de cada serie) y +60 mV (trazado superior de cada serie) en incrementos de 15 mV. [A] [B] Registros de control de dos fibras. [C] Efecto de la tetrodotoxina (TTX), que anula las corrientes de Na+. [D] Efecto del tetraetilamonio (TEA), que anula las corrientes de K+.


(Tomado de Hille B 1970. Ionic channels in nerve membranas. Prog Biophys Mol Biol 21:1-32.)





En muchos tipos de células, incluida la mayoría de las células nerviosas, la apertura de los canales de potasio dependientes del voltaje ayuda a la repolarización de la membrana. Los canales de potasio funcionan de un modo muy parecido a los de sodio, pero su activación es unas 10 veces más lenta y no se inactivan de una forma apreciable. Esto significa que los canales de potasio se abren más tarde que los de sodio y contribuyen a que el potencial de acción termine. En la figura 4.5 se ha representado el comportamiento de los canales de sodio y potasio durante un potencial de acción.





[image: image]

Figura 4.5 Comportamiento de los canales de sodio y potasio durante un potencial de acción propagado.


Durante el ascenso del potencial de acción se abren rápidamente los canales de sodio. La apertura retardada de los canales de potasio y la inactivación de los canales de sodio dan lugar a la repolarización. Em, potencial de membrana; gNa, gK, conductancia de la membrana al Na+ y el K+.




De acuerdo con los trabajos de Hodgkin y Huxley publicados hace 60 años, todo lo anterior afectaba solo a los canales de sodio y potasio. Posteriormente (v. Hille, 2001) se descubrieron los canales de calcio controlados por voltaje (v. fig. 4.1), que básicamente funcionan igual que los de sodio; contribuyen a la génesis de los potenciales de acción en muchas células, especialmente los miocitos cardíacos y del músculo liso, pero también en neuronas y células secretoras. La entrada de Ca2+ en la célula a través de los canales de calcio controlados por voltaje desempeña un papel destacado en los procesos de señalización intracelular, como se ha descrito anteriormente.









Función de los canales


Los patrones de descarga de las células excitables varían considerablemente. Las fibras del músculo esquelético están en reposo a menos que las estimule la llegada de un impulso nervioso a través de la unión neuromuscular. Las fibras del músculo cardíaco descargan espontáneamente a un ritmo regular (v. capítulo 21). Las neuronas se encuentran silentes normalmente, aunque también descargan espontáneamente, ya sea de forma regular o en ráfagas; las células del músculo liso presentan una variedad parecida de patrones de descarga. También oscila considerablemente la frecuencia con la que las diferentes células descargan normalmente sus potenciales de acción, desde 100 Hz o más para las neuronas de conducción rápida hasta 1 Hz para las células musculares cardíacas. Estas variaciones funcionales tan pronunciadas reflejan las diferencias en las características de los canales iónicos expresados en distintos tipos de células. Las fluctuaciones rítmicas de [Ca2+]i subyacen a los diferentes patrones de descarga que se dan en los diferentes tipos de células (v. Berridge, 2009).


Los fármacos que modifican las características de los canales, ya sea interactuando directamente con el propio canal o actuando indirectamente a través de segundos mensajeros, alteran el funcionamiento de muchos órganos y sistemas (p. ej., los sistemas nervioso, cardiovascular, endocrino, respiratorio y reproductor) y son un tema frecuente en este libro. Aquí describimos algunos de los mecanismos fundamentales implicados en la regulación de las células excitables.


En general, los potenciales de acción se desencadenan con corrientes de membrana que inducen la despolarización de la célula. Estas corrientes son producidas por la actividad sináptica, por un potencial de acción que se aproxima desde otra parte de la célula, por un estímulo sensitivo o por la actividad de un marcapasos espontáneo. La tendencia de esas corrientes a desencadenar un potencial de acción está regulada por la excitabilidad de la célula, que depende fundamentalmente del estado de: a) los canales de sodio y de calcio controlados por el voltaje, y b) los canales de potasio de la membrana en reposo. Cualquier factor que incremente el número de canales de sodio o calcio disponibles, o que reduzca su umbral de activación, tenderá a aumentar la excitabilidad, mientras que el incremento de la conductancia de K+ en reposo la disminuirá. Las sustancias que hacen lo contrario, bloqueando los canales o interfiriendo en su apertura, ejercen el efecto opuesto. En las figuras 4.6 y 4.7 y en la tabla 4.1 se muestran algunos ejemplos. Las mutaciones hereditarias en las proteínas del canal son responsables de una gran variedad de trastornos neurológicos (la mayoría infrecuentes) y de otras alteraciones genéticas (v. Ashcroft, 2000, 2006).
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Figura 4.6 Canales iónicos asociados a efectos excitadores o inhibidores en la membrana y algunos de los fármacos u otros ligandos que actúan sobre ellos.


Los compuestos que inducen la apertura del canal se han representado en recuadros verdes y las moléculas bloqueantes y los inhibidores se muestran en recuadros rosas. GPCR, receptores acoplados a proteínas G.
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Figura 4.7 Lugares de acción de fármacos y toxinas que alteran los canales implicados en la génesis de los potenciales de acción.


Existen otros muchos mediadores que influyen indirectamente en estos canales a través de receptores de membrana, la fosforilación o una alteración de la expresión. STX, saxitoxina; TTX, tetrodotoxina.








Dependencia del uso y dependencia del voltaje








[image: image] Los canales controlados por el voltaje pueden existir en tres estados funcionales (fig. 4.8): en reposo (el estado de cierre que prevalece con el potencial de reposo normal), activados (el estado de apertura favorecido por una despolarización breve) e inactivados (el estado de bloqueo como consecuencia de la oclusión del canal por una parte laxa de la región intracelular de la proteína del canal, que actúa como una trampilla). Una vez que pasa el potencial de acción, muchos canales de sodio quedan inactivados; cuando el potencial de membrana vuelve a su valor de reposo, los canales inactivados retornan al estado de reposo y quedan listos para una nueva activación. Mientras tanto, la membrana está provisionalmente en estado refractario. Cada potencial de acción hace pasar a los canales por todos estos estados. La duración del período refractario determina la frecuencia máxima a la que surgen los potenciales de acción. Los fármacos que bloquean los canales de sodio, como los anestésicos locales (capítulo 42), los antiarrítmicos (capítulo 21) y los antiepilépticos (capítulo 44) suelen demostrar una afinidad selectiva por uno u otro de estos estados funcionales de los canales y en su presencia aumenta la proporción de canales en ese estado de mayor afinidad. Son especialmente importantes los fármacos que se unen firmemente a los canales inactivados y favorecen la permanencia en ese estado, prolongando el período refractario, lo que reduce de ese modo la frecuencia máxima con la que se pueden generar los potenciales de acción. Este tipo de bloqueo se denomina dependiente del uso, dado que la unión de estos fármacos aumenta en función de la frecuencia de descarga de los potenciales de acción, que condiciona la proporción de canales inactivados (y, por consiguiente, sensibles al fármaco). Este mecanismo tiene importancia en relación con algunos antiarrítmicos (v. capítulo 21) y antiepilépticos (capítulo 44), ya que es posible inhibir las descargas de alta frecuencia sin alterar la excitabilidad a frecuencias normales. Los fármacos que bloquean fácilmente los canales de sodio en estado de reposo (p. ej., anestésicos locales, capítulo 42) impiden la excitación a frecuencias bajas y elevadas.
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Figura 4.8 Estados de reposo, activación e inactivación de los canales controlados por voltaje, representados por el canal de sodio.


La despolarización de la membrana provoca una transición rápida del estado de reposo (cerrado) al de apertura. A continuación, la partícula inactivadora (parte del dominio intracelular de la proteína del canal) puede bloquear el canal. Los fármacos bloqueantes (p. ej., anestésicos locales y antiepilépticos) suelen demostrar preferencia por uno de los tres estados y alterar la cinética de los canales, con las consiguientes repercusiones en su aplicación clínica.




La mayoría de los fármacos que bloquean los canales de sodio son catiónicos a pH fisiológico y, por consiguiente, resultan afectados por el gradiente de voltaje a través de la membrana celular. Bloquean el canal desde el interior y, por tanto, la despolarización favorece su efecto bloqueante. Este fenómeno, conocido como dependencia del voltaje, es importante también para la acción de los antiarrítmicos y los antiepilépticos, ya que las células en las que se localizan las arritmias y la actividad convulsiva suelen estar algo despolarizadas y, por tanto, se bloquean más intensamente que las células «sanas». Algo parecido sucede con los fármacos que bloquean los canales de potasio o calcio, si bien se conoce menos la importancia de la dependencia del uso y del voltaje que en el caso de los canales de sodio.












Canales de sodio


En la mayoría de las células excitables, la corriente regenerativa de entrada que desencadena el potencial de acción se produce por la activación de los canales de sodio controlados por el voltaje. Los estudios iniciales con fijación de voltaje, realizados por Hodgkin y Huxley con el axón gigante de calamar y descritos anteriormente, revelaron las propiedades funcionales esenciales de estos canales. Posteriormente, se aprovechó el efecto bloqueante potente y muy selectivo de la tetrodotoxina (TTX; v. capítulo 42) para marcar y purificar la proteína de los canales y después para clonarla, descubriéndose la compleja estructura que aparece en la figura 3.18, que incluye cuatro dominios parecidos, formados cada uno por seis hélices transmembranales (revisión de Catterall, 2000). Una de estas hélices, S4, contiene varios aminoácidos básicos y constituye el sensor de voltaje; se mueve hacia el exterior, abriendo el canal, cuando la membrana se despolariza. Uno de los lazos intracelulares se cruza y bloquea el canal cuando S4 se desplaza, inactivando de ese modo el canal.


Por estudios fisiológicos se sabía que los canales de sodio del corazón y del músculo esquelético difieren en varios aspectos de los canales de las neuronas. En concreto, los canales de sodio cardíacos son relativamente insensibles a la TTX y tienen una cinética más lenta (igual que los de algunas neuronas sensitivas) que la de la mayoría de los canales de sodio neuronales. Hasta la fecha se han identificado nueve subtipos moleculares distintos, más que suficientes para explicar la diversidad funcional.


Además de los compuestos que bloquean los canales, como la tetrodotoxina, otros afectan al control de los canales del sodio. Por ejemplo, la veratridina, un alcaloide vegetal, y la batracotoxina, un veneno presente en la piel de ciertas ranas, producen activación persistente; por su parte, varias toxinas del escorpión evitan la inactivación, lo que potencia la excitabilidad neuronal.


Entre los fármacos que bloquean los canales de sodio destacan los anestésicos locales (capítulo 42), los antiepilépticos (capítulo 44) y los antiarrítmicos (capítulo 21). En la mayoría de los casos, el efecto bloqueante de los canales de sodio de estos fármacos se descubrió mucho tiempo después de conocer sus aplicaciones clínicas; muchos de ellos carecen de especificidad y originan diversos efectos secundarios adversos. El uso de mutaciones inducidas que afectan a canales de sodio clonados expresados en líneas celulares está permitiendo averiguar qué regiones de la enorme molécula del canal intervienen en la unión de determinadas sustancias y cabe esperar que esta información permita diseñar fármacos más específicos en el futuro.









Canales de potasio


En una célula típica en reposo (v. anteriormente), la membrana es permeable selectivamente al K+ y el potencial de membrana (aproximadamente –60 mV) es ligeramente positivo respecto al potencial de equilibrio de K+ (en torno a –90 mV). Esta permeabilidad en reposo se debe a que hay canales de potasio abiertos. Si se abren más canales de potasio, la membrana se hiperpolariza y la célula se inhibe, mientras que sucede lo contrario cuando se cierran los canales de potasio. Además de modificar la excitabilidad de este modo, los canales de potasio desempeñan también una función importante en la regulación de la duración del potencial de acción y el patrón temporal de las descargas de potenciales de acción; en conjunto, estos canales desempeñan una función esencial en la regulación de la función celular. Como se expone en el capítulo 3, existen un número y una variedad extraordinarios de subtipos de canales de potasio, lo que significa que la evolución ha aprovechado las pequeñas variaciones en las propiedades funcionales de estos canales para obtener ventajas biológicas. En un resumen reciente se enumeran unas 60 subunidades diferentes formadoras de poros, más otras 20 subunidades auxiliares, aproximadamente. Puede parecer un despliegue evolutivo impresionante, pero difícil de digerir para la mayoría de los lectores. Aquí esbozaremos los tipos más relevantes, con una importancia farmacológica reconocida. Para más detalles e información sobre los canales de potasio y los diferentes fármacos y toxinas que influyen en ellos, véanse Shieh et al. (2000) y Jenkinson (2006).








[image: image] Los canales de potasio se dividen en tres clases fundamentales (tabla 4.2),3 cuyas estructuras se muestran en la figura 3.18.




Tabla 4.2 Tipos y funciones de los canales de K+
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3 La terminología de los canales de potasio es algo confusa, por no decir algo peor. Los electrofisiólogos han denominado prosaicamente las corrientes de K+ de acuerdo con sus propiedades funcionales (IKV, IKCa, IKATP, IKIR, etc.), los genetistas han bautizado los genes de manera algo caprichosa en función de los fenotipos asociados a las mutaciones (agitador, éter a go-go, etc.), mientras que los biólogos moleculares han aplicado una nomenclatura racional pero imposible de memorizar basada en los datos de secuencia (KCNK, KCNQ, etc., con sufijos numéricos). Los demás tenemos que conformarnos con la incómoda jerga de términos como HERG (que, no nos extrañemos, deriva de gen humano relacionado con el éter a go-go), TWIK, TREK y TASK.










• Canales de potasio controlados por el voltaje, que poseen seis hélices transmembranales, una de las cuales actúa como sensor del voltaje y hace que el canal se abra cuando la membrana se despolariza. En este grupo figuran canales de la familia shaker (agitador), que representa la mayoría de las corrientes de K+ controladas por el voltaje conocidas por los electrofisiólogos, y otros como los canales de potasio activados por Ca2+ y dos subtipos que son importantes en el corazón, los canales HERG y LQT. Los trastornos de estos canales, ya sea por mutaciones genéticas o por efectos farmacológicos adversos, son un factor destacado en la etiología de las arritmias cardíacas, que pueden provocar una muerte súbita (v. capítulo 21). Muchos de estos canales son bloqueados por fármacos como el tetraetilamonio y la 4-aminopiridina.


• Canales de potasio con rectificación de entrada, llamados así debido a que permiten que el potasio entre fácilmente y le cueste más salir (v. revisión de Reimann y Ashcroft, 1999). Presentan dos hélices transmembranales y un solo lazo que forma el poro (lazo P). Estos canales están regulados por la interacción con proteínas G (v. capítulo 3) y median los efectos inhibidores de muchos agonistas que actúan sobre receptores acoplados a proteínas G. Algunos tipos tienen importancia en el corazón, especialmente en la regulación de la duración del potencial de acción cardíaco (capítulo 21); otros constituyen la diana para las sulfonilureas (antidiabéticos que estimulan la secreción de insulina al bloquear estos canales de potasio; v. capítulo 30) y los relajantes del músculo liso, como el cromakalim y el diazóxido, que abren los canales (v. capítulo 22).


• Canales de potasio con dos dominios de poro, los cuales poseen cuatro hélices y dos lazos P (v. revisión de Goldstein et al., 2001). Presentan rectificación de salida y, por consiguiente, ejercen una enorme influencia repolarizadora, que se opone a cualquier tendencia excitadora. Contribuyen a la conductancia de K+ «en reposo» en muchas células y son regulados por las proteínas G; algunos subtipos parecen guardar relación con la acción de los anestésicos volátiles, como el halotano (capítulo 40).





Las anomalías hereditarias de los canales de potasio (trastornos de los canales o canalopatías) contribuyen a un número cada vez mayor de enfermedades cardíacas, neurológicas y de otros tipos. Destaca el síndrome del intervalo QT largo, asociado a mutaciones que alteran los canales de potasio controlados por el voltaje; aparecen episodios de parada ventricular que pueden provocar una muerte súbita. Determinados tipos familiares de sordera y epilepsia guardan relación con mutaciones que alteran los canales de potasio controlados por el voltaje. Ashcroft (2002, 2006).





Canales iónicos y excitabilidad eléctrica [image: image]







• Las células excitables generan un potencial de acción de «todo o nada» en respuesta a la despolarización de la membrana. Esto se observa en la mayoría de las neuronas y también en algunas células glandulares. Los mecanismos iónicos y el curso temporal de la respuesta varían de unos tejidos a otros.


• La respuesta regenerativa es el resultado de la corriente despolarizadora y la consiguiente apertura de los canales catiónicos controlados por el voltaje (fundamentalmente de Na+ y Ca2+). Concluye con el cierre espontáneo de estos canales y la apertura de los canales de K+.


• Estos canales controlados por voltaje presentan numerosas variaciones moleculares, con funciones específicas en diferentes tipos de células.


• La membrana de la célula «en reposo» es relativamente permeable a K+, pero impermeable a Na+ y Ca2+. Los fármacos o mediadores que reducen los canales de potasio reducen la excitabilidad de la membrana y viceversa. Los inhibidores de la función de los canales de sodio o calcio ejercen el mismo efecto. El bloqueo de los canales de K+ o la activación de los de Na+ o Ca2+ aumenta la excitabilidad.


• Las células del músculo cardíaco, algunas neuronas y algunas células musculares lisas generan espontáneamente potenciales de acción cuya amplitud, frecuencia y ritmo son alterados por fármacos que modifican la función de los canales iónicos.





















Contracción muscular


Los efectos de algunos fármacos sobre la maquinaria contráctil del músculo liso tienen numerosas aplicaciones terapéuticas, ya que el músculo liso es un componente importante de la mayoría de los sistemas fisiológicos, como los vasos sanguíneos, el tubo digestivo, las vías respiratorias y la vía urinaria. Durante muchos años, la farmacología del músculo liso y su tecnología específica (el baño de órgano aislado) fue la protagonista principal de las investigaciones farmacológicas y no parece que el tema ni la tecnología vayan a perder ese protagonismo, a pesar de que ahora el número de actores en el escenario sea mucho mayor. La contractilidad del músculo cardíaco también es la diana de importantes efectos farmacológicos, mientras que los fármacos no suelen actuar sobre la contractilidad del músculo estriado.


Aunque en todos los casos las bases moleculares esenciales de la contracción son muy similares (una interacción entre la actina y la miosina, alimentada por el ATP e iniciada por un aumento de la concentración de [Ca2+]i), existen diferencias entre estos tres tipos de músculo y a ellas se debe la diferente respuesta a los fármacos y los mediadores químicos.


Estas diferencias (fig. 4.9) radican en: a) la interconexión entre los fenómenos observados en la membrana y el incremento de [Ca2+]i, y b) el mecanismo por el que la [Ca2+]i regula la contracción.





[image: image]

Figura 4.9 Comparación del acoplamiento excitación-contracción en el músculo estriado [A], el músculo cardíaco [B] y el músculo liso [C].


Los músculos estriado y cardíaco se diferencian fundamentalmente en el mecanismo por el que la despolarización de la membrana se acopla a la liberación de Ca2+. En el músculo estriado, la membrana de los túbulos T se acopla estrechamente al retículo sarcoplásmico (RS) a través del canal de calcio de tipo L y el receptor de rianodina (RyR). En el músculo cardíaco, la entrada de Ca2+ a través de los canales de calcio controlados por el voltaje pone en marcha una liberación regenerativa mediante la activación de los RyR sensibles a Ca2+. En el músculo liso, la contracción puede producirse por la entrada de Ca2+ a través de canales de calcio controlados por ligandos, o por una liberación de Ca2+ del RS mediada por trifosfato de inositol (IP3). El mecanismo por el que el calcio activa la contracción es diferente y funciona más lentamente en el músculo liso que en los músculos estriado y cardíaco. CaC, canal de calcio; CaM, calmodulina; GPCR, receptor controlado por proteínas G; MLCK, cinasa de cadenas ligeras de miosina; NaC, canal de sodio controlado por voltaje; RE, retículo endoplásmico; RS, retículo sarcoplásmico; RyR, receptor de rianodina.








Músculo esquelético


El músculo esquelético posee una disposición de túbulos T transversales que penetran en la célula desde la membrana plasmática. El potencial de acción de la membrana plasmática depende de los canales de sodio controlados por el voltaje, como sucede en la mayoría de las neuronas y se propaga con rapidez desde el lugar de origen, la placa terminal motora (v. capítulo 13) al resto de la fibra. La membrana de los túbulos T contiene canales de calcio de tipo L, los cuales responden a la despolarización de la membrana que se propaga pasivamente a lo largo del túbulo T cuando la membrana plasmática es invadida por un potencial de acción. Estos canales de calcio se localizan extremadamente cerca de los receptores de rianodina (RyR; v. capítulo 3) en la membrana del RS adyacente, y la activación de estos RyR provoca la liberación de Ca2+ desde el RS. Algunos indicios demuestran la conexión directa de los canales de calcio del túbulo T y los RyR del RS (como se ilustra en la figura 4.9); sin embargo, también podría intervenir el paso de Ca2+ a través de los canales del túbulo T hacia la zona restringida situada entre estos canales y los RyR asociados. Mediante esta conexión, la despolarización activa el RyR y libera una breve descarga de Ca2+ del RS al sarcoplasma. El Ca2+ se une a la troponina, una proteína que normalmente bloquea la interacción entre la actina y la miosina. Cuando se une el Ca2+, la troponina se aparta y permite que se ponga en marcha la maquinaria contráctil. La liberación de Ca2+ es rápida y breve y el músculo responde con un «tirón» de corta duración. Este es un mecanismo relativamente rápido y directo si se compara con la organización de los músculos liso y cardíaco (v. más adelante) y, por consiguiente, es menos sensible a la modulación farmacológica. En la tabla 4.1 se muestran los pocos ejemplos de fármacos que alteran la contracción del músculo esquelético.









Músculo cardíaco


El músculo cardíaco (v. revisión de Bers, 2002) se diferencia del esquelético en varios aspectos importantes. En el capítulo 21 se describen las características del potencial de acción cardíaco, los mecanismos iónicos en los que se basa su ritmo inherente y los efectos de los fármacos sobre la frecuencia y el ritmo cardíacos. Las células musculares cardíacas carecen de túbulos T y no se produce un acoplamiento directo entre la membrana plasmática y el RS. La configuración del potencial de acción cardíaco varía entre las distintas partes del corazón, pero normalmente presenta una «meseta» que dura varios cientos de milisegundos tras la despolarización rápida inicial. La membrana plasmática contiene muchos canales de calcio de tipo L, que se abren durante esta meseta y permiten que entre Ca2+ a la célula, aunque no en cantidad suficiente para activar directamente la maquinaria contráctil. En su lugar, esta entrada inicial de Ca2+ actúa sobre los RyR (de un tipo molecular diferente al que existe en el músculo esquelético) que liberan Ca2+ del RS, lo que origina una ola secundaria y mucho más cuantiosa de liberación de Ca2+. Como los RyR del músculo cardíaco son activados también por el Ca2+, la ola de [Ca2+]i es un fenómeno regenerativo de todo o nada. La entrada inicial de Ca2+ que desencadena este fenómeno depende en gran medida de la duración del potencial de acción y del funcionamiento de los canales de tipo L de la membrana. En la tabla 4.1 se incluyen algunos de los fármacos que influyen en este fenómeno. Con ligeras diferencias, el mecanismo de activación de la maquinaria contráctil por Ca2+ es idéntico al del músculo esquelético. Las mutaciones de los receptores de rianodina están implicadas en diversos trastornos de la función del músculo esquelético y cardíaco (v. Priori y Napolitano, 2005). Sin embargo, hasta la fecha, de esta línea de investigación no ha surgido ningún fármaco de utilidad terapéutica.









Músculo liso


Las propiedades del músculo liso varían considerablemente entre los diferentes órganos, y los mecanismos que relacionan los procesos de membrana y la contracción son igualmente variables y más complejos que los que se registran en otros tipos de músculo. La actividad rítmica espontánea se produce en numerosos órganos, a través de mecanismos que producen oscilaciones de la [Ca2+]i (v. Berridge, 2009). El potencial de acción del músculo liso es un proceso bastante «perezoso e impreciso» si se compara con la respuesta más «militar» de los músculos esquelético y cardíaco y se propaga por el tejido de una forma mucho más lenta y vacilante. En la mayoría de los casos, el potencial de acción se origina en los canales de calcio de tipo L, no en los canales de sodio controlados por el voltaje, y esta es una vía importante de entrada de Ca2+. Por otra parte, muchas células musculares lisas poseen receptores P2x, canales catiónicos controlados por ligandos, que permiten que entre calcio cuando es activado por el ATP liberado por los nervios del sistema autónomo (v. capítulo 12). Las células musculares lisas almacenan además Ca2+ en el RE, de donde puede liberarse cuando el IP3 activa los IP3R (v. capítulo 3). El IP3 procede de la activación de muchos tipos de receptores acoplados a proteínas G. A diferencia de lo que sucede en los músculos cardíaco y esquelético, el músculo liso puede liberar Ca2+ y contraerse cuando se activan esos receptores sin que necesariamente se produzca despolarización ni entrada de Ca2+ a través de la membrana plasmática.


La maquinaria contráctil del músculo liso se pone en marcha cuando se fosforila la cadena ligera de la miosina para que pueda separarse de los filamentos de actina. Esta fosforilación está catalizada por una cinasa, la cinasa de cadenas ligeras de miosina (MLCK), que se activa cuando se une a Ca2+–calmodulina (v. pág. 52)-. Una segunda enzima, la miosina fosfatasa, invierte el proceso de fosforilación y relaja el músculo. Por consiguiente, la MLCK y la miosina fosfatasa ejercen un efecto equilibrado, favoreciendo la contracción y la relajación, respectivamente. Ambas enzimas están reguladas por nucleótidos cíclicos (AMPc y GMPc; v. capítulo 3) y muchos fármacos que contraen o relajan el músculo liso por mediación de receptores acoplados a proteínas G o de receptores ligados a guanilato ciclasa actúan de este modo. En la figura 4.10 se resumen los mecanismos principales a través de los cuales los fármacos controlan la contracción del músculo liso. La complejidad de estos mecanismos de control e interacciones es la razón por la que los farmacólogos han estado fascinados por el músculo liso desde hace tanto tiempo. Muchos fármacos actúan contrayendo o relajando el músculo liso, sobre todo los que actúan sobre los sistemas cardiovascular, respiratorio y digestivo, como se explica en capítulos posteriores, en los que se ofrecen detalles sobre fármacos específicos y sus efectos fisiológicos.
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Figura 4.10 Mecanismos que controlan la contracción y relajación del músculo liso.


1. Receptores de agonistas excitadores acoplados a proteínas G, que regulan fundamentalmente la formación de trifosfato de inositol y la función de los canales de calcio. 2. Canales de calcio controlados por el voltaje. 3. Receptor P2x de ATP (canales catiónicos controlados por ligandos). 4. Canales de potasio. 5. Receptores de agonistas inhibidores acoplados a proteínas G, que regulan fundamentalmente la síntesis de AMPc y la función de los canales de potasio y calcio. 6. Receptor del péptido natriurético auricular (ANP), acoplado directamente a la guanilato ciclasa (GC). 7. Guanilato ciclasa soluble, activada por el óxido nítrico (NO). 8. Fosfodiesterasa (PDE), la principal vía de inactivación del AMPc y el GMPc. AC, adenilato ciclasa; PKA, proteína cinasa A; PKG, proteína cinasa G; PLC, fosfolipasa C.














Liberación de mediadores químicos


Una parte importante de la farmacología se basa en las interferencias en los mediadores químicos del propio organismo, en concreto los neurotransmisores, las hormonas y los mediadores inflamatorios. A continuación describimos algunos de los mecanismos comunes que intervienen en la liberación de estos mediadores y no debe sorprender que el Ca2+ desempeñe un papel protagonista. Por consiguiente, los fármacos y demás sustancias que alteran los diversos mecanismos de control que regulan la [Ca2+]i influyen igualmente en la liberación de los mediadores y esta es la causa de muchos de los efectos fisiológicos que originan.


Los mediadores químicos que liberan las células se clasifican en dos grupos fundamentales (fig. 4.11).




• Mediadores presintetizados y empaquetados en vesículas de almacenamiento (denominados a veces gránulos de almacenamiento), que se liberan por exocitosis. Este grupo tan extenso comprende todos los neurotransmisores y neuromoduladores convencionales (v. capítulos 12 y 36) y muchas hormonas. También incluye proteínas secretadas, como citocinas (capítulo 17), y diversos factores de crecimiento (capítulo 19).


• Mediadores sintetizados según las necesidades y liberados por difusión o por medio de transportadores de membrana. Este grupo engloba al óxido nítrico (capítulo 20) y muchos mediadores lipídicos (p. ej., prostanoides, capítulo 17 y endocannabinoides, capítulo 18).4
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Figura 4.11 Funciones de la exocitosis, el transporte mediado por transportadores y la difusión en la liberación de mediadores.


El mecanismo principal de la liberación de monoaminas y mediadores peptídicos es la exocitosis mediada por Ca2+, pero también puede existir una liberación mediada por transportadores a partir del citosol. T representa una amina transmisora típica, como noradrenalina o 5-hidroxitriptamina. El óxido nítrico (NO) y las prostaglandinas (PG) se liberan por difusión inmediatamente después de su síntesis a partir de arginina (Arg) y ácido araquidónico (AA), respectivamente, por mediación de enzimas activadas por Ca2+, la óxido nítrico sintetasa (NOS) y la fosfolipasa A2 (PLA2) (v. más detalles en los capítulos 17 y 20).




Los iones de calcio desempeñan un papel fundamental en ambos casos, ya que un aumento de [Ca2+]i pone en marcha la exocitosis y también es el principal activador de las enzimas responsables de la síntesis de mediadores con capacidad de difusión.


Además de los mediadores liberados por las células, hay algunos que se forman en el plasma a partir de precursores, siendo dos de los ejemplos más destacados las cininas (capítulo 17) y la angiotensina (capítulo 22), que son péptidos que proceden de la escisión de proteínas circulantes mediada por proteasas.





Contracción muscular [image: image]







• El músculo se contrae cuando aumenta la [Ca2+]i.


• En el músculo esquelético, la despolarización induce una salida rápida de Ca2+ del retículo sarcoplásmico (RS). En el músculo cardíaco, el calcio entra por los canales controlados por el voltaje y esta entrada inicial desencadena la liberación adicional de calcio del RS. En el músculo liso, la señal de calcio se debe en parte a la entrada de Ca2+ y en parte a la liberación mediada por IP3 desde el RS.


• El músculo liso puede contraerse sin necesidad de potenciales de acción, por ejemplo, cuando un agonista se une a un receptor acoplado a las proteínas G y se forma IP3.


• Para que se active la maquinaria contráctil del músculo liso tiene que fosforilarse la cadena ligera de la miosina, un mecanismo que está regulado por diversos sistemas de segundos mensajeros.












Exocitosis


La exocitosis tiene lugar en respuesta a un incremento de la [Ca2+]i y es el principal mecanismo de liberación de transmisores (v. fig. 4.11) en los sistemas nerviosos periférico y central, así como en las células endocrinas y los mastocitos. También es muy parecida la secreción de enzimas y otras proteínas por las glándulas gastrointestinales y exocrinas. La exocitosis (v. Burgoyne y Morgan, 2002) supone una fusión entre las membranas de las vesículas sinápticas y la superficie interna de la membrana plasmática. Las vesículas se han cargado previamente con los transmisores almacenados y la liberación se produce en cantidades discretas, o cuantos, cada uno de los cuales corresponde al contenido de una vesícula. Los primeros en observar este fenómeno (v. Nicholls et al., 2000) fueron Katz et al., que, en los años cincuenta, registraron «potenciales miniatura de placa terminal» espontáneos en la unión neuromuscular de la rana y comprobaron que cada uno de ellos se debía a la liberación espontánea de una cantidad de acetilcolina. También comprobaron que la liberación desencadenada por la estimulación nerviosa obedecía a la liberación simultánea de varios cientos de estos cuantos; este fenómeno dependía fundamentalmente de la presencia de Ca2+ en la solución del baño. Se pudo demostrar inequívocamente que los cuantos representaban vesículas que liberaban su contenido por exocitosis gracias a estudios de microscopia electrónica, en los que se procedió a congelar rápidamente las vesículas durante la liberación viéndolas en pleno proceso de expulsión, y a mediciones electrofisológicas muy elegantes que confirmaron que la capacitancia de la membrana (que es proporcional a la superficie de la membrana presináptica) aumentaba de forma escalonada cada vez que se fusionaba una vesícula y después se recuperaba gradualmente a medida que la membrana de las vesículas se retiraba de la superficie. También existen pruebas bioquímicas que demuestran que, además del transmisor, se liberan simultáneamente otros componentes vesiculares.





[image: image] En las terminaciones nerviosas especializadas en la transmisión sináptica rápida, el Ca2+ penetra a través de canales de calcio controlados por el voltaje, fundamentalmente de los tipos N y P (v. anteriormente), y las vesículas sinápticas quedan «atracadas» en zonas activas (regiones especializadas de la membrana presináptica en las cuales tiene lugar la exocitosis). Estas zonas se encuentran cerca de los canales de calcio correspondientes y de las zonas ricas en receptores de la membrana postsináptica opuesta (v. Stanley, 1997). En otras regiones en las que la velocidad no tiene una importancia crucial, el Ca2+ puede proceder de las reservas intracelulares, tal como se ha explicado anteriormente, y la organización espacial de las zonas activas no es tan evidente. Es habitual que las células secretoras, como las neuronas, liberen más de un mediador (p. ej., un neurotransmisor «rápido» como glutamato y un neurotransmisor «lento» como un neuropéptido) a partir de distintas vesículas (v. capítulo 12). Las vesículas que contienen neurotransmisores rápidos se encuentran en la proximidad de las zonas activas, mientras que las cargadas con neurotransmisores lentos se encuentran en localizaciones más distantes. Debido a esa organización espacial tan ajustada, el neurotransmisor rápido se libera tan pronto como se abren los canales de calcio vecinos, antes de que el Ca2+ pueda difundir a través de la terminación, mientras que para la liberación del transmisor lento se necesita que el Ca2+ difunda más lejos. Debido a ello, la liberación de los neurotransmisores rápidos se produce en cada impulso, incluso a frecuencias de estimulación muy bajas, mientras que la de los transmisores lentos solo responde a frecuencias de estimulación superiores. Por consiguiente, la velocidad de liberación de ambos depende sobre todo de la frecuencia y el patrón de descarga de la neurona presináptica (fig. 4.12). En las células no excitables (p. ej., la mayoría de las glándulas exocrinas y endocrinas), el mecanismo lento predomina y es activado fundamentalmente por la liberación de Ca2+ a partir de las reservas intracelulares.
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Figura 4.12 Evolución temporal y dependencia de la frecuencia de la liberación de transmisores «rápidos» y «lentos».


Los transmisores rápidos (p. ej., glutamato) se almacenan en las vesículas sinápticas que se encuentran «atracadas» en las inmediaciones de los canales de calcio controlados por voltaje en la membrana del terminal nervioso, y se liberan en una breve descarga cuando la membrana se despolariza (p. ej., mediante un potencial de acción). Los transmisores lentos (p. ej., neuropéptidos) se almacenan en vesículas diferentes alejadas de la membrana. Su liberación es más lenta debido a que han de migrar hasta la membrana, y tan solo tiene lugar cuando se produce un incremento suficiente de [Ca2+]i.




El calcio induce la exocitosis al unirse a la proteína acoplada a la vesícula, la sinaptotagmina, lo que favorece la asociación entre una segunda proteína acoplada a la vesícula, la sinaptobrevina, y una proteína relacionada, la sintaxina, en la cara interna de la membrana plasmática. Esta asociación ocasiona una estrecha aposición entre las membranas vesicular y plasmática y hace que se fusionen. Este grupo de proteínas, conocidas en conjunto como SNARE, desempeñan un papel clave en la exocitosis.


Una vez que se produce la exocitosis, la vesícula vacía5 es recapturada por endocitosis y vuelve al interior, donde se fusiona con la membrana endosómica, de mayor tamaño. El endosoma forma nuevas vesículas, que captan el transmisor del citosol mediante proteínas transportadoras específicas y vuelven a quedar atracadas en la membrana presináptica. Esta secuencia, que suele durar varios minutos, está controlada por diversas proteínas «de tráfico» asociadas a la membrana plasmática y las vesículas, así como a proteínas citosólicas. Pueden encontrarse más detalles acerca de la exocitosis y el reciclaje de las vesículas en Nestler et al. (2008) y Südhof (2004). De momento, se conocen pocos ejemplos de fármacos que alteren la liberación de transmisores mediante una interacción con las proteínas sinápticas, aunque las neurotoxinas botulínicas (v. capítulo 13) ejercen sus efectos por escisión proteolítica de las proteínas SNARE.





Liberación de mediadores [image: image]







• La mayoría de los mediadores químicos se conservan en vesículas de almacenamiento y se liberan por exocitosis. Algunos se sintetizan según las necesidades y se liberan por difusión o por mediación de transportadores de membrana.


• La exocitosis se pone en marcha cuando aumenta la [Ca2+]i. Ello promueve una interacción entre las proteínas de la vesícula sináptica y la membrana plasmática, lo que a su vez induce la fusión de las membranas.


• Tras la liberación de sus contenidos, las vesículas se reciclan y se cargan de nuevo con el neurotransmisor.


• Muchas células secretoras contienen más de un tipo de vesícula, las cuales contienen distintos mediadores que se secretan de forma independiente.


• Los fármacos que interactúan con los mecanismos de transporte de la membrana pueden liberar directamente desde el citosol los mediadores almacenados (p. ej., neurotransmisores) con independencia del calcio y la exocitosis.


• Los mediadores no almacenados, como los prostanoides y el ácido nítrico, se liberan tras aumentos de la [Ca2+]i que activan las enzimas responsables de su síntesis.

















Mecanismos no vesiculares de liberación


Si cree que este modelo tan bonito y pulcro de transmisores empaquetados y esperando obedientemente a salir de la célula en respuesta a una descarga de Ca2+ parece demasiado perfecto para ser cierto, quede tranquilo, porque la realidad no es tan sencilla. La acetilcolina, la noradrenalina y otros mediadores pueden salir de las terminaciones nerviosas a partir del compartimento citosólico, independientemente de la fusión vesicular, utilizando transportadores de la membrana plasmática (v. fig. 4.11). Fármacos como las anfetaminas, que liberan aminas de las terminaciones nerviosas centrales y periféricas (v. capítulos 14 y 38), desplazan la amina endógena desde las vesículas de almacenamiento al citosol, desde donde escapa por mediación de un transportador de monoaminas presente en la membrana plasmática, un mecanismo que no depende del Ca2+.


El óxido nítrico (v. capítulo 20) y los metabolitos del ácido araquidónico (p. ej., prostaglandinas; v. capítulo 17) son dos ejemplos importantes de mediadores liberados por difusión a través de la membrana o extrusión efectuada por transportadores, en lugar de por exocitosis. Los mediadores no quedan almacenados, sino que escapan de la célula inmediatamente después de su síntesis. En ambos casos, la enzima que cataliza la síntesis es activada por el Ca2+ y el control constante de la velocidad de síntesis depende de la [Ca2+]i. Este tipo de liberación es necesariamente más lento que la exocitosis clásica, pero, en el caso del óxido nítrico, es suficientemente rápido para funcionar como un verdadero neurotransmisor (v. capítulo 20).












Transporte iónico epitelial


El túbulo renal, las glándulas salivales, el tubo digestivo y el revestimiento de las vías respiratorias están constituidos por epitelios secretores de líquido. En todos estos casos, las células epiteliales se organizan en capas que separan el compartimento interior (irrigado por la sangre) y la luz exterior, hacia o desde la cual se produce la secreción. La secreción líquida depende de dos mecanismos diferentes, que a menudo coexisten en una misma célula e interactúan entre sí. Greger (2000) y Ashcroft (2000) han publicado descripciones más detalladas. Los dos mecanismos (fig. 4.13) dependen, respectivamente, del transporte de Na+ y de Cl–.
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Figura 4.13 Mecanismos del transporte iónico epitelial.


Estos mecanismos tienen importancia en los túbulos renales (v. más detalles en el capítulo 28) y también en muchos otros lugares, como el tubo digestivo y las vías respiratorias. [A] Transporte de sodio. Un tipo especial de canal de sodio epitelial (ENaC) controla la entrada de Na+ a la célula desde la superficie luminal y la bomba de intercambio Na+/K+ expulsa activamente el sodio por la superficie apical. Los iones de K+ se desplazan pasivamente a través de canales de potasio. [B] Transporte de cloruro. El Cl– sale de la célula por un canal especial de la membrana, el regulador de la conductancia transmembranal de la fibrosis quística (CFTR), después de entrar en la célula por la superficie apical mediante el cotransportador de Na+/Cl–, o por la superficie luminal mediante el cotransportador de Cl–/HCO3–.




En el caso del transporte de Na+, la secreción tiene lugar debido a que el sodio entra pasivamente por un extremo de la célula y es expulsado activamente por el opuesto, arrastrando agua de forma pasiva. Para este mecanismo resulta fundamental un tipo de canales de sodio epiteliales (ENaC) muy regulados, que permiten la entrada de Na+.


Los canales de sodio epiteliales (v. De la Rosa et al., 2000) se expresan en abundancia, tanto en las células epiteliales como en las neuronas y otras células excitables, en las que prácticamente se desconoce qué funciones cumplen. Los ENaC están regulados fundamentalmente por la aldosterona, una hormona sintetizada por la corteza suprarrenal y que favorece la reabsorción renal de Na+ (capítulo 28). La aldosterona, como otras hormonas esteroideas, ejerce su efecto mediante la regulación de la expresión génica (v. capítulo 3) y potencia la expresión de los ENaC, con lo que incrementa el transporte de Na+ y líquido. Los ENaC son bloqueados selectivamente por determinados diuréticos, en especial la amilorida (v. capítulo 28), un fármaco muy utilizado para estudiar el funcionamiento de los ENaC en diferentes condiciones.


El transporte de cloruro tiene una importancia muy especial en las vías respiratorias y el tubo digestivo. En las primeras resulta esencial para la secreción hídrica, mientras que en el colon media la reabsorción de líquidos; la diferencia radica en la distinta organización de los diferentes canales y transportadores en relación con la polaridad de las células. El diagrama simplificado de la figura 4.13B representa lo que sucede en el páncreas, donde la secreción depende del transporte de Cl–. La molécula fundamental en el transporte del Cl– es el regulador de la conductancia transmembranal de la fibrosis quística (CFTR; v. Hwang y Sheppard, 1999), que debe su nombre a los estudios iniciales sobre la fibrosis quística, un trastorno hereditario, los cuales revelaron que estaba relacionada con una alteración de la conductancia de Cl– en la membrana de las células epiteliales secretoras. Se comprobó que el gen CFTR (identificado mediante laboriosos estudios de ligamiento genético y aislado en 1989) codifica un canal iónico permeable a Cl–. La interrupción de la secreción acarrea diversas consecuencias fisiológicas, especialmente en las vías respiratorias, pero también en muchos otros órganos, como las glándulas sudoríparas y el páncreas. Los estudios referidos a las mutaciones asociadas a la enfermedad del gen CFRT han revelado la mayor parte de los mecanismos moleculares implicados en el transporte de Cl–, pero sin que se hayan generado avances terapéuticos significativos hasta la fecha. De momento no se ha identificado ningún fármaco que interaccione específicamente con los CFTR.


Los transportes de Na+ y Cl– están regulados por mensajeros intracelulares, especialmente el Ca2+ y el AMPc; este último activa las proteína cinasas e induce la fosforilación de los canales y los transportadores. El propio CFTR es activado por el AMPc. En el tubo digestivo, el aumento de la síntesis de AMPc acelera considerablemente la secreción hídrica, un efecto que da lugar a la diarrea tan abundante que se observa en el cólera (v. capítulo 3) y otros procesos inflamatorios en los que aumenta la síntesis de prostaglandinas (v. capítulo 17). La activación de los receptores acoplados a proteínas G, que induce la liberación de Ca2+, también estimula la secreción, posiblemente mediante la activación del CFTR. En capítulos sucesivos aparecen numerosos ejemplos de fármacos que alteran la secreción epitelial mediante la activación o el bloqueo de los receptores acoplados a las proteínas G.





Transporte iónico epitelial [image: image]







• Muchos epitelios (p. ej., túbulos renales, glándulas exocrinas, vías respiratorias) se han especializado en el transporte de iones específicos.


• Este tipo de transporte depende de una clase de canales de sodio epiteliales (ENaC) que permiten que entre sodio en la célula por una superficie, acoplado a la expulsión activa de Na+, o en intercambio por otro ión en la superficie opuesta.


• El transporte de aniones depende de un canal de cloruro específico (el regulador de la conductancia transmembranal de la fibrosis quística), cuya mutación da lugar a esta enfermedad.


• La actividad de los canales, bombas e intercambiadores está regulada por varios segundos mensajeros y receptores nucleares, que controlan el transporte de iones por vías específicas.
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1 P y Q son tan parecidos que normalmente se consideran en conjunto. La terminología no es nada poética: L es por larga duración; T es por transitorio; N es por ni transitorio ni de larga duración; P, Q y R siguen en orden alfabético a N, habiéndose omitido (evidentemente) la O.


2 Clapham (2007) asocia estas bombas enzimáticas al mito griego de Sísifo, condenado a empujar eternamente una roca para hacerla ascender por la ladera de una colina (consumiendo sin duda ATP), solo para volver a dejarla rodar al llegar a la cima y comenzar de nuevo.


4 La liberación mediada por transportadores se observa también con neurotransmisores almacenados en vesículas, aunque en cantidades muy inferiores a las de la exocitosis (v. capítulo 13).













5 Proliferación celular, apoptosis, reparación y regeneración




Resumen


El presente capítulo trata sobre la proliferación celular, la apoptosis, la reparación y la regeneración de las células y el modo en el que se relacionan con los fármacos estudiados en este libro. Cada día se forman en el organismo unos 10.000 millones de células nuevas por la división de las células existentes, una producción que debe contrarrestarse con la supresión de un número equivalente de células. Revisaremos los cambios dentro de una célula cuando se empieza a dividir en dos células hijas estimulada por los factores de crecimiento. Comentaremos las interacciones entre las células, los factores de crecimiento y la matriz extracelular durante la proliferación celular. También describiremos la apoptosis (una serie de acontecimientos programados que conducen a la muerte de la célula), detallando los cambios de la célula que se prepara para morir y describiendo las vías intracelulares que conducen a su muerte. Consideraremos el modo en el que estos procesos se relacionan con la reparación de los tejidos dañados y con sus posibilidades de regeneración. Por último, consideraremos la importancia fisiopatológica de los mecanismos descritos y comentaremos brevemente sus repercusiones en el posible desarrollo de nuevos fármacos de utilidad clínica.









Proliferación celular


La proliferación celular participa en numerosos procesos fisiológicos y patológicos como el crecimiento, la cicatrización, la reparación, la hipertrofia, la hiperplasia y el desarrollo de tumores. Durante muchos de estos procesos existe necesariamente una angiogénesis (desarrollo de nuevos vasos sanguíneos).


Las células en proceso de proliferación pasan por lo que se conoce como ciclo celular, durante el cual las células replican todos sus componentes y se dividen en dos células hijas idénticas. Las tirosina cinasas receptoras o cinasas ligadas a receptores y la cascada de las proteína cinasas activadas por mitógenos (cinasa MAP) (v. capítulo 3) representan componentes importantes de las vías de señalización para las células en proceso de proliferación. En todos los casos, las vías conducen en última instancia a la transcripción de los genes que controlan el ciclo celular.






Ciclo celular


El ciclo celular consiste en una serie de acontecimientos ordenados en varias fases secuenciales (fig. 5.1), que son:




• G1: preparación para la síntesis de ADN.


• S: síntesis de ADN y duplicación cromosómica.


• G2: preparación para la división.


• Mitosis (M): división en dos células hijas.
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Figura 5.1 Fases principales del ciclo celular de las células en proceso de división.




En las células que se dividen de forma continua, G1, S y G2 constituyen la interfase, es decir, la fase entre una mitosis y la siguiente.


Para la división celular se precisa la sucesión controlada de dos acontecimientos críticos del ciclo celular: la fase S (replicación del ADN) y la fase M (mitosis). El comienzo de cada una de estas fases está regulado cuidadosamente y da lugar a dos «puntos de control» (puntos de restricción) en el ciclo: uno al comienzo de S y otro al inicio de M. Si el ADN está dañado, el ciclo se detiene en uno de estos dos puntos. La integridad de los puntos de control resulta esencial para poder mantener la integridad genética y la incapacidad de detener el ciclo celular en los puntos de control cuando es necesario hacerlo constituye la característica distintiva del cáncer.


En un adulto, la mayoría de las células no se divide constantemente; la mayor parte de ellas pasa una cantidad de tiempo variable en una fase de inactividad al margen del ciclo: es la fase denominada G0 (v. fig. 5.1). Las neuronas y las células del músculo esquelético pasan toda su vida en G0; las células de la médula ósea y de la mucosa gastrointestinal se dividen todos los días.


Las células inactivas pueden activarse y pasar a la fase G1 cuando alguna lesión produce estímulos químicos; por ejemplo, una célula epitelial inactiva puede recibir el estímulo de una herida para que se divida y repare la lesión. El impulso para que una célula inicie el ciclo celular (es decir, para que pase de G0 a G1) procede de diferentes estímulos; los más importantes son los factores de crecimiento que actúan sobre los receptores del factor de crecimiento, aunque la activación de receptores acoplados a proteínas G (v. capítulo 3) también puede estimular el ingreso de la célula en el ciclo celular.


Los factores de crecimiento estimulan la síntesis de transductores de señales de dos tipos:




1. Reguladores positivos del ciclo celular que controlan los cambios necesarios para la división celular.


2. Reguladores negativos que controlan los reguladores positivos.





Para que los tejidos y los órganos puedan mantener un número normal de células se requiere un equilibrio entre las fuerzas reguladoras positivas y negativas. La apoptosis influye también en el control del número de células (v. más adelante).






Factores reguladores positivos del ciclo celular


El ciclo celular se pone en marcha cuando un factor de crecimiento actúa sobre una célula inactiva e induce su división. Los factores de crecimiento estimulan la síntesis de reguladores del ciclo celular, que están codificados por los genes de respuesta retardada.


Dos familias de proteínas, las ciclinas y las cinasas dependientes de ciclinas (cdk), controlan la evolución del ciclo. Funcionando de manera secuencial, las cdk fosforilan varias proteínas (p. ej., enzimas), activando unas e inhibiendo otras, para coordinar sus actividades.


Cada cdk se encuentra en estado inactivo hasta que se une a una ciclina, cuya unión permite a la cdk fosforilar la proteína o las proteínas necesarias para una fase determinada del ciclo. La ciclina determina qué proteínas se fosforilan. Una vez que se ha completado la fosforilación, la ciclina es degradada (fig. 5.2) por el sistema ubicuitina/proteasa, que comprende varias enzimas que actúan sucesivamente añadiendo pequeñas moléculas de ubicuitina a la ciclina; el polímero de ubicuitina resultante actúa como una «dirección postal» que dirige la ciclina hacia el proteosoma en el que se degrada.
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Figura 5.2 Representación esquemática de la activación de una cinasa dependiente de ciclina (cdk).


[A] Una cdk inactiva. [B] La cdk inactiva se activa al unirse a una ciclina; a partir de ese momento puede fosforilar un sustrato proteico (p. ej., una enzima). [C] Tras la fosforilación, la ciclina se degrada.




Existen ocho grupos principales de ciclinas. Las más importantes para el control del ciclo celular son las A, B, D y E. Cada ciclina se asocia a una o varias cdk específicas y las activa. La ciclina A activa a las cdk 1 y 2, la ciclina B a la cdk 1, la ciclina D a las cdk 4 y 6 y la ciclina E a la cdk 2. Es esencial la sincronización exacta de todas estas actividades y muchas proteínas del ciclo se degradan después de haber llevado a cabo sus funciones. En la figura 5.3 se representan los efectos de los complejos ciclina/cdk sobre el ciclo celular.
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Figura 5.3 Diagrama esquemático del ciclo celular en el que se han representado las funciones que desempeñan los complejos ciclina/cinasa dependiente de ciclina (cdk).


Los procesos esbozados en el ciclo se producen en el interior de una célula como la que se muestra en la figura 5.4. Cuando los factores de crecimiento estimulan una célula inactiva (en fase G0) para que se divida, la célula pasa a la fase G1 y se prepara para sintetizar ADN. El avance a través del ciclo depende de la acción secuencial de los complejos ciclina/cdk, que se han representado aquí con flechas de colores; cada flecha lleva el nombre de las ciclinas relevantes: D, E, A y B. Junto a las ciclinas importantes se han colocado las cdk. El grosor de cada flecha representa la intensidad del efecto de la cdk en ese punto del ciclo. La actividad de las cdk está regulada por inhibidores de cdk. Si el ADN sufre algún daño, los productos del gen supresor tumoral p53 interrumpen el ciclo en el punto de control 1, para que pueda ser reparado. Si fracasa la reparación, se pone en marcha la apoptosis (v. fig. 5.5). En cada fase G se ha representado esquemáticamente el estado de los cromosomas: como un solo par en G1 y duplicados formando dos cromátidas hijas en G2. En un ciclo subsidiario se han representado algunos cambios que tienen lugar durante la mitosis (metafase, anafase). Tras la división mitótica, las células hijas pueden entrar en fase G1 o G0. Rb, retinoblastoma.




La actividad de estos complejos ciclina/cdk está modulada por diversas fuerzas reguladoras negativas (que consideraremos más adelante), la mayoría de las cuales actúan en uno de los dos puntos de control.


En las células inactivas en G0, la ciclina D está presente en concentraciones muy bajas y la proteína Rb,1 una importante proteína reguladora, se encuentra hipofosforilada. La Rb hipofosforilada mantiene el ciclo celular en el punto de control 1 inhibiendo la expresión de varias proteínas esenciales para la progresión de dicho ciclo. La proteína Rb ejerce este efecto al unirse a los factores de transcripción, que controlan la expresión de los genes que codifican las ciclinas E y A, la ADN polimerasa, la timidina cinasa, la dihidrofolato reductasa, etc., enzimas esenciales para la replicación del ADN durante la fase S.


La acción de los factores de crecimiento sobre una célula en G0 la hace pasar a la fase G1, la fase en la que la célula se prepara para la fase S sintetizando los ARN mensajeros (ARNm) y las proteínas necesarias para que se replique el ADN.


Durante G1, aumenta la concentración de ciclina D y el complejo ciclina D/cdk fosforila y activa las proteínas necesarias.


Hacia la mitad de G1, el complejo ciclina D/cdk fosforila la proteína Rb, liberando el factor de transcripción que activa los genes para los componentes citados anteriormente, esenciales para la siguiente fase de síntesis del ADN. Para pasar de la fase G1 a S (es decir, para superar el punto de control 1) es necesario que actúe el complejo ciclina E/cdk.


Una vez que se ha superado el punto de control 1 ya no se pueden invertir los procesos iniciados y la célula no tiene más remedio que continuar con la replicación del ADN y la mitosis. Los complejos ciclina E/cdk y ciclina A/cdk regulan la progresión a través de la fase S al fosforilar y activar las proteínas/enzimas que intervienen en la síntesis del ADN.


En la fase G2, la célula, que ahora tiene el doble de cromosomas, debe duplicar todos los demás componentes celulares para las dos células hijas. En esta fase se sintetizan los ARNm y las proteínas necesarias.


Los complejos ciclina A/cdk y ciclina B/cdk actúan durante la fase G2 y son necesarios para pasar a la fase M, es decir, para superar el punto de control 2. Para que pueda comenzar la mitosis se requiere la presencia de complejos ciclina B/cdk en el núcleo.


La mitosis consta de cuatro fases:




• Profase. Los cromosomas duplicados (que hasta este momento han formado una masa enmarañada que llena todo el núcleo) se condensan; cada uno de ellos consta ahora de dos cromátidas hijas (el cromosoma original y una copia), que pasan al citoplasma al desintegrarse la membrana nuclear.


• Metafase. Los cromosomas se alinean en el ecuador (v. fig. 5.3).


• Anafase. Un sistema especializado, el aparato mitótico, captura los cromosomas y los arrastra hacia los polos opuestos de la célula en división (v. fig. 5.3).


• Telofase. Se forma una membrana nuclear alrededor de cada dotación de cromosomas. Finalmente, el citoplasma se divide entre las dos células hijas en formación. Cada célula hija quedará en fase G0 y permanecerá así a menos que reciba el estímulo para avanzar a la fase G1, tal como se ha descrito anteriormente.





Durante la metafase, los complejos de las ciclinas A y B fosforilan proteínas citoesqueléticas, histonas, y posiblemente algunos componentes del huso mitótico (los microtúbulos que tiran de las cromátidas durante la metafase).









Reguladores negativos del ciclo celular


Uno de los principales reguladores negativos es la proteína Rb (v. anteriormente) que, mientras está hipofosforilada, mantiene el ciclo bajo control. Los inhibidores de las cdk también actúan como reguladores negativos, ejerciendo su acción principal en el punto de control 1.


Hay dos familias de inhibidores:




1. La familia CIP (proteínas inhibidoras de cdk; también conocidas como KIP o proteínas inhibidoras de cinasas): p21, p27 y p57.


2. La familia Ink (inhibidores de cinasas): p16, p19, p15.





El efecto de p21 sirve como ejemplo del funcionamiento de un inhibidor de ciclina/cdk. La proteína p21 está controlada por el gen p53, un regulador negativo especialmente importante que es relevante en la carcinogénesis, y que actúa en el punto de control 1.






Inhibición del ciclo en el punto de control 1


El gen p53 ha sido bautizado como el «guardián del genoma». Codifica un factor de transcripción proteica: la proteína p53. En las células sanas y normales, la proteína p53 presenta una concentración estable muy baja. Sin embargo, cuando el ADN sufre algún daño, esta proteína se acumula y activa la transcripción de diversos genes, uno de los cuales codifica p21. La proteína p21 inactiva los complejos ciclina/cdk, evitando de ese modo la fosforilación de Rb y deteniendo el ciclo en el punto de control 1 para que se pueda reparar el ADN. Si la reparación es satisfactoria, el ciclo supera el punto de control 1 y pasa a la fase S. Si fracasa, el gen p53 pone en marcha la apoptosis o suicidio celular (v. más adelante).









Inhibición del ciclo en el punto de control 2


Los daños sufridos por el ADN pueden detener el ciclo en el punto de control 2, pero es poco lo que se sabe sobre los mecanismos implicados. Parece que un factor sería la inhibición de la acumulación del complejo ciclina B/cdk en el núcleo


Para más detalles acerca del control del ciclo celular, véase MicroARN (más adelante) y Swanton (2004).





Ciclo celular [image: image]







• El nombre ciclo celular hace referencia a la secuencia de acontecimientos que tienen lugar en el interior de la célula mientras se prepara para la división.


• El ciclo celular se divide en las siguientes fases:



– G1: preparación para la síntesis del ADN.



– S: síntesis del ADN.



– G2: preparación para la división.



– Mitosis: división en dos células hijas.


• Los factores de crecimiento estimulan una célula (de la que se dice que se encuentra en G0) para que se divida; es decir, para que comience la fase G1.


• En la fase G0, una proteína hipofosforilada, codificada por el gen Rb, detiene el ciclo en un punto de control al inhibir la expresión de factores críticos necesarios para que se replique el ADN.


• La progresión a lo largo del ciclo está controlada por unas cinasas específicas (cinasas dependientes de ciclinas; cdk) que se activan cuando se unen a unas proteínas denominadas ciclinas.


• El ciclo depende de cuatro complejos ciclina/cdk principales, en los que participan las ciclinas D, E, A y B; el primer complejo, ciclina D/cdk, libera la inhibición mediada por la proteína Rb.


• Diversas familias de proteínas actúan como inhibidores de las cdk. Destaca por su importancia la proteína p21, que se expresa cuando un daño en el ADN induce la transcripción del gen p53. La proteína p21 detiene el ciclo en el punto de control 1.





















Interacciones entre las células, los factores de crecimiento y la matriz extracelular


Durante la proliferación celular hay una interacción integrada entre los factores de crecimiento, la matriz extracelular (MEC) y las metaloproteasas de la matriz (MMP). La matriz extracelular aporta la estructura de soporte para las células del cuerpo y es secretada por las propias células. Influye profundamente también en el comportamiento celular a través de las integrinas de la célula (v. más adelante). La expresión de la matriz está regulada por los factores de crecimiento y las citocinas que actúan sobre la célula (v. Verrechia y Mauviel, 2007; Järvelainen et al., 2009). La activación de algunos factores de crecimiento depende, a su vez, de la propia matriz, ya que son secuestrados al interactuar con componentes de la matriz y liberados por enzimas (p. ej., MMP) secretadas por las células.


Los factores de crecimiento (que actúan por mediación de tirosina cinasas receptoras o de cinasas acopladas a receptores [v. capítulo 3] que inician el ciclo celular) representan una parte fundamental de estos procesos. Existen numerosos factores de crecimiento, entre los que destacan el factor de crecimiento fibroblástico (FGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento dependiente de las plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y el factor de crecimiento transformador β (TGF-β).


Los componentes fundamentales de la matriz celular son:




• Elementos formadores de fibra, por ejemplo, especies de colágeno (las principales proteínas de la matriz) y elastina.


• Formadores de elementos distintos de la fibra, por ejemplo, proteoglucanos, glucoproteínas y proteínas adhesivas (p. ej., fibronectina). Los proteoglucanos desempeñan una función de regulación del crecimiento, en parte actuando como depósito de factores de crecimiento secuestrados (como se ha especificado anteriormente). Algunos proteoglucanos se asocian a la superficie celular, donde contribuyen a que las células se unan a la matriz. Las proteínas adhesivas mantienen unidos los distintos elementos de la matriz y también forman enlaces entre las células y la matriz por medio de integrinas en las células (v. más adelante).





Otras proteínas de la MEC son la trombospondina (capítulo 24) y la osteopontina (capítulo 35), que no son elementos estructurales, pero que modulan las interacciones célula-matriz y los procesos de reparación. La producción de los componentes de la MEC está regulada por factores de crecimiento, particularmente el factor de crecimiento transformador β (TGF-β).





[image: image] Hasta hace poco, la importancia de la MEC en la acción farmacológica ha sido pasada por alto. Los efectos, tanto beneficiosos como adversos, de algunos fármacos son debidos a efectos sobre la MEC. Así, los glucocorticoides reducen la síntesis de colágeno en la inflamación crónica, los inhibidores de la ciclooxigenasa 2 (COX-2) pueden modificar los procesos de fibrosis mediante una acción propuesta sobre el (TGF-β) y las estatinas pueden disminuir la fibrosis inhibiendo la producción del factor de crecimiento del tejido conjuntivo inducida por la angiotensina (Rupérez et al., 2007). Es posible que la acción de las estatinas (v. capítulo 23) en la disminución de las MMP circulantes y en la reducción de la expresión de MMP contribuya a sus efectos en las enfermedades cardiovasculares (Tousolis et al., 2009). Entre las consecuencias adversas de algunos fármacos atribuibles a efectos sobre la MEC se cuentan la osteoporosis y el engrosamiento de la piel causados por los glucocorticoides (proceso analizado en Järveläinen et al., 2009). La MEC es, asimismo, un importante objetivo en la investigación sobre nuevos fármacos.









Función de las integrinas








[image: image] Las integrinas son receptores unidos a cinasas transmembranales con subunidades α y β. Al interactuar con los elementos de la matriz extracelular presentes en el exterior de la célula (p. ej., fibronectina), las integrinas participan en distintas respuestas celulares, como la reorganización del citoesqueleto (que no se aborda aquí) y la corregulación de la función de los factores de crecimiento. La señalización intracelular que ejercen tanto los receptores de los factores de crecimiento como las integrinas tiene una gran importancia para una proliferación celular correcta (fig. 5.4). La estimulación de las integrinas activa una vía de transducción intracelular que, por medio de una proteína adaptadora y una enzima (cinasa de adherencia focal), puede activar la cascada de cinasas que forma parte de la vía de señalización de los factores de crecimiento. También se pueden producir interferencias entre las vías de las integrinas y de los factores de crecimiento de algunas otras formas (Streuli y Akhtar, 2009). La activación de las integrinas favorece la autofosforilación de los receptores de factores de crecimiento (capítulo 3); por otra parte, la adherencia a la matriz extracelular mediada por integrinas (v. fig. 5.4) no solo suprime las concentraciones de los inhibidores de cdk, sino que también es imprescindible para la expresión de las ciclinas A y D y, por consiguiente, para que progrese el ciclo celular. Por otra parte, las integrinas estimulan las señales que inhiben la apoptosis (v. más adelante), facilitando aún más la acción de los factores de crecimiento. Véanse revisiones de Gamberg et al., 2009 y Barcyzk et al., 2010.





[image: image]

Figura 5.4 Diagrama simplificado del efecto de los factores de crecimiento sobre una célula en fase G0.


El efecto global del factor de crecimiento es la síntesis de transductores para el ciclo celular. Una célula como la que se representa aquí se embarcará en la fase G1 del ciclo celular. La mayoría de los receptores de factores de crecimiento poseen una tirosina cinasa integral (v. fig. 3.15). Estos receptores se dimerizan (forman parejas) y después se fosforilan mutuamente los residuos de tirosina. Los transductores citosólicos iniciales incluyen proteínas que se unen a los residuos de tirosina fosforilada. Para conseguir un efecto óptimo se requiere la cooperación de las integrinas. Las integrinas (que poseen subunidades α y β) conectan la matriz extracelular con las vías de señalización intracelulares y también con el citoesqueleto celular (que no se ha representado aquí). Los receptores acoplados a proteínas G pueden estimular también la proliferación celular, ya que sus vías intracelulares pueden conectar con la cascada Ras/cinasa (que no se ha representado aquí). AP, proteínas adaptadoras; FA cinasa, cinasa de adhesión focal; Rb, retinoblastoma.




Varios anticuerpos monoclonales recientemente introducidos apuntan a las integrinas. Entre ellos están el natalizumab, empleado en el tratamiento de la esclerosis múltiple (Baker y Hagg, 2007) y el abciximab, un antitrombótico (capítulo 24).





Interacciones entre las células, los factores de crecimiento y la matriz [image: image]







• Las células están incluidas en la matriz extracelular (MEC), secretada por las propias células.


• La MEC influye profundamente en las células por mediación de las integrinas celulares; también forma una reserva de factores de crecimiento secuestrados.


• Las integrinas son receptores transmembranales que, al interactuar con elementos de la MEC, cooperan con las vías de señalización de los factores de crecimiento (necesarias para la correcta división de las células) y también actúan como mediadores en ajustes citoesqueléticos que tienen lugar dentro de la célula.


• Al ser estimuladas por los factores de crecimiento, las células liberan metaloproteasas, que degradan la matriz local preparándola para el aumento del número de células.


• Las metaloproteasas liberan factores de crecimiento a partir de la MEC y pueden activar algunos que se encuentran en forma de precursores.

















Función de las metaloproteasas de la matriz








[image: image] Durante los procesos de crecimiento, reparación y remodelación de los tejidos es necesario que las metaloproteasas degraden la matriz extracelular. Estas enzimas son secretadas por células locales en forma de precursores inactivos. Cuando los factores de crecimiento estimulan una célula para que entre en el ciclo celular, también estimulan la secreción de metaloproteasas, que moldean la matriz produciendo cambios necesarios para el aumento resultante del número de células. También intervienen en la liberación de factores de crecimiento a partir de la matriz tal como se ha descrito anteriormente y, en algunos casos (p. ej., interleucina-1β), intervienen también en su transformación de precursores a las formas activas.


Su actividad está regulada por los TIMP (inhibidores tisulares de metaloproteasas), secretados también por células locales.


Además de las funciones fisiológicas citadas, las metaloproteasas participan en la destrucción tisular que se observa en diversas enfermedades, como la artritis reumatoide, la artrosis, la periodontitis, la degeneración macular, la reestenosis miocárdica, etc. También desempeñan una función crucial en el crecimiento, la invasión y las metástasis tumorales. Véanse las revisiones de Clark et al. (2008), Skiles et al. (2004) y Marastoni et al (2008). Se han realizado importantes esfuerzos en el desarrollo de inhibidores sintéticos de las MMP para el tratamiento del cáncer y de los trastornos inflamatorios, aunque los estudios clínicos realizados hasta la fecha han mostrado una eficacia limitada y efectos adversos significativos (v. Fingleton, 2008). La doxiciclina, un antibiótico, inhibe también las MMP y se ha usado de forma experimental para este propósito.


















Angiogénesis


La angiogénesis es un proceso que acompaña normalmente a la proliferación y que consiste en la formación de capilares nuevos a partir de pequeños vasos preexistentes, sin los cuales los nuevos tejidos (incluidos los tumores) no pueden crecer. En el contexto de la proliferación celular, los estímulos angiogénicos son distintos factores de crecimiento y citocinas, especialmente el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). Los acontecimientos se suceden en el siguiente orden:




1. La membrana basal es degradada localmente por las proteasas.


2. Las células endoteliales migran, formando un brote.


3. Las células endoteliales que siguen a las promotoras proliferan por la influencia del VEGF.


4. La matriz se dispone en torno a los nuevos capilares.





Un anticuerpo monoclonal, el bevacizumab, dirigido contra el VEGF, se emplea como tratamiento adyuvante de diversos cánceres (v. capítulo 55) y, también, mediante su inyección en el ojo, para tratar la degeneración macular asociada a la edad, alteración en la que los vasos sanguíneos de la retina proliferan, causando ceguera.









Apoptosis y eliminación celular


La apoptosis es el suicidio de la célula por un mecanismo intrínseco de autodestrucción; consiste en una secuencia de acontecimientos bioquímicos programados genéticamente. Por consiguiente, no es como la necrosis, que consiste en una desintegración desorganizada de células dañadas que generan productos que ponen en marcha la respuesta inflamatoria. Para una revisión detallada véase Aslan y Thomas (2009).


La apoptosis desempeña un papel fundamental en la embriogenia, ya que ayuda a modelar los órganos durante el desarrollo mediante la eliminación de las células superfluas. Es el mecanismo que cada día destruye sin oposición unos 10.000 millones de células del cuerpo humano adulto. Interviene en un gran número de procesos fisiológicos, como el desprendimiento de la mucosa intestinal, la muerte de los neutrófilos cuyo período temporal ha finalizado y la renovación tisular conforme madura el recién nacido. Constituye la base para el desarrollo de la autotolerancia del sistema inmunitario (capítulo 6) y actúa como una primera línea de defensa contra las mutaciones al purgar las células con anomalías en el ADN que podrían experimentar una degeneración maligna.


La alteración de la apoptosis también se ve implicada en la fisiopatología de diversos trastornos. Algunos procesos asociados a una apoptosis excesiva son:




• Enfermedades neurodegenerativas crónicas como la enfermedad de Alzheimer, la esclerosis múltiple y la enfermedad de Parkinson (capítulo 39).


• Alteraciones con lesiones tisulares agudas o pérdida celular como el infarto de miocardio (capítulo 21), el accidente cerebrovascular o la lesión de médula ósea (capítulo 39).


• Depleción de linfocitos T en la infección por el VIH (capítulo 51).


• Artrosis (capítulo 35).


• Enfermedades hematológicas como la anemia aplásica (capítulo 24).





Los ejemplos de apoptosis defectuosa son:




• Evasión de la respuesta inmunitaria por células cancerosas y resistencia a la quimioterapia del cáncer (capítulo 55).


• Enfermedades autoinmunitarias/inflamatorias como la miastenia gravis (capítulo 13), la artritis reumatoide (capítulo 26) o el asma bronquial (capítulo 27).


• Infecciones víricas con erradicación ineficaz de células infectadas por virus (capítulo 51).








[image: image] La apoptosis reviste una especial relevancia tanto en la regulación de la respuesta inmunitaria como en muchos trastornos en los que constituye un componente básico. Se han publicado algunos datos recientes según los cuales los linfocitos T poseen una vía de regulación negativa controlada por receptores de muerte celular programada situados en la superficie celular (p. ej., el receptor PD-1), y normalmente existiría un equilibro entre las vías estimuladoras inducidas por antígenos y esta vía de inducción de la apoptosis sometida a regulación negativa. El estado de equilibro es fundamental para el mantenimiento de la tolerancia periférica. Este equilibrio se encuentra alterado en los trastornos autoinmunitarios, en el «agotamiento» de los linfocitos T en las viriasis crónicas, como la infección por VIH y, posiblemente, en la evitación de la destrucción inmunitaria por los tumores.





Hay pruebas de que la apoptosis es una respuesta por defecto (es decir, que para la supervivencia y la viabilidad de las células puede necesitarse una señalización activa y continua por parte de factores tróficos específicos, citocinas, hormonas y factores de contacto intercelular [moléculas de adherencia, integrinas, etc.]) y que el mecanismo de autodestrucción se pone en marcha automáticamente a menos que estos factores antiapoptósicos lo inhiban de una manera activa y continuada. Diferentes tipos de células necesitan distintos grupos de factores de supervivencia, que funcionan solo en el ámbito local. Si una célula se extravía o se aparta de la zona en la que funcionan sus señales paracrinas de supervivencia, acaba muriendo.


La retirada de estos factores de supervivencia celular (denominada «muerte por abandono») no es la única vía hacia la apoptosis (fig. 5.5). La maquinaria destructora puede ponerse en marcha por ligandos que estimulan receptores de muerte celular («muerte por diseño») y por las lesiones del ADN. Sin embargo, por lo general se acepta la existencia de una íntima conexión entre los procesos de proliferación celular y la apoptosis (v. más adelante).





[image: image]

Figura 5.5 Diagrama simplificado de las dos vías principales de señalización en la apoptosis.


La vía de los receptores de muerte celular se activa cuando ligandos de extinción específicos estimulan estos receptores, como los miembros de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF). Esta estimulación recluta proteínas adaptadoras que activan caspasas iniciadoras (p. ej., caspasa 8), que a su vez activan caspasas efectoras, como la caspasa 3. La vía mitocondrial se activa con distintas señales, como la lesión del ADN. Cuando existe un daño en el ADN que no se puede reparar, la proteína p53 (v. texto y figs. 5.3 y 5.4) activa una vía subordinada que libera citocromo c de la mitocondria, con la consiguiente participación del apoptosoma y la activación de una caspasa iniciadora, la caspasa 9. El apoptosoma es un complejo de procaspasa 9, citocromo c y factor proteasa de activación apoptósica-1 (Apaf-1). Ambas vías convergen en la caspasa efectora (p. ej., caspasa 3), que provoca la muerte de la célula. Normalmente, la vía subordinada de factores de supervivencia impide la apoptosis al inhibir la vía mitocondrial mediante la activación de un miembro antiapoptósico de la familia Bcl-2. El receptor marcado como «R» representa los receptores respectivos para los factores tróficos, los factores de crecimiento, los factores de contacto intercelular (moléculas de adherencia, integrinas), etc. Para que la célula sobreviva/prolifere es necesario estimular constantemente estos receptores. Si no funciona esta vía (representado en gris en este esquema), desaparece este estímulo antiapoptósico. IAP, proteína inhibidora de la apoptosis.








Cambios morfológicos durante la apoptosis


Cuando una célula muere adquiere una forma redondeada, se condensa la cromatina del núcleo y se contrae el citoplasma. A continuación, se forman burbujas en la membrana plasmática y la célula se transforma finalmente, por la acción de una familia de enzimas proteolíticas llamadas caspasas (v. más adelante), en un conjunto de elementos unidos por la membrana que constituyen el «cadáver» de la célula; la célula emite señales del tipo «cómeme», como es la exposición en superficie de fosfatidilserina, etc. Los macrófagos responden a estas señales y fagocitan con gran rapidez los restos. El hecho de que los restos celulares se mantengan unidos a la membrana es relevante, ya que la liberación de los componentes internos al entorno celular podría inducir una reacción inflamatoria no deseada. Una protección adicional frente a este fenómeno sería la liberación de mediadores antiinflamatorios, como TGF-β e IL-10, por los macrófagos encargados de eliminar las células muertas.









Protagonistas principales de la apoptosis


El abanico de posibles reacciones en la apoptosis presenta una enorme complejidad y puede variar no solamente en una misma especie, sino también en distintos tipos celulares. A pesar de ello, como han propuesto algunos investigadores, es posible que la reacción o las reacciones clave que dan lugar a la supervivencia o la muerte celular estén controladas por un único gen o una combinación de ellos. De ser así, existe la fascinante posibilidad de utilizar estos genes como dianas para el desarrollo de fármacos frente a diversas enfermedades proliferativas. El uso del silenciamiento de genes mediante ARN de interferencia (ARNi) permite bloquear la expresión génica con gran eficacia y precisión (v. capítulo 59), y se emplea para identificar los genes antiapoptósicos.


Aquí, solamente ofreceremos un sencillo perfil del complejo repertorio de reacciones apoptósicas. Los protagonistas principales son las caspasas, una familia de cisteína proteasas presentes en forma inactiva en el interior de las células. Estas llevan a cabo una «cirugía» proteica muy delicada, escindiendo selectivamente un grupo específico de proteínas diana (enzimas, componentes estructurales, etc.), inactivando unas y activando otras. En la apoptosis participa una cascada de, aproximadamente, nueve caspasas diferentes. Algunas de ellas actúan como iniciadoras transmitiendo las señales apoptósicas iniciales, mientras que otras se encargan de la fase efectora final de la muerte celular (v. fig. 5.5).


Las caspasas ejecutoras (p. ej., la caspasa 3) separan e inactivan constituyentes celulares tales como las enzimas de reparación del ADN, la proteína cinasa C y los componentes citoesqueléticos. Una ADNasa es activada y corta el ADN genómico entre los nucleosomas, dando lugar a fragmentos de ADN de aproximadamente 180 pares de bases.


Además de las caspasas, otra vía implica una proteína denominada factor iniciador de la apoptosis (AIF), que es liberada por las mitocondrias, penetra en el núcleo y pone en marcha el suicidio celular.


No todas las caspasas son enzimas mediadoras de la muerte; algunas intervienen en el procesamiento y la activación de las citocinas (p. ej., la caspasa 8 interviene en el procesamiento de las citocinas proinflamatorias IL-1 e IL-8).









Formas de apoptosis


Existen dos vías principales para la muerte celular: una de ellas depende de la estimulación de receptores de muerte celular por ligandos externos y la otra se inicia dentro de la propia célula, con la participación de las mitocondrias. Ambas vías activan las caspasas iniciadoras y convergen en una vía final común de caspasas efectoras.






Vía de los receptores de muerte celular


En la membrana plasmática de la mayoría de las células se encuentran los miembros de la familia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNFR; también llamados receptores Fas), que funcionan como receptores de muerte celular (v. fig. 5.5). Los miembros más destacados de esta superfamilia son el TNFR-1 y el CD95 (aka Fas o Apo-1), si bien se han identificado muchos otros (p. ej., el PD-1, un receptor de muerte celular que puede ser inducido en linfocitos T activados, como se ha comentado anteriormente).


Cada receptor posee un «dominio de muerte» en su cola citoplásmica. La estimulación de los receptores por un ligando externo como el propio factor de necrosis tumoral (TNF) o TRAIL2 hace que se unan formando tríos (se trimericen) y recluten una proteína adaptadora que se combina con el trímero uniéndose a los dominios de muerte. El complejo resultante activa la caspasa 8, una caspasa iniciadora que activa a su vez las caspasas efectoras (v. fig. 5.5).









Vía mitocondrial


La vía mitocondrial puede activarse de dos maneras fundamentales: por una lesión del ADN y por la falta de acción de los factores de supervivencia celular.


Cuando el ADN sufre un daño que no se puede reparar, la proteína p53 activa una vía subordinada en la que participan la proteína p21 (v. anteriormente) y miembros proapoptósicos de la familia de proteínas Bcl-2, como Bid, Bax y Bak. Además de estos elementos proapoptósicos, esta familia consta también de miembros antiapoptósicos (p. ej., la propia Bcl-2, que fue la primera de estos reguladores en ser descubierta).3 Se juntan en la superficie de las mitocondrias y compiten entre sí. La rama proapoptósica de la familia (p. ej., Bax) favorece la liberación de citocromo c mitocondrial; la rama antiapoptósica inhibe este proceso. El citocromo c liberado se combina con una proteína denominada Apaf-1 (factor activador de proteasas apoptósicas-1) y seguidamente ambos se combinan con la procaspasa 9, activándola. Esta última enzima activa la vía de caspasas efectoras. El trío formado por el citocromo c, Apaf-1 y la procaspasa 9 recibe el nombre de apoptosoma (v. fig. 5.5). Véase Riedl y Salvesen (2007).


Obsérvese que el óxido nítrico (v. capítulo 20) es otro mediador con posibles acciones proapoptósicas y antiapoptósicas.


En las células normales, los factores de supervivencia (especificados anteriormente) están activando de forma continua unos mecanismos antiapoptósicos y la retirada de estos factores puede provocar la muerte celular de diferentes maneras, dependiendo del tipo de célula. Un mecanismo muy frecuente es un desequilibrio entre los miembros de la familia Bcl-2, que conlleva la supresión de la estimulación de la proteína Bcl-2 antiapoptósica, de manera que queda sin contrarrestar el efecto de las proteínas Bcl-2 proapoptósicas (v. fig. 5.5).


Las dos vías principales de apoptosis están conectadas entre sí, ya que la caspasa 8 de la vía de los receptores de muerte celular puede activar la proteína Bcl-2 proapoptósica y, por tanto, la vía mitocondrial.






MicroARN, ciclo celular y apoptosis


Los microARN (miARM), descubiertos apenas en la última década, constituyen una familia de pequeñas secuencias de ARN no codificadoras, presentes en los genomas de plantas y animales y de los que ahora se sabe que inhiben la expresión de genes que codifican la regulación del ciclo celular, la apoptosis (v. fig. 5.5) y la diferenciación y el desarrollo celulares (Carleton et al., 2007; Lynam-Lennon et al., 2009). En torno al 3% de los genes humanos codifican miARN y se ha planteado la hipótesis de que en torno al 30% de los genes humanos que codifican proteínas sean regulados por miARN. Actualmente, se considera que la expresión de miARN está asociada a diversas enfermedades como diabetes, obesidad, enfermedad de Alzheimer, enfermedades del sistema cardiovascular, trastornos inflamatorios, enfermedades neurodegenerativas (Barbato et al., 2009) y diversos cánceres (Wurdinger y Costa, 2007). Se cree que la desregulación del miARN puede estar implicada en la carcinogénesis, la metástasis y la resistencia a los tratamientos oncológicos (Garzon et al., 2009). De hecho, existen evidencias de que los miARN también pueden actuar como oncogenes y/o genes de supresión tumoral y en la regulación de linfocitos T (Zhou et al., 2009). No es sorprendente que los miARN se consideren como dianas para el desarrollo de nuevos fármacos eficaces en numerosos estados patológicos (Liu et al., 2008; Stenvang et al., 2009; Tasi y Yu, 2010).





Apoptosis [image: image]







• La apoptosis consiste en la muerte celular programada, esencial para la embriogenia y la homeostasis tisular; depende fundamentalmente de una cascada de proteasas: las caspasas. Dos grupos de caspasas iniciadoras convergen en un solo grupo de caspasas efectoras.


• Existen dos vías fundamentales para la activación de las caspasas efectoras: la vía de los receptores de extinción y la vía mitocondrial.



– La vía de los receptores de extinción depende de la estimulación de miembros de la familia de receptores del factor de necrosis tumoral; la caspasa iniciadora más importante es la caspasa 8.



– La vía mitocondrial es activada por factores internos como lesiones del ADN, que inducen la transcripción del gen p53. La proteína p53 activa una vía subordinada que desemboca en la liberación del citocromo c mitocondrial. A su vez, este se combina con la proteína Apaf-1 y juntos activan la caspasa iniciadora 9.


• En las células intactas, los factores de supervivencia (citocinas, hormonas, factores de contacto intercelular) están activando constantemente una serie de mecanismos antiapoptósicos. Si cesa el estímulo de los factores de supervivencia, se produce la muerte celular a través de la vía mitocondrial.


• Las caspasas efectoras (p. ej., la caspasa 3) ponen en marcha una vía que provoca la escisión de los componentes celulares: ADN, componentes citoesqueléticos, enzimas, etc. La célula queda reducida a un conjunto de elementos unidos por la membrana, que son fagocitados finalmente por los macrófagos.
























Repercusiones fisiopatológicas


En una sección anterior se ha explicado brevemente que la proliferación y la apoptosis celulares intervienen en numerosos procesos fisiológicos y patológicos, entre los que figuran:




• El crecimiento de tejidos y órganos en el embrión, y posteriormente a lo largo de la infancia.


• La reposición de células perdidas o cuyo período vital ha caducado, como leucocitos, epitelio intestinal y endometrio uterino.


• Respuestas inmunológicas, entre las que se incluye el desarrollo de tolerancia inmunitaria a proteínas del huésped.


• La cicatrización y reparación tras una lesión o inflamación.


• La hiperplasia (aumento del número de células y de tejido conjuntivo) asociada a la inflamación crónica, la hipersensibilidad o los procesos autoinmunitarios (capítulo 6).


• El crecimiento, la invasión y las metástasis de los tumores (capítulo 55).


• La regeneración tisular.





La función que desempeñan la proliferación y la apoptosis celulares en los dos primeros procesos citados es muy evidente y no precisa más comentarios, y su participación en la tolerancia inmunitaria se ha comentado brevemente en una sección anterior. Sin embargo, los procesos restantes merecen un comentario adicional.






Reparación y cicatrización


La reparación tiene lugar cuando se ha producido una lesión o una pérdida de tejido; de igual modo, interviene en la resolución de las reacciones inflamatorias locales inducidas por un patógeno o un compuesto químico irritante. En algunos casos, los daños o las pérdidas tisulares pueden estimular procesos de regeneración, la cual difiere sustancialmente de la reparación y se describe en otro apartado posterior.


En la reparación y la cicatrización tiene lugar una sucesión ordenada de acontecimientos que incluyen la migración celular, la angiogénesis, la proliferación de células del tejido conjuntivo, la síntesis de matriz extracelular y, por último, la remodelación, coordinados todos ellos por los factores de crecimiento y las citocinas correspondientes a ese tejido determinado. El TGF-β es una citocina clave en muchos de estos procesos. (Existe un notable solapamiento entre la reacción inflamatoria y la reparación respecto a los tipos celulares y los mecanismos activados.)









Hiperplasia


La hiperplasia (proliferación celular y expansión de la matriz) es una característica distintiva de los trastornos inflamatorios crónicos, de hipersensibilidad y autoinmunitarios, como la artritis reumatoide (capítulos 6, 17 y 26), la psoriasis, las úlceras crónicas, la enfermedad pulmonar obstructiva crónica, los procesos que originan la hiperreactividad bronquial del asma crónica (capítulo 27) y la glomerulonefritis. Las células y los acontecimientos implicados se describen con mayor detalle en el capítulo 6.





Reparación, cicatrización y regeneración [image: image]







• La reparación y la cicatrización se producen cuando se lesiona o pierde el tejido y también están implicadas en la resolución de una reacción inflamatoria local frente a un patógeno o irritante químico. Implican la activación y proliferación de las células del tejido conjuntivo, los leucocitos y los vasos sanguíneos.


• La regeneración es la sustitución del tejido u órgano lesionado o perdido. Implica la activación de células madre primitivas con capacidad de convertirse en cualquier célula del organismo. La regeneración de un órgano o tejido es rara en mamíferos. Si un mamífero se lesiona o tiene que someterse a la extirpación de un tejido, los procesos de reparación, que a menudo se acompañan de la consiguiente cicatriz, suelen hacer buena la lesión.


• Puede que la reparación (con cierre rápido del defecto tras una pérdida de tejido) sea una compensación alcanzada por los mamíferos durante la evolución frente a la pérdida de su capacidad de regeneración. Sin embargo, trabajos recientes han sugerido que se pueden activar en los mamíferos las vías de regeneración originales, al menos en cierto grado y en algunos órganos.








De igual modo, la proliferación celular y los procesos apoptósicos participan en la ateroesclerosis (capítulo 23), la reestenosis y la reparación miocárdica tras un infarto (capítulo 21).









Crecimiento, invasión y metástasis de los tumores


Las alteraciones de las vías de señalización de los factores de crecimiento, las vías antiapoptósicas y el funcionamiento de los elementos controladores del ciclo celular influyen notablemente en la patogenia tumoral. Los nuevos datos acerca de estos mecanismos están permitiendo el desarrollo de nuevos abordajes para el tratamiento del cáncer. Véase más adelante y capítulo 55.









Células madre y regeneración


La regeneración que tiene lugar como consecuencia de una lesión o la pérdida tisular implica la restitución o la reposición del área de modo que sea idéntica a lo que era anteriormente.


Muchos animales, como los anfibios y otros órdenes inferiores, muestran una extraordinaria capacidad de reparación tisular, e incluso pueden desarrollar de nuevo un órgano, como una extremidad. El proceso clave es la activación de las células madre, células no diferenciadas dotadas de la capacidad de dar lugar a cualquier célula especializada del organismo, o a la mayoría de ellas. Estas células abundan en los órganos de los anfibios y, además, muchas células especializadas pueden invertir su diferenciación para convertirse de nuevo en células madre. A continuación, estas células madre se multiplican y siguen de nuevo las rutas embriogénicas de generación del órgano (p. ej., una extremidad), se dividen varias veces y finalmente se diferencian en los distintos tipos celulares necesarios para sustituir la porción desaparecida.


No obstante, la capacidad regenerativa ha desaparecido en los mamíferos durante la evolución y actualmente tan solo se mantiene en algunos tejidos. Las células sanguíneas, el epitelio intestinal y las capas más externas de la piel son sustituidos constantemente a lo largo de la vida. En los órganos más diferenciados, como el hígado, el riñón y los huesos, existe una actividad baja de recambio y reposición celulares. Se trata, en esencia, de un fenómeno de renovación fisiológica efectuada por células madre locales específicas para tejidos.


Casi por sí solo, el hígado posee una gran capacidad de reposición cuando se extirpa una porción grande del mismo. Puede regenerarse hasta alcanzar su tamaño inicial en un período temporal muy breve, siempre y cuando se haya conservado intacto al menos un 25% del órgano.4 En este proceso intervienen células hepáticas parenquimatosas maduras junto a otros tipos celulares del hígado.


Aunque se sabe que las células madre están presentes en la mayor parte de los tejidos en mamíferos adultos, su número es muy escaso, ya que la gran mayoría de las células en la mayoría de los tejidos están diferenciadas de manera irreversible. Cuando un mamífero sufre un daño o se extirpan sus tejidos, los procesos de reparación suelen corregir las lesiones ocasionadas, frecuentemente con las consiguientes cicatrices. Aparentemente, el cierre rápido de la herida tras la pérdida de una porción tisular (que se realiza de forma notablemente más rápida por los mecanismos de reparación) tiene prioridad sobre la regeneración.


Hasta hace poco tiempo se creía que esta situación era universal, con contadas excepciones, algunas de las cuales se han enumerado anteriormente. Sin embargo, algunos trabajos recientes han sugerido que sería posible activar en mamíferos las vías de regeneración originales, al menos en cierta medida y en algunos órganos. Aunque la regeneración de un órgano perdido, como sucede en los anfibios, es a todas luces imposible en el ser humano, la regeneración de áreas limitadas de un tejido o una pequeña porción de un órgano podría ser factible. Para ello, sería necesario estimular la proliferación, el desarrollo y la diferenciación de algunas células madre en los tejidos adecuados. Asimismo, y esta posibilidad es menos probable en el ser humano, se podría inducir la inversión de la diferenciación de algunas células especializadas. Este proceso puede tener lugar en algunos mamíferos en situaciones especiales (v. más adelante). No obstante, es posible que la reparación represente al Jano de la regeneración, ya que la reparación compensaría la desaparición de la capacidad de regeneración en mamíferos.





[image: image] ¿Dónde se pueden obtener las células madre que desarrollen funciones regenerativas? Son varias las posibilidades que están siendo investigadas y, en algunos casos, sometidas a ensayos clínicos, entre ellas las siguientes:




• Células madre embrionarias (disponibilidad limitada e importantes cuestiones éticas).


• Células madre mesenquimatosas obtenidas de médula ósea (Huang et al., 2009; Stapenbeck y Miyoshi, 2009).


• Células madre obtenidas de músculo (Sinanan et al., 2006).


• Células madre pluripotentes inducidas humanas (Nishikawa et al., 2008).


• Células progenitoras residentes en tejidos.








Para que un tejido como el hígado se regenere, las células madre en tejidos locales específicos deben ser estimuladas mediante factores de crecimiento para que entren en el ciclo celular y continúen su proliferación. Asimismo, otros procesos clave serían:




• Angiogénesis dirigida a crear los vasos sanguíneos necesarios.


• Activación de MMP y factores de crecimiento para sustituir la matriz que debería contener a las nuevas células.


• Interacción entre la matriz y las integrinas y fibronectina con el objeto de conectar los nuevos elementos.





También sería preciso sustituir simultáneamente los componentes del tejido conjuntivo dañado (fibroblastos, macrófagos, etc.)


Dado que la mayor parte de los tejidos no se regeneran de manera espontánea, los mecanismos potencialmente recuperadores de la capacidad regenerativa pueden ser de inmenso valor para el tratamiento de numerosas enfermedades. Dos áreas en las que se han comunicado recientemente progresos importantes son la regeneración de músculo cardíaco después de un infarto (capítulo 21) y la sustitución de células secretoras de insulina para el tratamiento de la diabetes mellitus de tipo I (capítulo 30).






Músculo cardíaco


En general se asume que el músculo cardíaco es incapaz de regenerarse. Sin embargo, en una cepa determinada de ratón, cuando una porción del corazón sufre lesiones al ser congelada, no se ponen en marcha procesos de reparación, sino que la zona dañada se regenera en el plazo de unos meses. En el perro se observa la regeneración del tejido cardíaco tras una insuficiencia cardíaca aguda. En el ser humano se ha observado mitosis de los miocitos en el corazón sano, así como proliferación de estas células inmediatamente después de un infarto. De hecho, la secuencia de acontecimientos descrita anteriormente sucede durante la remodelación posterior a un infarto de miocardio en roedores (Nian et al., 2004).


Más recientemente, se ha demostrado que el tratamiento con células madre mejora la función ventricular en la insuficiencia cardíaca (Gaetani et al., 2009) y reduce las dimensiones del infarto y la función sistólica en pacientes afectados por infarto de miocardio (Piepoli y Capucci, 2009).









Células secretoras de insulina


Los resultados de los ensayos clínicos en curso en pacientes con diabetes de tipo I indican que el trasplante de células madre hematopoyéticas puede eliminar la necesidad de administrar inyecciones de insulina diarias (Voltarelli et al., 2007).















Perspectivas terapéuticas


Se están realizando esfuerzos sustanciales para hallar compuestos que inhiban o modifiquen los procesos descritos en el presente capítulo. Hasta la fecha, hay pocos que sean de uso clínico, siendo los principales ejemplos los anteriormente mencionados, pero es probable que dichos fármacos ocupen un papel significativo en la farmacología de la próxima década; también se está trabajando mucho en el desarrollo de nuevos fármacos para el tratamiento del cáncer. En teoría, todos los procesos podrían ser dianas farmacológicas para el desarrollo de nuevos fármacos. Aquí nos centraremos en aquellos abordajes que, probablemente, se muestren más fructíferos.






Mecanismos apoptósicos


Los compuestos que pueden modificar la apoptosis están siendo objeto de una intensa investigación (Melnikova y Golden, 2004; MacFarlane, 2009); aquí analizaremos algunas de las líneas más importantes a este respecto.


Los fármacos que favorecen la apoptosis mediante diversos mecanismos fueron anunciados como potenciales innovaciones en el tratamiento del cáncer y están siendo objeto de estudio, aunque ninguno de ellos ha sido aprobado aún para su utilización clínica. Los posibles abordajes proapoptósicos terapéuticos han de dirigirse con precisión hacia los tejidos enfermos, a fin de evitar el riesgo evidente de lesionar otros tejidos. Entre los ejemplos más significativos están los siguientes:




• Un compuesto antisentido contra el Bcl-2 (oblimersén) está en estudio en fase III para el tratamiento de la leucemia linfocítica crónica.


• El obatoclax, una pequeña molécula inhibidora de la acción de la Bcl-2, está en estudio en fase I/II para el tratamiento de las neoplasias malignas hematológicas. Para más detalles véase de MacFarlane (2009).


• La tecnología del microARN puede utilizarse también para favorecer la apoptosis (v. fig. 5.5).


• Dos anticuerpos agonistas monoclonales del ligando de receptores de muerte celular TRAIL (mapatumumab y lexatumumab) están en estudio en fase I/II para su uso en tumores sólidos y linfomas (MacFarlane, 2009).


• Un nuevo fármaco, el bortezomib, que inhibe el proteosoma, se halla disponible para el tratamiento de determinados cánceres. Induce la formación de Bax, proteína promotora de la apoptosis de la familia de la Bcl-2, que actúa mediante la inhibición de la Bcl-2 antiapoptósica. El bortezomib actúa inhibiendo parcialmente la acción de NFκB (v. capítulo 17).


• Un inhibidor endógeno de la caspasa, la survivina, está presente en concentraciones elevadas en ciertos tumores, siendo su gen uno de los más específicos del cáncer en el genoma. Una pequeña molécula supresora de la survivina se encuentra en fase de estudio clínico (Giaccone y Rajan, 2009) con el objetivo de obtener caspasas libres que induzcan el suicidio celular.





A pesar del interés de la inhibición de la apoptosis como medio de prevención o tratamiento de un amplio espectro de trastornos degenerativos, el éxito en el desarrollo de inhibidores para su uso clínico se ha mostrado esquivo hasta la fecha; varios compuestos investigados no se han mostrado eficaces en los ensayos clínicos:




• La utilización de un anticuerpo bloqueante del receptor de muerte celular PD-1 marca una línea de investigación potencialmente fructífera en el tratamiento de la infección por el VIH o por los virus de la hepatitis B y C, así como de otras infecciones crónicas y de algunos cánceres que expresan el ligando para PD-1 (Williams y Bevan, 2006).


• Varios inhibidores de la caspasa están siendo investigados para analizar su posible uso en el tratamiento del infarto de miocardio, el accidente cerebrovascular, la hepatopatía, el trasplante de órganos y la sepsis. El emricasan (IDN-6556) está siendo sometido a ensayos en pacientes que necesitan un trasplante de hígado.
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Fosfodiesterasa de tpo V. Sildenafilo 3
Dhidrofolato reductasa Trimetoprima 3.
Metotrexato 55
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Transportador MDR Verapamio 55
Otros
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56 Comentan en los captuos 49-55.
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oo lgual que para Ge, también foctos imitados de & subunicad o Bloqueado por a torina pertussis, Ocure
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