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La comunicacion célula-célula por
senales extracelulares involucra seis
pasos

e Sintesis de la molécula de senalizacion
por la célula sefializadora

e Liberacion de la molécula de senalizacion
por la célula sefializadora

» Transporte de la sefal a la célula blanco

» Deteccion de la seial por un receptor
especifico

« Remocion de la sefal, terminando asi la
respuesta celular

Las moléculas de sefnalizacion
funcionan a distintas distancias

{a) Endocrine signaling {c) Autocrine signaling
Key:
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Target sites on same cell

(b) Paracrine signaling (d) Signaling by plasma membrane-attached proteins

Secretory cell Adjacent target cell Signaling cell Adjacent target cell




TRANSDUCCION DE SENALES
(Cell Signaling- Signal transduction):

TRANS (al otro lado) - DUCTO (que lleva)

Son los eventos moleculares de transferencia
de informacién vectorial que ocurren dentro
de las células o entre ellas y que relacionan
los cambios externos con las
correspondientes respuestas internas.

Objetivos de la transduccidn de
senales

e Comunicar una sefnal del mundo exterior
al mundo interior de una célula
(extraorganismo)

e Comunicar una célula con otra célula
(intraorganismo)

« Amplificar y decodificar la senal




Tipos de senales
transduccionales

* 1° mensajeros Sefial
* 2° mensajeros Recepcion
Amplificacién
» 3° mensajeros Transduccién
Respuesta(s)

SIGNALOSOMA

» Cada tipo celular expresa un repertorio unico de genes
gue codifican para componentes transduccionales.

* En las etapas finales del desarrollo, las células
expresan un fenotipo particular y este proceso de
diferenciacién_celular_incluye la expresion de un set
distintivo de componentes transduccionales que
controla sus funciones particulares.




Un remodelado anormal de los sefalosomas origina
defectos en la transduccion de sefiales que tiene como
consecuencia la génesis de enfermedades.

Components of Ras-dependent Signaling Pathways
Implicated in Human Cancer

* Growth foctor Breast ca.
» Receptor

[ Survival Marility Proliferation Diffﬂ'cn‘rimim]




Alfabetos

L'ALP ABET F ANCALS ., .
Son agrupacion de simbolos con

ABC E F un orden determinado.

TU . WXYTX Se.utiliza en el Ienguaje escrito y
sirve para comunicarse.

Primeros mensajeros

» Son los caracteres de un alfabeto bioldgico de
comunicacion entre células para regular una
determinada funcidn o proceso

La comunicacion mediante primeros mensajeros

» Es un proceso indispensable en los seres
pluricelulares debido a su especializacion
celular

 Esencial para la regulacion de la homeostasis
(mantencién del medio interno)




Primeros mensajeros

Hormonales (polipéptidos, esteroides)
Fisicos (radiaciones, presion, etc)
Metabdlicos (glucosa, lipidos, H*, etc)

Proteinas (ECM, receptores de otras
células, etc)

Factores de crecimiento
Neurotransmisores

Papel de los primeros
mensajeros

Regulan el funcionamiento basico y
normal de las células
Metabolismo basico (regulacion de las
vias bioguimicas)
Respuesta celular (transcripcion génica)
Proliferacion celular (ciclo celular)
Movimiento celular (matriz extracelular)
Crecimiento celular (organogénesis)




Homeostasis energeética

Moléculas que transportan energia
Entre células (glucosay acidos grasos)
Dentro de la célula (ATP, NADH/NADPH)

Regulacion de la energia

Catecolaminas: movilizacion urgente de energia

Glucagon: movilizacion de energia
Insulina: almacenar energia

T

Glucosa
sangre

Un ejemplo concreto:

Emisor Receptor

Células con

Células B pancreéticas )
receptores Insulina

Mensaje

DECODIFICACION

m===- | CODIFICACION || ==ssl-| DECODIFICACION || =l

GLUT-4 blucosa

Insulina

Respuesta

1\Ingreso




¢, Como se reconocen y decodifican
estos mensajes?

Mecanismo de Accion
Receptores de Superficie

» Los receptores para las hormonas
proteicas, peptidicas, catecolaminas y
eicosanoides estan localizados en la
membrana plasmatica.

La unién del ligando a su receptor
inicia una serie de eventos que llevan a
la generacibn de los segundos
mensajeros dentro de la célula.




Interaccion 1° mensajero-receptor:

evento determinante de una respuesta

bioldgica

M + R <= MR

Cantidad de mensaje
(concentracién)

N°y tipos de
enlaces quimicos

Afinidad
Namero o densidad Alta
Tipo de receptores Baja
Tipos de uniones
= Total binding
] A

40,000 -

30,000 [~

20,000 —

insulin bound (molecules per

Situacion real (union total)
L*+ R+ X LR + L*.X ¢

10,000 (—

Specific binding
B

Nonspecific binding
b

a 20 40

80 20 100

Unidn inespecifica: exceso L ) sl o)

L*+ R+ X+ L LR + L*.X
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Ecuacion de Scatchard
Linearizacion de una curva de
saturacion

B/F
R
B/F=A-mB > n
A: intercepto eje Y \/
Pendiente=m =Ka B

Kd: constante disociacion: 1/Ka 6 1/m
SiB/F=0 n:numero dereceptores

Transduccidon de sefnales

Es un proceso dinamico en la que hay
mecanismos de encendido (ON) para que la
informacion fluye rio debajo de la via en respuesta
al estimulo externo (flechas verdes) y también
aquellos opuestos (mecanismos de apagado o
OFF) que permiten desconectar el sistema de
transduccién una vez que el estimulo externo ha

cesado su accion (flechas rojas).
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Mecanismos de transferencia de informacioéon

Cambio en el estado de actividad de un componente
“upstream” lleva a un cambio en la actividad del
componente “down-stream”.

Cambio es generalmente vectorial

Cambio puede conducir ya sea a activacion o
inhibicion. Esta es una interaccion especifica. (ej.
fosforilacién de un blanco puede aumentar o reducir
su actividad)

Vias versus redes (“networks”)

Las vias generalmente involucra una cascada de
reacciones simples que conducen al flujo de
informacion.

Ejemplos de vias

1) Vias asociadas a proteinas G
2) Via RTK—-Ras—-MAPK
3) Via receptor citokina—JAK-Stat
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Via transduccional lineal

W

Efector AderiiTato c\elea a 8

CAMP ATP Transductor

o .
2° mensajero G, heterotrimérica

CAMP Proteina Kinasa A
[ N )
I I Proteinas fosforiladas

Cambio en actividad de enzimas,
canales, factores de transcripcion

+ Metabolismo glucosa
Contractilidad cardiaca
Expresion génica

Vias versus Networks

Networks se originan de las interacciones
donde un componente de una via regula la
actividad de una segunda via.

Un ejemplo de un network:

Interacciones entre vias RTK-Ras—MAPK y RTK-PLC-PKC
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Consecuencia del networking: un loop de
retroalimentacion que tiene biestabilidad

Activacion
persistente
. <z : . Bhalla & lyengar (1999)
Estimulacion proliferaciéon Science 283:381

Tipos de receptores de membrana

f- adrenergic receptor

PPy
Cytoplazm
L el

Q-""
| -
Irzulin receptar \.&“ﬂ:‘.ﬂ

Extracellular
space
AHEBRAREERREERRERS RARARRAR RS R R RRRAREAE e i B Ry
Sl e e e e i R TR SRR TRyt
r

E pidermal growth
factor receptor
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Metazoan specific
Chordate specific

Vertebrate specific

Los 6 criterios para ser un 2° mensajero:

1. Deben imitar la accion biolégica del 1° mensajero
2. Son compuestos quimicos de masa molecular pequefia que

difunden al interior de la célula, transportando informacion.

. Sus concentraciones intracelulares se modifican espacial y
temporalmente.

. Son generados enziméaticamente o liberados desde
reservorios intracelulares especificos

. Son efimeros es decir tienen una vida media muy corta pues
son rapidamente degradados por sistemas enzimaticos o
almacenados en reservorios intracelulares especificos.

. Son reconocidos por dominios especificos en efectores
proteicos, regulando actividad biolégica de enzimas,
canales, transportadores, factores de transcripcion, etc.
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Clasificacion de 2° mensajeros

1. Mensajeros hidrofilicos

Son solubles en agua

Residen en el citosol

Interaccionan con sus efectores en este compartimento
Ejemplos: cAMP, cGMP, IP3y calcio

2. Mensajeros hidrofobicos

+ Se encuentran o generan en membranas biolégicas
(plasmaética, nucleo, etc)

« Difunden en la membrana para acceder a sus proteinas
efectoras de membranay regulan su actividad.

* Ejemplos: diacilglicerol, PIP2, PIP3

3. Mensajeros gaseosos
* NOyCO

2° mensajeros

0. Aor G h 0"} 2+
7 ! OH;

H,0—Ca

\ (/ \OHI
p—0 OH Hy
OM;
-0
cAMP, cGMP Calcium ion Inositol 1,4,5-trisphosphate (IPs)
0 _OH
S A ’
d / < o] ~H
rd
o~
- e . - » . Py P o - ) _F,:
Diacylglycerol (DAG) 4]
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Los efectores de los 2°M son diversos

EXTRACELLULAR
SIGNAL MOLECULE
RECEPTOR PROTEIN
l INTRACELLULAR
‘ SIGNALING PROTEINS

|
@

/ l \ TARGET

- C ® PROTEINS

metabolic gene regulatory cytoskeletal

enzyme protein protein
altered altered gene altered cell
metabolism  expression shape or
movement

¢, COmo actuan estos 2°M
hidrofébicos o hidrofilicos?

extracellular

Diacylglycerol
PtdinsP, N
x
b PK PK
— effector protein—p { :",',’.!’.;i';'f.; } inactive) ¥ | active

N— —r messenger
activated substance
receptor
(®
diffusable messenger

cAMP, —

cGMP, <

Ca

InsP,

signal l
signal

activation of protein kinases
Ca?* release
ion entry via ion channels
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G-Protein Coupled Receptor
(GPCR)

Sistema receptor de membrana

Receptor - Transductor - Amplificador

Reconoce seiial Decodificasefial Genera 2° mensajero
externa Multiplica seiial
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Receptores de membrana acoplados a
proteina G (GPCR)

Receptor G protein Effector
|Ifi('>fi')l|f'f. { i f | ‘| i ;:‘i:ﬁr'.'f‘l%lulh"‘;ﬁ;f;f,ff‘|'fjff?- T .J.‘\"ﬁ!i.'!xl'.llhxlfk%{:‘[(:!’T‘fﬁﬁ?](‘?ﬁ?ﬁf{lﬁ?‘l‘f“I AP RAARRAART
SSGU T L B K j‘;‘&é%’i";:-&:‘ﬁﬁ”‘JB‘J.‘L*)' SEUELASEEEEY SESELIES

= 1,000 Adenylyl cyclase
Adrenergic 15 e-subunits Phospholipases C & A;
Dopaminergic 6 B-subunits cGMP phosphodiesterase
Opioid 12 y-subunits Potassium channels
Sensory - rhodopsin, Calcium channels

olfactory, taste
Glycoprotein hormones

Lipids and other
small molecules

GPCRs

Son proteinas integrales de membrana que tienen:

7 dominios hidrofobicos =7 hélices transmembrana

Funciones: reconocer sefiales externas y tranducir

desde afuera hacia adentro

Activan proteinas G heterotriméricas, las que

activan o inhiben un efector: ej. adenilil ciclasa,

fosfolipasas o canales ionicos
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GPCRs

Son el blanco del 50% de los actuales farmacos.

Regulan virtualmente todos los procesos fisiolégicos
conocidos en los mamiferos.

Son la 4° superfamilia en el genoma humano con més de
1.000 genes.

Son activados por hormonas, quimioquinas,
neurotransmisores, iones, odorantes, palatantes,
fotones de luz.

Modificaciones post-transduccionales

Glicosilacién
Contribuye a estabilidad, afinidad por ligando y
transduccién.

Palmitoilacion
Forma 4° loop intracelular
Modula internalizacion, desensibilizaciéon

Contribuye a acoplamiento de ERK a algunos
receptores

Fosforilacion
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Receptores de membrana de 7

hélices mas importantes

RBCBDTCI ﬂi ﬂ; Bg a“%mTﬂ'Er t; MZ

PiimaryGprotein G, GJG G6JG 6/G; G G

Tissue distibution  Heart Heart lung, vessels,  Adipose fieat  Heart, vessels, Coronary vessels, CNS, ~ Heart

idney smooth muscke pancreas, platelets

Pimaryefectorin ~ AC,Ltype  AC, Lype AC PLCB AC AC. K’ channels

feart Usste Ca"chamel ~ Ca" chamnel

Signals TcAMPIPKA  TcAMPIPKAMAPK  TcAMPIPKA  TDAGInsP, AcAVP/PKA JcAPIPKA
PKC, MAPK TPIK

Endogenous NA,A NA. A NA A NA. A angioiensinll,  NA A ACh

agonist endotheln

Estructura de los GPCRs:
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Nomenclatura en la estructura
del GPCRs

MN-Terminal Segment

|
Exoloop 1 Exoloop 2
-5

C o 1 — "
g Cytoloop 2 Cytoloop 3 Cm? i

C-Terminal Segment

Exoloop 3
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cR1

(1= 106, [1107-415)
i) CYP+ YOH-
(i) ACH

(i) 1SO=EPI=PAC

CR2

(x1-173, fJ174-415)
N CYP», YOH-

) ACt

i) 1SO=EPI=PAC

CR3

(1276, J261-415)
) CYPs, YOH-
) A

(i) IS0>PAC=ER]

CR4
(1370, p2509-418)
1) CYPs, YOH

() AC

(Hi) ND

CRS
(B1-262, «344-450)
) CYP-, YOH

) AC-
i) MO

CR: chimeric receptors

CRO
(1295, o397 -450)
i CYP-, YOH*
() ACT

) EPI=ISO=PAC

CR7T
(1106, B107-295, u3IBT—450)

[

CR8
(1173, P174-205, 3BT-450)

i) CYP-, YOH-
) ACe
(i) PAC=EPI=IS0

CR9
(1=-210, B214-295, aIST-450)

@) CYP-, YOH-
(M) AG*
(i) PACEPI=ISO

CR10
(1=173, B174-262, aI44-450)
) CYP-, YOH

i) AC-
() MO

Principales dominios funcionales
en la estructura del GPCRs

HzN Zona de fijacion del ligando

Zona de fijacion

ala proteina G

COOH
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GPCRs

Sitios para acoplamiento y activacion de proteina G estan
principalmente en el 3° loop intracelular, pero también en el 2°
loop y dominio COOH-terminal

Cytoplasm
— X~ T kX

2 Y E B E 28
53 K OH K B I H B
R ./ ./

Promiscuidad en acoplamiento a proteina G

Transicion de estado inactivo a uno activo: reorganizacién de las
hélices TM3y TM6

Caracteristicas estructurales

generales

Un segmento amino terminal extracelular (7-595 aa)
Nucleo del receptor : 7 segmentos de transmembrana
(20-27 aa)

3 loops extracelulares (5-230 aa)

3 loops intracelulares (5-230 aa)

Segmento COOH terminal intracelular (12-359 aa)

4° loop intracelular es palmitoilado en Cys.

Existe una pequefa correlacion entre el tamafio del
segmento N terminal y el tamafo del ligando

Segmento amino terminal (glicosilacion y union del
ligando)

Segmento carboxilo terminal (palmitoilacion 'y
fosforilacion, permitiendo la desensibilizacion e
internalizacion del receptor)
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Los TM varian en longitud y pueden extender mas alla de la
bicapa lipidica

Los extremos son irregulares y dinamicos

TMs 1,4y 7 son mas hidrofébicos que TMs 2,3,5y 6,
conteniendo residuos aminoacidicos neutros y/o idnicos

TMs 1,4y 7 tienen sélo un residuo hidrofilico (Ser o Asn)

Residuos de prolina ayudan atorcer el nacleo de la hélice en
26°y modificar la estructura global de la proteina.

Algunos TMs estan inclinadas en la membrana

TMs 3,5y 6 protruyen mas que los otros sobre la membrana
hacia el extracelular

TMs a menudo contienen residuos de Cys y algunos estan
formando puentes GSSG.
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