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Introduccion

La transmision intercelular de sefiales es esencial para el correcto
funcionamiento de un ser vivo. Este proceso se consigue principalmente a través de
agentes quimicos muy especificos, que actian sobre proteinas con alta capacidad de
discriminacion, denominadas receptores, que se orientan hacia la parte externa de la
membrana. Desde un punto de vista fisiologico, los receptores son moléculas de la
célula a las que se unen de forma especifica los neurotransmisores, mediadores u
hormonas, generandose a partir de esta uniéon una respuesta funcional. De esta manera,
regulan una ruta de transmision que, en ultima instancia, incide en procesos celulares

como la secrecion, la contraccion, el metabolismo o el crecimiento.

En el sistema nervioso existe una gran diversidad de receptores, no obstante, la
forma en la que procesan las sefiales extracelulares es uniforme. La informacion se
internaliza en la célula mediante la modulacion del transito i6nico, y/o de la produccion
de segundos mensajeros intracelulares, que son moléculas de pequefio tamafio, lo que

permite que la sefial se propague rapidamente por toda la célula.

Los receptores de membrana pueden clasificarse de acuerdo con los mecanismos
implicados en la transmision de la sefial al interior celular. Segun este criterio, se
subdividen en receptores de canal, receptores con actividad enzimética y receptores
acoplados a proteinas G. Los primeros son proteinas oligoméricas que forman un canal
16nico cuya apertura es modulada por los agonistas, de modo que el efecto primario se
manifiesta segiin un cambio en la polaridad de la membrana. A este grupo pertenecen
cierto nimero de receptores de neurotransmisores, como el nicotinico de la acetilcolina,
los ionotropicos del glutamato o el receptor GABAA. Los receptores con actividad
enzimatica son proteinas monoméricas u oligoméricas con un dominio intracelular
responsable de dicha actividad, la cual se inicia tras la union de los agonistas. Dentro de
este grupo se conocen receptores con actividades guanilil ciclasa (como los de péptidos
natriuréticos), tirosina quinasa (como los de insulina y factores de crecimiento) y
fosfoproteina fosfatasa. Finalmente, el ultimo grupo de receptores son proteinas

monoméricas que, mediante la participacion de proteinas reguladoras fijadoras de
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nucledtidos de guanina, las proteinas G, regulan sistemas efectores, los cuales pueden

ser canales 16nicos o enzimas generadores de segundos mensajeros.

Hasta la fecha, se han descrito mas de 2000 miembros de GPCR (G protein
coupled receptor) agrupados en ~50 familias (ver por ej. Attwood, 2001), de los cuales
mas de 200 estan identificados y son receptores para ligandos de naturaleza quimica
extremadamente diversa, entre los que se encuentran aminodcidos, aminas, péptidos, y
un gran niamero de sefiales sensoriales. Ademas constituyen el lugar de accioén de
numerosos agentes farmacologicamente activos, entre ellos los opioides endégenos y

los alcaloides tipo morfina derivados del opio.

Estos receptores comparten un mismo modelo estructural (siete dominios
transmembranales), y su amplia participacién en procesos fisiologicos evidencia el
interés del estudio de sus mecanismos de activacion y desactivacion. Una caracteristica
general de estos receptores es que muestran mecanismos de regulacion complejos, que
modulan su capacidad de respuesta y desempefian un papel esencial en la integracion de
sefales en el ambito celular y en procesos de desensibilizacion o tolerancia, que pueden

afectar a su expresion, funcionalidad y localizacion subcelular.

En un principio se pensaba que estos mecanismos de regulacion actuaban a nivel
de receptor e implicaban su fosforilacion por una familia de quinasas especificas,
denominadas GRKs (G protein coupled receptor kinases). El receptor asi fosforilado
interacciona con proteinas adaptadoras denominadas arrestinas, lo que bloquea la
transduccion de la sefial, y facilita la internalizacion del receptor a través de vesiculas
recubiertas de clatrina. Actualmente, se ha ampliado la idea de regulacion a nivel de las
proteinas transductoras G, asi como de proteinas que modulan la funcion de las
proteinas G, como las de tipo fosducina, que condicionan la capacidad de las
subunidades Py para unirse a las subunidades Go y también a ciertos efectores, o las
RGS (Regulator of G-protein Signaling) que regulan la funciéon de Ga por activacion
de la GTPasa intrinseca de estas subunidades. Todas estas proteinas reguladoras

desempefian un papel clave en la modulacion de los GPCRs, por lo que los cambios que
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alteren su expresion o funcion también afectan a la eficacia de la sefializacion

intercelular y pueden incluso tener consecuencias fisiopatologicas.

A la vista de estas consideraciones, el objetivo de la presente Tesis Doctoral ha
sido profundizar en el conocimiento de los procesos adaptativos neurales responsables
de la taquifilaxia y la tolerancia/dependencia. Se ha utilizado como modelo el receptor
opioide p y su transduccion asociada, a fin de caracterizar la génesis de los efectos
secundarios asociados a la actuacion aguda y crénica de diversos agentes moduladores

de su funcion.

La investigacion realizada podria ser 1util al disefio de nuevas herramientas
orientadas a retrasar la apariciéon de tolerancia a los opioides. En este sentido, datos
previos a este estudio, obtenidos en nuestro Laboratorio han demostrado que la
taquifilaxia opioide (tolerancia aguda) se revierte por la captacion selectiva e
incorporaciéon funcional de subunidades Go recombinantes desde el liquido
cefalorraquideo hacia el interior de las células neurales (Garzén y Sanchez-Blazquez,
2001). Se puede afirmar que se presentan interesantes perspectivas que trascienden el
ambito del sistema opioide para hacerse comunes a una variedad de receptores

acoplados a proteinas G.
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1.- Sistema opioide.

La demostracion de la existencia en el S.N.C. del receptor opioide p impulso, a
mediados de la década de los setenta (Goldstein y col., 1971), a la identificacion de los
opioides endogenos que se agruparon en tres familias: encefalinas, endorfinas, y
dinorfinas en base a la proteina precursora de la que derivan (proencefalina,
proopiomelanocortina, y prodinorfina, respectivamente) (Lord y col., 1977; Hollt,
1983).

Estos reguladores fisiologicos muestran afinidades diferentes por los distintos
receptores opioides, asi como una distribucion anatémica caracteristica en el S.N.C.
(HOlIt, 1983; Khachaturian y col., 1985). En funcion de su selectividad por los distintos
receptores se ha descrito que las encefalinas son los ligandos endogenos del 9o, y la
dinorfina A (1-17) del k (Chang y col., 1981; Kosterlitz y col., 1982; Garzén y col.,
1983), mientras que la B-endorfina, a pesar de unirse a los receptores p y o con alta
afinidad (Chang y Chang, 1983), se ha propuesto como ligando enddgeno del receptor
opioide & (Wuster y col., 1979; Chang y Cuatrecasas, 1981; Garzon y col., 1985).

Recientemente, se han aislado del cerebro dos nuevos péptidos, la endomorfina-1y
la endomorfina-2, que se han clasificado dentro de una nueva familia (Zadina y col., 1997),
y que al igual que la morfina presentan una gran afinidad y selectividad por el receptor L,
por lo que se han propuesto como sus ligandos enddgenos. Algunos estudios demuestran
que la endomorfina-1 y 2 compiten por el receptor opioide p (Goldberg y col., 1998;
Sanchez-Blazquez y col., 1999, 1999), y no presentan afinidad por los & o k. Ademas, estos
péptidos se localizan en regiones del cerebro y la médula espinal que son ricas en
receptores p (Martin-Schild y col., 1997, 1998, 1999; Zadina y col., 1997; Pierce y col.,
1998; Schreff y col., 1998), y sus efectos son antagonizados con naloxona y [-
funaltrexamina (Stone y col., 1997; Tseng y col., 2000).

Del analisis de su estructura y de los perfiles de union de los ligandos endogenos a

los receptores opioides se conoce que la afinidad por el receptor & depende sobre todo de la
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presencia de la secuencia integra de la encefalina inicial; la pérdida de Tyrl o alteraciones
en su secuencia da lugar a pérdidas de afinidad. La afinidad por el receptor p y, sobre todo,
por la del k se ve favorecida por la longitud del péptido. Se propone la existencia de un

sitio secundario de union aparte del utilizado por la encefalina para la selectividad p o x

(Garzony col., 1983).

Estos estudios inicialmente realizados sobre receptores del S.N.C. de roedores se
han visto, posteriormente, confirmados con los receptores opioides clonados, esta vez
expresados en células COS-1 (Mansour y col., 1995). Se indica que la secuencia de
metionina-encefalina y leucina-encefalina es requisito indispensable para la selectividad p
o 0, mientras que partiendo de la secuencia de encefalina la union al k requiere de una

cadena mas larga con participacion de Arg.

2.- Receptores opioides.

Los opioides ejercen sus efectos en el Sistema Nervioso a través de tres tipos de
receptores de membrana p, O, y k, que presentan diferentes perfiles farmacologicos asi
como distribucion anatémica (Mansour y col., 1988). En el vaso deferente de la rata se ha
identificado un cuarto tipo de receptor opioide especialmente sensible a la 3-endorfina, el
receptor ¢ (Wister y col., 1979; Garzon y col., 1985). Estos receptores y sus ligandos
enddgenos integran vias moduladoras inhibitorias ampliamente distribuidas, que actian en
general sobre diversos sistemas de neurotransmisores disminuyendo la descarga neuronal.
Su papel es clave en el control de la informacion dolorosa (Dickenson, 1991) y en circuitos
de refuerzo (Di Chiara y North, 1992). Ademas, los opioides poseen otras acciones
centrales y periféricas a nivel cardiovascular, respiratorio, neuroendocrino, sobre el sistema

inmune o sobre la actividad motora.

Los receptores L, 9, y ¥ han sido identificados por la distinta selectividad de sus
ligandos (Goldstein y col., 1971). Ademas, estudios farmacologicos clasicos han
sugerido la existencia de subtipos para cada uno de estos receptores. En este sentido,
Pasternak y Snyder (1975) describieron dos subpoblaciones para el receptor opioide tipo

u, preferentes para compuestos como la morfina, las cuales denominaron p; y po. El
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receptor p; parece ser el principal responsable de la analgesia opioide supraespinal,
mientras que el tipo p,, estaria relacionado con otros efectos opioides como son la

depresion respiratoria, la constipacion y la dependencia fisica.

Los resultados obtenidos en una cepa de ratones mutantes a los que se les ha
eliminado el gen del receptor opioide p, confirman que es el mismo receptor el que da
origen a la analgesia y a los efectos adictivos de la morfina (Matthes y col., 1996)
(Tabla 1). Por tanto, este receptor se presenta como el punto crucial para producir la
deseada antinocicepcion opioide, asi como el lugar donde actuar para contrarrestar la

génesis de la tolerancia y dependencia.

Tablal. Respuesta a los opioides de los ratones carentes del receptor p (MOR-/-), 5 (DOR-/-) 0 ¥
(KOR-/-).
Opioide Respuesta en ratones MOR-/- Ref. g_(/)_ g_o/_
wild-type (+/+) (Ref. 1)  (Ref. 2)
Morfina () Analgesia espinal No Loh y col. (1998) Si Si
Analgesia supraespinal No Loh y col. (1998) - -
Sindrome de abstinencia No Matthes y col. (1996) - J
Depresion respiratoria No Matthes y col. (1998) - -
Inhibicién del transito GI No Roy y col. (1998) - -
Inmunosupresién No Gavériaux-Ruff (1998) - -
Hiperlocomocion No Tian y col. (1996) - -
Endomorfina2 Analgesia espinal No Loh y col. (1998) - -
(D] Analgesia supraespinal No Loh y col. (1998) - -
DPDPE (5) Analgesia espinal 46  Matthesy col. (1998) No -
Si Loh y col. (1998) - -
Analgesia supraespinal 16 Matthes y col. (1998) - -
Si Loh y col. (1998) - -
Deltorfina II Analgesia espinal $ Matthes y col. (1998) - -
) Analgesia supraespinal Si Matthes y col. (1998) - -
US0488H (k)  Analgesia espinal Si Matthes y col. (1998 - No
Analgesia supraespinal Si Matthes y col. (1998 - No
Hipolocomocion - - - J
Disforia - - - J
DPDPE: [D-Pen’, D-Pen’] encefalina; GI: gastrotestinal
Ref. 1: Zhu y col., (1997)
Ref. 2: Simonin y col., (1998)

Los receptores tipo k se han subclasificado en tres subtipos en base a estudios de
fijacion de ligandos: «;, K, y k3 (Zukin y col., 1988). Los «; fijan preferentemente

ketociclazocinas, que presentan baja afinidad por los k; y los k3 que, en condiciones
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muy restrictivas para la fijacion al receptor opioide tipo k son marcados selectivamente

por la naloxona y benzoilhidrazona (Yasuda y col., 1993).

De forma andloga, se ha establecido la existencia de subtipos farmacologicos
para el receptor opioide delta, a los cuales se ha denominado &; y &, (Sofuoglu y col.,
1991; Jiang y col., 1991). El subtipo &; tiene como agonista especifico al péptido
DPDPE mientras que la [D-Ala’] deltorfina II seria el agonista preferencial del &,.
Ambos receptores participarian en la mediacion de los efectos antinociceptivos a nivel
supraespinal en el raton, si bien el papel del subtipo 0, seria predominante en los efectos

antinociceptivos espinales.

2.1.- Clonacion de los receptores opioides.

El primer receptor opioide clonado fue el receptor tipo & de raton. Casi
simultaneamente dos grupos (Evans y col., 1992; Kieffer y col., 1992) identificaron este
receptor utilizando distintos procedimientos, por expresion y clonaje usando las librerias
de ADNCc derivadas de la linea celular NG 108-15. La disponibilidad de estas células
fue importante porque expresan los receptores 6 en mayor cantidad (acerca de 400
fmol/mg de proteina) que en tejido nervioso. La transfeccion de fracciones individuales
de esta libreria de ADN en células COS permitio la identificaciéon con analogos

radiactivos de las encefalinas de clones que expresaban este receptor.

Ademés, aprovechando la observacion de la gran homologia entre los receptores
opioides, varios grupos, describieron los ADNc de los receptores p (MOR), 6 (DOR) y
k (KOR) de varias especies animales (Evans y col., 1992; Chen y col., 1993; Yasuda y
col., 1993) y del humano (Wang y col., 1994; Knapp y col., 1994; Mansson y col.,
1994). Esto fue posible por el alto grado de similitud de la secuencia aminoacidica que
presentan los tres receptores opioides, con una identidad aproximada del 65%,
localizada principalmente en las regiones que atraviesan la membrana y en los bucles
intracelulares. Las regiones que mas divergen son los extremos amino y carboxilo

terminales. Los tres tipos de receptores tienen la secuencia aspartato-arginina-tirosina y
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aspartatos en el segundo y tercer dominio transmembranal, las cuales son conservadas

en los receptores acoplados a proteinas G.

Debido a que los receptores humanos son el centro de la terapéutica de drogas
opiaceas es particularmente importante obtener los genes para cada tipo de receptor
opioide. Se ha descrito la existencia de tres genes que codifican proteinas de 398, 372 y
380 aminoacidos que corresponden a los receptores |, 0 y k: un Unico gen para el
receptor p se localiza en el cromosoma 6 zona q24-25 humano, el o también existe
como unica copia en el cromosoma 1 region p34.3-36.1 humano (Zaki y col., 1996) y el

correspondiente al k se ha descrito en el cromosoma 8 region q11-12 (Simonin y col.,

1995).

Dada la exclusividad de estos genes se buscan posibles lecturas alternativas que
pudieran originar los subtipos farmacologicos descritos. En este sentido, el analisis de
los genes del MOR, DOR, y KOR revela intrones y exones en la region que codifica la
proteina (Kieffer 1995). En todos los genes de los receptores opioides, los intrones han
sido localizados después de la region que codifica el primer y cuarto dominio

transmembranal.

El gen que codifica el MOR presenta un intron adicional después del C-terminal
(Bare y col., 1994; Min y col., 1994), y han sido detectadas dos variantes del receptor p
(MOR1, MORI1B), que parecen ser lecturas alternativas del mismo gen, porque ambos
clones han sido aislados por expresion y clonaje de librerias de ADNc (Wang y col.,
1993; Chen y col., 1993; Zimprich y col., 1995). Por otro lado, este gen presenta un
exon adicional que codifica el extremo C-terminal del MOR1B (Pan y col., 1999) y se
ha descrito la presencia de dos variantes del receptor opioide mu en el cerebro humano
que presentan distintos C-terminales (Bare y col.,, 1994), ya que anticuerpos
policlonales dirigidos a péptidos de los extremos C-terminales de MOR1 o MORI1B,

muestran diferentes patrones de expresion (Schulz y col., 1995).

También se ha descrito otra variante (MOR1A), que es 8 aminoacidos mas corta

que MORI, ya que el intron 3’ en el tercer exoén que codifica la proteina no ha sido
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eliminado. Esta nueva variante no parece corresponder con los receptores descritos.
Recientemente Pan y colaboradores (1999, 2000) han identificado 4 nuevos exones, que
por combinacion con los ya descritos, generan 4 variantes del receptor que derivan de

lecturas alternativas del mismo gen: MOR1C, MOR1D, MORIE y MORIF.

Evidencias, fundamentalmente, farmacolédgicas sugieren que los receptores
opioides u, & y k clonados corresponden a los subtipos py, 8, y «x; (Lai y col., 1994;
Raynor y col., 1994; Uhl y col., 1994; Yasuda y col., 1994). Los estudios realizados
sobre estos receptores revelan que los compuestos con capacidad altamente adictiva
tales como morfina, fentanilo y metadona, presentan una alta afinidad por el receptor p

clonado pero muy poca por los receptores & o k (Raynor y col., 1994).

Es posible que algunos subtipos farmacoldgicos tengan su base en
modificaciones postraduccionales de los receptores, por ejemplo, el receptor p posee 5
lugares posibles de glicosilacion en el terminal amino, y dos se han descrito para el 8 y
el k. Sin embargo, mutaciones que suprimen las glicosilaciones no alteran la
farmacologia de los receptores (Wang y col., 1993; Surrat y col., 1994). Por el
contrario, otras modificaciones, tales como palmitoilacion y fosforilacion modifican los

perfiles de unién de los ligandos (Mouillac y col., 1992).

Ademéds, estudios bioquimicos, biofisicos y funcionales, han demostrado la
existencia de dimeros y/o oligomeros funcionales de los GPCRs (Hebert y Bouvier,
1998; Rocheville y col., 2000; Gines y col., 2000). Asi, por ejemplo, se ha descrito que
la dimerizacion de los receptores B del acido y-aminobutirico (GABA) Rla y R2, es
necesaria para la transmision de la sefial al interior de la célula, en cultivos celulares y
en neuronas del ganglio superior de rata (Jones y col., 1998; Kaupmann y col., 1998;
White y col., 1998; Kuner y col., 1999; Marshall y col., 1999; Sullivan y col., 2000); por
otro lado, la dimerizacion de los receptores [3, adrenérgicos favorece la eficiencia del
acoplamiento del receptor con la proteina G (Hebert y col., 1996, 1998; Angers y col.,
2000), mientras que, la asociacion de los receptores opioides o receptores 1 y 5 de
somatostatina, resulta en heterodimeros con propiedades funcionales unicas (Jordan y

Devi, 1999; George y col., 2000; Gomes y col., 2000; Rocheville y col., 2000).
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En este sentido, algunos receptores & forman complejos con el receptor .
Schoffelmeer y colaboradores (1990) mediante experimentos de union irreversible
(cross-linking) han descrito su existencia en estructuras del S.N.C., diferenciandose
receptores Ononcomplexed Y Ocomplexeds S€ZUN se trate de receptores independientes o
formando complejos con el receptor p, respectivamente (Xu y col., 1993; Cha y col.,
1995). Ademas, agonistas O a concentraciones subefectivas (no capaces de desencadenar
respuestas 6 directas) modulan la antinocicepcion p (Sanchez-Blazquez y Garzon, 1989;
Porrecay col., 1992; Suzuki et al, 1996).

La obtencion de ratones modificados genéticamente, que carecen del receptor p
(knock-out) proporciona una herramienta genética para determinar la posible interaccion
de los receptores u y o (Tabla 1). Los estudios llevados al respecto muestran que la
analgesia espinal producida por los agonistas 6, DPDPE y deltorfina II, aunque se
mantiene en estos animales con respecto a los wild-type (que expresan el genotipo
salvaje, y por tanto el receptor u) (Loh y col., 1998), esta disminuye en mayor o menor
grado (Sora y col., 1997; Matthes y col., 1998), lo que sugiere que la presencia del
receptor p es fundamental para obtener una respuesta analgésica completa de ciertos

agonistas 0.

En cuanto a posibles interacciones entre los receptores i y k, para producir la
antinocicepcion, hay pocas evidencias farmacoldgicas (Rothman y col, 1993) o
genéticas (Matthes y col., 1998) y mientras que la interaccion fisica entre ambos
receptores no ha podido ser demostrada, se ha descrito que el receptor opioide k forma

dimeros selectivos con los receptores 6 (Jordan y Devi, 1999).

Por ultimo, otra explicaciéon de la existencia de los subtipos de receptores
opioides, es la interaccion especifica entre el receptor y el efector. El hecho de que los
GPCR puedan acoplarse con diversos tipos de proteinas G abre la posibilidad a la
conduccion de sefales por parte de los agonistas (Garzon y col., 1994), de forma que
diferentes agonistas puedan dirigir a un receptor hacia la activacion de unos tipos u

otros de proteinas G.
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Asi, una consecuencia del acoplamiento especifico receptor-proteina G/agonista, es
el hecho de que un mismo receptor puede mostrar un perfil farmacologico diferente
segin la ruta de segundos mensajeros que es considerada para estudiar el orden de
eficacias de diversos agonistas (Spengler y col., 1993; Robb y col., 1994), lo que puede

ser interpretado como posibles subtipos farmacologicos de un receptor.

3.- Acoplamiento de los receptores opioides a proteinas G hetero-triméricas.

Los GPCRs se acoplan, a través de las proteinas G, a varios enzimas
intracelulares, canales i6nicos y transportadores (Birnbaumer y col., 1990). Estas
proteinas son heterotrimeros de subunidades denominadas o, B y y. En reposo, las
proteinas G se encuentran acopladas a receptores no activados por agonistas y la

subunidad Ga porta una molécula de GDP.

Tras, la unidén del agonista al receptor, la subunidad Ga, que posee actividad
GTPasica, libera GDP y une GTP, en presencia de Mg*", lo que origina su disociacion
del dimero Gy y la regulacion, por parte de la Ga-GTP y Gy, de uno o mas de los
enzimas transductores de sefal y canales i6nicos. La Ga-GTP, al metabolizar el GTP en
GDP, cesa la activacion del efector correspondiente, volviendo a agruparse con las GBy

para constituir la proteina G capaz de acoplarse en un nuevo ciclo al receptor (Figura 1).

Las proteinas G son piezas claves para la duracion y amplificacion de la senal,
pues presentan cinéticas de inactivacion particulares y su actividad puede ser regulada
por otras proteinas, como las RGS (Regulator of G-protein Signaling) que constituyen
una familia de gran diversidad funcional, ligadas directamente a la inactivacion de las
subunidades Ga., al acelerar la funcion GTPasica de estas proteinas (Gold y col., 1997;
Hepler y col., 1999). En otros casos, la regulacion es a nivel de los dimeros Gy
(calmodulina, fosducina, proteinas tipo fosducina) (Katada y col., 1987; Mdller y col.,
1996; Schulz y col., 1997).
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Figura 1. Ciclo de activacién/desactivacion de las proteinas G. Phd: fosducina: RGS:
proteinas reguladoras de la funcién de la proteina G. PTX: toxina pertisica; CTX: toxina
colérica.

Se ha logrado establecer la correspondencia precisa entre diferentes receptores
opioides y aquellas clases de proteinas G que son reguladas en la produccion de la
analgesia opioide. Asi, el receptor p regula Gy2Gip>Gis>>Gg; el 6 activa
Gix=Gi3>G=G11, si se admiten los subtipos del J, aparte de las proteinas G indicadas,

el 8; regula a la Gy y el 3, a la Gq(Garzon y col., 1998).

Las proteinas G se han clasificado en cuatro grupos (Tabla 2) atendiendo a las
homologias de secuencia de una de sus subunidades (o), de las cuales se han descrito 21
diferentes, si bien la diversidad de las otras dos subunidades que las componen (3, 5
variantes; y 12 variantes) determina el nimero de proteinas G, pues interaccionan de forma
restringida (Katz y Simon, 1995; Lee, C. y col., 1995). El nimero de sistemas efectores que
regulan es mas reducido e incluye canales de K™y de Ca®", asi como diversos enzimas: la
adenilato ciclasa, la fosfodiesterasa de GMP ciclico, la fosfolipasa C de fosfoinositidos y
las fosfolipasas A, y D. Estos efectores generan un ntimero limitado de segundos
mensajeros, como AMP ciclico, inositol trifosfato, diacilglicerol o Ca2+, los cuales regulan

actividades celulares a través de la modulacion de algunas proteinas quinasas.
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3.1.- Subunidades que integran la proteina G.

3.1.1.- Subunidad o.

Las subunidades a de las proteinas G se agrupan en cuatro clases atendiendo a la

similitud de sus secuencias aminoacidicas (Tabla 2), que varian entre el 56 y el 95% de

identidad, o, o, oq y o2 (Neer, 1995). En mamiferos, se han clonado, al menos, 21

subunidades Ga distintas, que provienen de la expresion de 17 genes, en algunos casos por

lecturas alternativas (Jones y Reed, 1987; Matsuoka y col., 1988; Wickman y Clapham,
1995; Hurowitz y col., 2000).

Tabla 2. Clases de proteina G, distribucion y efectores que regulan (adaptado de Neer, 1995).

Clase/ Toxina Distribuciéon Efector
Subunidad en tejidos
Gs oy CTX Ubicua TAC . .
s CTX Ubicua Tcanales Ca™,lcanales Na
Qi CTX Neuroepitelio TAC
olfatorio
Gi oy PTX Ubicua lcanales K*
iz PTX Ubicua lcanales Ca®*
s PTX Ubicua {AC, TPLC
Oloa PTX Cerebro, otros TPLA,
OloB PTX Cerebro, otros
Olr CTX, PTX Retina (bastones)
Ol CTX, PTX Retina (conos) TFosfodiesterasa de GMPc
lgust Papilas gustativas LAC
Qs Cerebro, plaquetas, | AC
adrenales
Gq «a Ubicua TPLCB 1-3
o1 Ubicua
Oy Pulmon, riién, higado
Células mieloides,
s células
Qe Células mieloides,
Células T TPLCP 1-3
G2 an Ubicua TIntercambio Na'/K"
a3 Ubicua

CTX: toxina colérica
PTX: toxina pertusica
AC: adenilato ciclasa
PLC: fosfolipasa C.
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Son proteinas de 39-52 kDa, en cuya estructura se distinguen dos dominios: un
dominio Ras, comlin a todas las proteinas de la familia de las GTPasas, y un dominio
llamado helicoidal por su estructura de hélice a, que no esta presente en las proteinas G de
bajo peso molecular (Figura 2). El primero contiene lugares implicados en la unién e
hidrolisis de los nucle6tidos de guanina, el sitio de unidn para iones Mg”', el residuo Arg
diana de la ADP-ribosilacion por toxina colérica (CTX), asi como sitios de interaccion con
dimeros Py, receptores y efectores. En este dominio se distinguen 3 regiones Switch
adyacentes (residuos Ser173-Thr183, Phe195-Thr215 y Asp227-Arg238 en Gay), claves en
los cambios conformacionales nucledtido-dependiente de la subunidad o durante el ciclo

de activacion-desactivacion de la proteina G.

Dominio
Helicoidal

Dominio

Figura 2. Estructura tridimensional del trimero Gofy. Se indican los extremos amino (N) y
carboxilo (C) terminales de cada una de las subunidades: o (representada en rosa), 3 (en azul)
y Y (en marrén); asi como los dominios helicoidal y Ras de la subunidad c.

Concretamente, algunos residuos de las regiones switch I y II, como Argl74 de
ot (178 en a;;), diana de la ADP-ribosilacion por CTX, o GIn200 de o, (204 en ai),
establecen interacciones fundamentales para la hidrolisis de GTP (Noel y col., 1993;

Sondek y col., 1994; Coleman y col., 1994). Se especula que el dominio helicoidal
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podria contener un residuo clave para la hidrolisis del GTP, o que también podria tener

importancia en el sitio de union con los efectores (Rens-Domiano, 1995).

El extremo amino terminal de la subunidad o participa en la union con el complejo
By (Lambright y col., 1996). Por otra parte, dado que la ADP-ribosilacion de las
subunidades o bloquea la interaccion de la proteina G con el receptor y que la presencia de
anticuerpos especificos contra el extremo carboxilo terminal previene la activacion de las
proteinas G mediada por el receptor, se considera que el extremo carboxilo terminal esta

implicado en la interaccion con el receptor (Masters y col., 1998; Clapham y col., 1996).

Las subunidades o pueden sufrir diferentes modificaciones covalentes de gran
relevancia funcional (Yamane y Fung, 1993). Asi, determinados subtipos de Gow pueden
ser ADP-ribosilados especificamente por toxinas bacterianas. La toxina colérica
(producida por Vibrio cholerae) actia sobre las subunidades o y o, introduciendo un
grupo ADP-ribosa en el residuo equivalente a Argl74 de oy Este residuo se encuentra
inaccesible en las subunidades Go; y Ga, formando parte del heterotrimero, por lo que
estas Ga solo son sustrato de la CTX forzando condiciones que favorezcan su disociacion
del heterotrimero. El resultado de esta modificacion es la activacion constitutiva de la
subunidad a (y, en consecuencia, de los dimeros Py) al disminuir su actividad GTPasica
intrinseca, lo que conduce finalmente a la activacion o inhibicion sostenida de efectores.
La toxina pertusica (de Bordetella pertussis) (PTX) ADP-ribosila las subunidades Gay,
Gogusi, Goi 'y Ga, en el residuo Cys4 a partir del extremo carboxilo-terminal. Otras
subunidades a carecen de este residuo diana para la toxina. El sustrato preferente de esta
toxina es la forma heterotrimérica de la proteina G, por lo que su actividad se potencia en
presencia de dimeros Py. Esta modificacion conlleva el desacoplamiento entre receptor y

proteina G.

Ademas, las subunidades a pueden sufrir modificaciones post-traduccionales de
naturaleza lipidica, tales como las acilaciones (miristoilaciones o palmitoilaciones) (Bigay
y col., 1994; Wedegaertner y col., 1995), importantes para la localizacion y funcionalidad

de la subunidad, contribuyendo, junto con las interacciones o-fy, a su anclaje a la

18



Introduccion

membrana (Milligan y col., 1995; Morris, 1995). También, pueden ser fosforiladas por la
proteina quinasa C (PKC) (Fields y Casey, 1995; Kozasa y Gilman, 1996), lo que afecta a

su interaccion con el dimero [y.

En este sentido, se ha descrito que determinados lipidos y proteinas se organizan en
regiones concretas de la membrana celular, rafts o caveolas, que muestran unas
caracteristicas comunes, en cuanto al requerimiento de colesterol se refiere (Rothberg y
col., 1990; Schnitzer y col., 1994; Murata y col., 1995; Monier y col., 1996; Schroeder y
col., 1998), su baja densidad y su resistencia a la solubilizacion en detergentes no iénicos
(Gorodinsky y Harris, 1995; Schnitzer y col., 1995); y unas caracteristicas morfoldgicas,

bioquimicas y funcionales diferentes (Schnitzer y col., 1995; Liu y col., 1997).

Los rafts son dominios de la membrana plasmatica, con una estructura en forma de
balsa, ricos en una proteina denominada flotilina que funciona de modo estructural y sirve
también de acoplamiento de otras proteinas de sefializacion. Asimismo, aqui se encuentran
una serie de proteinas de anclaje a glicosilfosfatidilinositol (GPI), que participan en las
interacciones lipido-lipido, importantes para la formacion de los rafts y resistencia a
detergentes no i6nicos, que estos presentan, (Ahmed y col., 1997; Schroeder y col., 1998;
Brown y London, 2000; Garin y col., 2001). Los rafts se localizan en células sin caveolas,
como las neuronas, (Fray col., 1994; Gorodinsky y Harris, 1995; Bouillot y col., 1996), y
en ellos se concentran numerosas moléculas de sefializacion, incrementando la eficiencia y
especificidad de la sefial de transduccion al facilitar las interacciones apropiadas entre las
proteinas. Por su parte, la caveolas son unas invaginaciones de la membrana plasmatica
(Schnitzer y col., 1995), con un papel importante en multiples funciones celulares, entre las
que se incluyen la transduccion de sefiales, metabolismo lipidico, movimiento vesicular
Golgi-membrana plasmatica, crecimiento celular y apoptosis (lkezu, y col., 1998), y
dependen de la oligomerizacion de la caveolina para su formacion (Fra y col., 1995;
Monier y col., 1996; Lipardi y col., 1998). La caveolina esta palmitoilada (Dietzen y col.,
1995; Monier y col., 1996), y se liga directamente al colesterol, glicoesfingolipidos, y
moléculas de sefalizacion con acidos grasos en su estructura, entre ellas las proteinas G
heterotriméricas (Parton, 1994; Li y col., 1995, 1996; Monier y col., 1996; Song y col.,
1996; Moffet y col., 2000).
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La subunidad o de las proteina G se encuentra en altas cantidades en membranas
caveolares de distintas fuentes (Sargiacomo y col., 1993; Lisanti y col., 1994; Chang y
col., 1994; Schnitzer y col.,, 1995; Li y col., 1995). La caveolina interacciona
directamente con multiples subunidades o, incluyendo Gs, Go y Gi2, y pueden
funcionalmente suprimir sus actividades basales por inhibir el intercambio de GDP-
GTP (Li y col., 1995; Okamoto y col., 1998). Recientemente, se ha descrito que las
proteinas G se dirigen a las caveolas y rafts de una forma diferencial, asi, Gq se
localizaria fundamentalmente en las caveolas, mientras que Gi y Gs residirian en los

rafts (Oh y Schnitzer, 2001).

3.1.2.- Subunidades By.

Las subunidades By forman un dimero que solo puede disociarse en condiciones
desnaturalizantes. Hasta ahora se han clonado 5 subunidades B en mamiferos, de peso
molecular en torno a 36 kDa, que presentan una homologia en su secuencia
aminoacidica del 50-83% (Watson y col., 1994), asi como 12 subunidades y (Morishita
y col., 1995), que presentan un peso molecular de 6-9 kDa y comparten menor

homologia (27-75%).

Por estudios cristalograficos se conoce la estructura tridimensional de dimeros Py
libres (Sondek y col., 1996 [GBy:]) y heterotrimeros Gapy (Wall y col., 1995 [GouiB172];
Lambright y col., 1996 [Gouf1y:]). La subunidad 3 adopta una forma cilindrica de hélice
integrada por siete palas (laminas 3), que dejan en el centro de la hélice un poro (Figura 2).
Esta estructura es reflejo de la cadena aminoacidica, que contiene siete repeticiones de una
secuencia de unos 40 aminoacidos entre los que hay residuos altamente conservados. En
estas secuencias conservadas aparece repetido el dipéptido Trp-Asp, motivo que se
encuentra también en muchas proteinas no relacionadas funcionalmente con la
transduccion y que podria ser importante para establecer interacciones con otras proteinas
(Neer y col., 1994). Las subunidades y tienen una estructura tridimensional casi lineal, a
excepcion de su extremo amino-terminal helicoidal. Sufren modificaciones post-
traduccionales en el extremo carboxilo-terminal (isoprenilaciones, metilaciones), lo que les

confiere mayor diversidad (Casey, 1994). En ausencia de isoprenilacion, el dimero Py se
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forma pero no interacciona correctamente con la membrana ni con la subunidad o
(Higgins y Casey, 1994), viéndose afectadas la activacion de la proteina G por receptores y
la modulacion de efectores (Scheer y Gierschik, 1995). Asimismo, se¢ ha descrito
fosforilacién por PKC de algunas subunidades vy, lo que podria tener relevancia fisiologica
(Morishita y col., 1995). La subunidad y se extiende a lo largo de un extremo de la
estructura en hélice de la subunidad [ (Figura 2), estableciéndose entre ambas una extensa
zona de interacciones hidrofobicas y polares que confieren especificidad a la union B-y
(Katz y Simon, 1995). Alejados de la hélice B, también los extremos amino-terminal
helicoidales de ambas subunidades se enrollan entre si, estableciéndose interacciones

mayoritariamente hidrofobicas.

Por lo que respecta a sus funciones, los dimeros By participan, en primer lugar,
en el reconocimiento de las proteinas G por los receptores, los cuales presentan baja
afinidad por las subunidades o disociadas. En esta funcion parece existir selectividad de
isoformas de las subunidades 3 y y, como han mostrado Kleuss y colaboradores (1992,
1993). Asi mismo, su disociacion de las subunidades o, cuando éstas se activan,
conduce a la separacion del receptor, el cual mientras que lleve unido a un ligando
agonista, puede actuar de nuevo catalizando la activacion de nuevas moléculas de
proteinas G, amplificando, la sefial. La asociacion de los dimeros Py con las
subunidades o incrementa su afinidad por el GDP, las estabiliza como moduladoras de

efectores y permite su ADP-ribosilacion por la toxina pertusica.

Ademas, los dimeros By modulan efectores directamente (Clapham y Neer,
1993; 1997). Los efectos conocidos hasta ahora incluyen la activacion de un canal de
K", de las PLCP 1-3, de la PLA; en la retina, de la fosfoinositido 3-quinasa (PI3K), de
quinasas de receptores acoplados a proteinas G (GRKs) y de las isoenzimas AC Il y AC
IV (Jelsema y Axelrod, 1987; Logothetis y col., 1987; Tang y Gilman, 1991; Camps y
col., 1992; Katz y col., 1992); y la inhibicion directa de la AC I (Sternweis, 1981). Estas
acciones cesan, al igual que las de las subunidades o, cuando éstas son inactivadas por

la hidrolisis del GTP y se produce la reasociacion del trimero.
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3.2.- Moduladores de la funcion de la proteina G.

3.2.1.- RGS (Regulators of G-protein signaling).

La actividad GTPasa de las proteinas Ga. puede ser acelerada por una clase de
proteinas denominadas RGS, reguladoras de la sefializacion de la proteina G (Berman y
col., 1996; Watson y col., 1996). Se han descrito mas de 30 proteinas de mamiferos
(Tabla 3) que contienen dominios RGS, de ~120 aminoacidos, que es el responsable de
la interaccion con la Gou (Druey y col., 1996; Koelle y Horvitz, 1996; Siderovski y col.,
1996). Sin embargo, estas proteinas difieren considerablemente en su tamafio, secuencia
aminoacidica y distribucion en los tejidos (Gold y col., 1997). Algunas RGS son
relativamente pequefias, con un peso de 20-25 kDa, y contienen un secuencia de 23-80
aminoacidos en el N-terminal y de 2-21 aminodacidos en el C-teminal (Figura 3). Por el
contrario, otras RGS contienen una secuencia larga en los dos terminales, donde se
localizan distintos dominios estructurales y funcionales, ente ellos, el dominio GGL (de
G protein jsubunit-like), DEP (de disheveled, egl-10, pleckstrin), DH/PH (de
Dbl/pleckstrin homology) y PDZ (de PSD-95, disc-large, and ZO-1 homology), que
intervienen en las vias de transmision de sefales o en la interaccidon con otras proteinas

(Hepler, 1999; Siderovski y col., 1999; DeVries y col., 2000).

Asi, ciertas RGS al unirse a la subunidad a activada (Ga-GTP) inhiben la
interaccion efectiva entre estas y los correspondientes sistemas efectores, por lo que han
sido propuestas como reguladores negativos en la sefializacion de los receptores
acoplados a proteinas G (Hepler y col., 1997; Tesmer y col., 1997); otras inhiben la
sefializacion celular porque al permanecer unidas a Ga, impiden la reagrupacion del
hetrotrimero, lo cual reduce el nimero de proteinas G que pueden ser reguladas por los
receptores (Dohlman y col., 1996; 1997); RGS6, RGS7, RGS9 y RGS11 contienen el
dominio GGL, a través del cual se unen a G35 (Snow y col., 1999); por otro lado, las
RGS con un dominio AKAP (A-kinase anchoring protein), son responsables de la
localizacion subcelular de la PKA y GRKs (Koch y col., 1993; Huang y col., 1997); y
otras son efectores de Ga,;3 que activan la proteina Rho (Hart y col., 1998; Kozasa y
col., 1998).
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Tabla 3. Proteinas de mamiferos con dominio RGS.

Proteina Aminoacidos Interaccion Distribucion Referencias
(n°) con Ga Tisular (ARNm)
hRGS1 196 - Células B acti Hong y col., 1993
Gos clufas Bactivas Newton y col., 1993
hRGS2 211 Go,>Ga;” Ubicua Siderovski y col., 1994
hRGS3 519 Goy, Go; Ubicua Druey y col., 1996
rRGS4 205 Goa,, Go Cerebro Druey y col., 1996
mRGS5 181 Ga, Corazén, pulmén, Koglllle(:§ 1)1, }I;Ig;lvitlzégl?%
cerebro, musculo Seki y col .’1998
*
hRGS6 567 - Cerebro Koelle y Horvitz, 1996
hRGS7¢ 469 ) Koelle y Horvitz, 1996
Go,, Goy Cerebro, retina Hey col., 1998
Shuey y col., 1998
hRGS8 180 Ga; Cerebro Saitoh y col., 1997
HRGSIL? 674 Go; Cerebro, retina Granneman y col., 1998
HRGS10 173 Goy Cerebro Hunt y col., 1996
Cereb ti
HRGS11 467 Ga, er;é;‘;’rgg S“‘a’ Snow y col., 1998
RRGS12° 1387 Cerebro, pulmoén,
G higado, corazén, Snow y col., 1997
bazo
HRGS13 159 - - Chatterjee, Fisher, 1998
RRGS14 544 — Cerebli;)é Z}:)ulm()n, Snow y col., 1997
HRGS15 - - - Koelle y Horvitz, 1996
d 0 0 0 . .
MRGS16 201 Go, Retma,,pltultarla, glﬁgg § gg{: igg;
hrlgado ) Snow y col., 1998
HRGS-GAIP 217 Goag, Goy Corazl?ilé,a gl(:lmon, DeVries y col., 1995
BRET-RGS1 374 Goy Retina Faurobert, Hurley, 1997
HRGSZ1 217 Wang y col., 1998
Go, Cerebro Glick y col., 1998
h115RhoGEF 913 . Kozasa y col., 1998
Gous, Gou, Ubicua Hart y col., 1998
Mao y col., 1998
MiscRhoGEF 914 - - Whitehead y col., 1996
HRhoGEF 1522 - - Nagase y col., 1997
MD-AKAP2 372 - Ubicua Huang y col., 1997
rAxin 832 - , Kishida y col., 1998
Ubicua Behrens y col.’, 1999
MConductina 840 — Cerebro, pulmon, Kishida y col., 1998
higado Behrens y col., 1999
B(;RI(Ze 689 —_ Cerebro

Siderovski y col., 1996

h: humano, r: rata, m:; raton (de mouse), b: bovino,

D

en sistemas reconstituidos, © lecturas

alternativas del ARNm, ¢ también llamada RGS-r y A28-RGS14, © otros miembros de las GRKs (1-
6) poseen el dominio RGS.
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Por todo ello, se las relaciona con la regulacion de funciones celulares
moduladas por proteinas G, tales como procesos endocitoticos y exocitoticos de
membrana, diferenciacion celular, desarrollo embrionario y proliferacion celular (De

Vriesy col., 1999).

RGS representativa RGS que contienen

Estructura Dominios

de lafamilia ¢l dominio
RGS4 N c I RcS Todas las RGS

Al Anclaje a membrana RGS4, RGS5, RGS16
RGS-GAIP ,

n{ I -c I Secuencia de Cys RGS-GAIP, RET-RGS1, RGSZ1

i PDZ RGS-GAIP, RGS12(L)
RET-RGS1 v T _THl}c [ODominio transmembrana RET-RGS1
RGS8(L) I O c RGSE, RGS7, RGS9, RGS11

| RGS6, RGS7, RG89, RGS11
Bl Dominio rico en ProfSer RGS9{L)

RGS12(L) n N T m e [ PDZ RGS12(L)
BN rTB RGS12(L)
p115RhoGEF n{ T 1T tc C]DH p115RhoGEF, LscRhoGEF
] PH p115RhoGEF, LscRhoGEF
rAxina N B TTc I union a GSKg, rAxina, conductina
I unién a g-catenina rAxina, conductina
] Dix rAxina, conductina
GRK?2 nI I T e[ quinasa GRKs 16
B GRK GRKs 1-6
[ ] uniénaGgy GRK2, GRK3
D-AKAP2 N Il e B unién alasubunidad D-AKAP2
reguladora de PKA

Figura 3. Diversidad de las RGS (de regulators of G-protein signaling). Todas contienen el
dominio RGS y la mayoria de ellas presentan uno o mas dominios modulares o
estructurales; entre ellos: PDZ (de PSD-95, disc-large and zo-1), DEP (de dishevelled, egl-10
and pleckstrin), GGL (de G protein gamma subunit-like), dominio de union a GSKp;
(isoforma [; de la quinasa de la glicégeno sintasa), dominio de unién a f-catenina; DIX
(dishevelled homology), GRK (de G-protein-coupled receptor kinases), y dominio de unién a
la subunidad reguladora de PKA (de protein kinase A).

Como regla general, casi todos los miembros analizados que estimulan la
actividad GTPasa de las proteinas G (GAPs), actiian selectivamente sobre uno o mas

miembros de la familia Goi; (Goi, Gaip, Gauz, Gole, Ga, Gal,) y/o Gayg, y no sobre Gotg
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ni Gayp.12. La determinacion de la estructura cristalografica del complejo RGS4-Gaj-
GDP-AIF4 (que mimetiza el estado activo Ga-GTP) revela que el dominio RGS forma
una hélice de nueve bucles que contacta con Ga; a tres niveles distintos (Figura 4)
(Tesmer y col., 1997). Dos residuos de superficie de Gai; (Thr182 y Gly183) parecen
ser esenciales en la afinidad de interaccion Ga-RGS, aunque también existen otros
residuos importantes (Tesmer, y col., 1997; DiBello, 1998). El hecho de que la Thr182
unicamente esté presente en Ga; y Gog, pero no en Gos o Go, podria explicar las
preferencias de RGS por la unién a Gi o Gq. Asi RGSZ1 prefiere Ga, (Wang y col.,
1998; Glick y col., 1998), RGS11 a Ga, (Snow, 1998) y RGS2 prefiere Ga, (Heximer y

col., 1997).
\

£,
RGS f:’vl N

7

Dominio helicoidal

DS
; ( X\L_\n Swlichl

Switchll___

Switch Il

Dominio Ras

Figura 4. Estructura cristalografica del complejo RGS-Ga;. Se representa la estructura de
la RGS 4 (en colores), y los dominios Ras (en gris) y helicoidal (en blanco) de la proteina
Ga;;. También se muestran las tres regiones switch de Ga;; (residuos 176-184, 201-215, y
233-241) y la estructura del GTP. (Tomado de Tesmer y col., 1997).

Esta familia de proteinas se expresa en diversos tejidos incluyendo el cerebro. Al
menos 9 ARNm de distintas RGS son expresados en la pituitaria (Chen y col., 1997) y
en regiones especificas del cerebro (Gold y col., 1997). Algunos ARNm, como los de
RGS3, RGSS5, y GAIP, muestran una amplia distribucion tisular, que sugiere una

funcion generalizada (DeVries y col., 1995; Druey y col., 1996; Seki y col., 1998). La
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expresion de otros, como el de RET-RGS1 (retina), RGSZ1 (ntcleo caudado del
cerebro), RGS8 (cerebro), y RGS1 (linfocitos), es reducida, e indicaria una funcioén
especializada (Hong y col., 1993; Faurobert y col., 1997; Sayito y col., 1997; Glick y
col., 1998; Wang y col., 1998). La localizacion nuclear de algunas RGS cuando se
sobre-expresan en células (RGS2, RGS3T, y RGS10) sugiere un papel en la regulacion
de la activacion génica (Chatterjee y Fisher, 2000; Dulin y col., 2000).

Se ha sugerido la existencia de lecturas alternativas de los genes que codifican
varias RGS, entre ellas, RGS3 (Druey y col., 1996), RGS12 (Snow y col., 1998) y RGS9
(Cowan y col., 1998). Asi, el ARNm de RGS9 origina la isoforma corta (RGS9-1),
especifica de la retina, donde actia como GAP (de GTPase activating protein) de Goy
(Cowan y col., 1998; He y col., 1998), y la larga (RGS9-2) que se expresa, sobre todo
en el estriado, donde participa en la desensibilizacion del receptor opioide pu (Arman y

col., 1999; Grannemany col., 1998).

La capacidad de regulacion de la funcion de la morfina sobre el receptor opioide
1, asi como su participacion en la desensibilizacion de este receptor, ha sido descrito
para RGS1, RGS2, RGS3 y RGS4 (Potenza y col., 1999; Garzén y col., 2001). Estas
RGS interactian preferencialmente con determinadas proteinas G, y muestran diferentes

capacidades para disminuir la respuesta a la morfina.

Recientemente, se ha descrito una interaccion de las RGS con la proteina 14-3-3,
que podria ser importante para la regulacion de su funcion (Benzing y col., 2000). La
14-3-3 es una proteina de 28-30 kDa, capaz de unirse a residuos de Ser o Thr
fosforilados de otras proteinas. Se expresa en muchos tejidos y predomina en neuronas
(Aitken y col., 1992; 1995) e incluye 9 isoformas (a, B, v, 6, &, M, o, Ty &) que
participan en multitud de vias de sefializacion, entre las que se encuentran las vias de las
proteinas G y Raf quinasa, ademés de la activacion de proteinas quinasas, control del
ciclo celular, y apoptosis (Murria, 1995; Burbelo y Hall, 1995; Zhay col., 1996; Brunet
y col., 1999; Thorson y col., 1998; Torzon y col., 1998). La unién de la RGS7 a la 14-3-
3, implica a la Ser434, localizada en una regién que se conserva en otros miembros de

la familia y que interacciona con la subunidad o, por lo que su fosforilacién y
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consecuente union a la 14-3-3, resulta en una disminucion de la actividad GAP de las

proteinas RGS (Benzing y col., 2000).

Se han descrito otras proteinas que también actiian como GAP y efectores de las
Go. Este es el caso de la proteina pl15RhoGEF, PLCB y PDEy. La pl115RhoGEF,
LscRhoGEF y hRhoGEF son factores de intercambio de nucle6tidos de guanina (GEFs)
para Rho (una proteina G de bajo peso molecular) que constituyen una subfamilia de
proteinas con funcion RGS. Ademas, pl15RhoGEF es un GAP selectivo de Ga, y
Goys (Hart y col., 1998; Kozasa y col., 1998). En este sentido, la Ga,;; activa estimula
en Rho el intercambio de nucledtidos de guanina mediado por pl15RhoGEF. Asi
mismo, la PLCB que es activada por miembros de la familia Go,g, al igual que
p115RhoGEF, es un GAP y regulador negativo de la funcién de Goy (Berstein y col.,
1992). Por otro lado, la subunidad y de la fosfodiesterasa de GMPc (PDEy) se une a la
Gay, liberando la subunidad catalitica que regula los niveles de GMPc de la retina y la
sefalizacion visual. Ademas, la PDEy es un GAP de la Go; (Arsahavsky y Bownds,
1992; Nekrasova y col., 1999).

3.2.2.- Fosducina y proteinas tipo fosducina.

La fosducina (Phd) es una proteina, presente en altas cantidades en la retina, que
se une con gran afinidad al complejo Gy, disminuyendo la amplificacion de la sefial al
bloquear la activacion de efectores inducida por la estimulacion de las proteinas G
(Gaudet y col., 1999), e impedir la reasociacion del heterotrimero Gapy (Lee y col.,
1992; Miles y col., 1993). Ademas, previene la desensibilizacion homoéloga de los
GPCR, porque su uniéon a Gy proporciona una proteccion frente a enzimas con
actividad quinasa, las GRKs, que actiian uniéndose a estos dimeros y desde aqui, por

fosforilacion, inactivan a los receptores ocupados por el agonista (Boekhoff y col., 1997;

Schulz y col., 1999).

La Phd es una proteina abundante en retina y glandula pineal que también se
expresa en otros tejidos como higado y epitelio olfatorio (Lee y col., 1988; Craft y col.,
1991; Lolley y col., 1992). Sin embargo, su presencia en S.N.C. es muy escasa (Lee y
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col., 1990; Bauer y col., 1992; Kuo y col., 1993; Craft y col., 1994; Danner y col.,
1996; Boekhoff y col., 1997). Posteriormente, se identificaron unas proteinas de
estructura y funcion homologas a la fosducina (Shcroeder y Lohse, 1996), que se
conocen como proteinas tipo fosducina (PhLP), las cuales se expresan abundantemente

en cerebro y también en otros tejidos (Miles y col., 1993).

De acuerdo a la longitud de su secuencia, las PhLP se denominan PhLPy (g iong) Y
PhLPs (e short). La forma larga (PhLP) es homologa a la Phd, con un dominio adicional
de 36 aminoacidos en el extremo amino terminal (Craft y col., 1998). Su distribucion
tisular es amplia, incluyendo el S.N.C. y la glandula pineal (Schrdder y Lohse, 1996;
Abe y col., 1998; Craft y col., 1998; Thibault y col., 1999). Por ¢l contrario, la PhLP; es
una forma truncada de PhLP que carece de los 83 aminodcidos situados en el extremo N
terminal, y por tanto, de la secuencia implicada en la interaccion a GPy. El resto de su
secuencia presenta un 50% de identidad con la Phd y aunque también puede unirse al
dimero Gy, lo hace con una afinidad 5 veces menor que la de Phd (Schrdder y Lohse,

1996). Su expresion esta limitada a la retina (Abe y col., 1998).

En células de la retina, se ha descrito que la mayor parte de la Phd se localiza en
las regiones sinapticas (Lee y col., 1988; Nakano y col., 2001). Tras la activacion de un
receptor la Phd se une con alta afinidad a las subunidades By de las proteinas G, a través
de un dominio de 11 aminoacidos localizado en el extremo N-terminal de la proteina,
que como ya hemos mencionado anteriormente, también esta presente en PhLP. (Xu y
col., 1995; Hawes y col., 1994). Esta union no es selectiva con respecto a los subtipos
de B oy (Muller y col., 1996), y se afecta por la fosforilacion de la Phd en la Ser73, o la
equivalente en la PhLPp (Ser110) de PKA (Bauer y col., 1997; Craft y col., 1998).
Actualmente se ha descrito una interaccion de la Phd fosforilada con proteinas 14-3-3

de membrana que podria regular su funcion en la retina (Nakano y col., 2001).

La estructura cristalografica del complejo Phd-Gy revela que la fosducina
posee dos dominios que no interaccionan entre si, pero desarrollan una amplia
superficie de contacto con el dimero GPy (Figura 5). En el dominio N-terminal (de 105

aminoacidos), compuesto por dos hélices, es donde se localizan los aminoécidos
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fundamentales que establecen contacto con el centro de la B, la misma zona con la que
interacciona las regiones switch de Gio. (Lambright y col., 1996; Loew y col., 1998) y
varios efectores (Ford y col., 1998). La Ser73 se localiza en una region flexible de este
dominio (residuos 37 al 66) que no contacta con Gy (Gaudet y col., 1996), y es

accesible a PKA, incluso cuando forma el complejo con el dimero (Wilkins y col.,

1996).

El dominio carboxilo terminal, tiene la misma estructura que la tiorredoxina,
pero carece de actividad funcional (Hawes y col., 1994; Gaudet y col., 1996; Tanaka y
col., 1997), y se une a la zona de la By implicada en la uniéon a la membrana y la
interaccion con el receptor (Lambright y col., 1996). En este sentido se ha propuesto que
el dimero se libera de la bicapa lipidica, y el farnesilo de la y, a través del cual se ancla a

la membrana, es alojado en una pequefia cavidad existente entre la fosducina y la Gy

(Loewy col., 1998).

Heélice 1

Fosducina

YN

Figura 5. Estructura cristalografica de la fosducina (Phd) y el dimero Gfy de la
transducina. Se sefialan los dominios N- (PN) y C-terminales (PC) de la Phd; las hélices 1y
2 del PC, que establecen contacto con la Gf3; el dominio estructural de la Phd semejante a
la tiorredoxina (thioredoxin-like domain); y los extremos N y C terminales de las
subunidades f y y de la proteina G. (Tomado de Schulz, 2001).
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4.- Efectores y respuesta celular.

Los opioides modulan la liberacion de muchos neurotransmisores en el SN.C. y
periférico. Su efecto predominante es la inhibicion de la transmision sindptica, que se
considera el mecanismo que subyace a la analgesia opioide (Smart y col., 1994) y que es
consecuencia de un conjunto de acciones como inhibicion de la formacion de AMPc
(Sharma y col., 1977; Uhl y col., 1994), cierre de canales de Ca®" voltaje-dependientes
(Surprenant y col., 1990; Porzig, 1990; Tallent y col., 1994), e incremento de la
conductancia al K" (North y col., 1987; lkeda y col., 1995), lo que genera

hiperpolarizacion de la célula.

Los opioides poseen ademas otras acciones centrales y periféricas, tanto
estimulantes como depresoras (euforia, hipotension, miosis, disminucion de la motilidad
intestinal). El sistema opioide participa en la regulacién de la actividad motora, ingesta,
temperatura corporal, presion arterial, respiracion, etc. (Olson y col., 1991; 1993) Algunas
de estas acciones son muy relevantes y hacen que el uso de analgésicos opioides comporte

grandes riesgos (tales como la depresion respiratoria).

Ademas de la inhibicion de la transmision sinaptica, que puede resultar en
excitacion de una via si se ejerce presinapticamente sobre interneuronas inhibitorias no
opioides (Leslie, 1987), los opioides poseen efectos excitadores directos sobre
determinadas células nerviosas (Crain y Shen, 1990; Lin y Carpenter, 1994, Neal y col.,
1994) y sobre rutas de segundos mensajeros, al estimular la formacion de AMPc (Cruciani
y col., 1993; Olianas y Onali, 1995), e inositoltrisfosfato (IPs;) (Miyamae y col., 1993;
Smart y col., 1994; Tsu y col., 1995), incrementar la concentracion intracelular de Ca
(por entrada del exterior o movilizacion de calcio intracelular), o activar la proteina
quinasa C y la proteina quinasa A (Smart y Lambert, 1996a), y las proteinas quinasas
activadas por mitégenos ERK1 y ERK2 (Li y Chang, 1996; Fukuda y col., 1996; Burt y
col., 1996) (Figura 6).
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Figura 6. Diversidad de los GPCRs para transmitir la sefial al interior de la célula.
DAG: diacilglicerol, FSH: hormona estimuladora del foliculo; GEF: factor
intercambiador de nucleétidos de guanina, LH; hormona luteinizante; LPA: acido
lisofosfatidico; PAF: factor activador de plaquetas; PI3K: fosfoionositido 3-quinasa;
PKC: proteina quinasa C; PLC: fosfolipasa C; S1P: esfingosina-1-fosfato; TSH;
hormona estimuladora de la tiroides.

4.1. Canales ionicos.

4.1.1.- Canales de Ca*".

Los opioides modulan la liberacién de neurotransmisores por inhibicion de los
diferentes tipos de canales de Ca*" (impidiendo la entrada de Ca’" a la célula) en
muchas regiones del cerebro de los mamiferos. Por ejemplo, los receptores opioides | y
« inhiben los canales de Ca®" tipo N- y P/Q en el nucleo del tracto solitario de la rata
(Rhim y Miller, 1994), posteriormente se describid que los receptores opioides p, pero
no los & o k, son responsables de la modulacion de la corriente de los canales de Ca*" en

neuronas de la sustancia gris periacueductal de raton (Connor y col., 1999).
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Con el clonaje de las multiples subunidades que integran los canales de Ca”*" se
pudo demostrar que algunos de estos canales son regulados por el sistema de la
adenilato ciclasa (Randall, 1998) y la modulacién de los diferentes canales de Ca*" por
los agonistas opioides ha podido ser estudiada al expresar en la misma célula los
receptores opioides y las subunidades de canales de Ca®". Asi, en células NG108-15, el
receptor opioide p de rata se acopla funcionalmente a los canales de Ca®’ tipo N

sensibles a w-conotoxina (Morikawa y col., 1995).

Con estos estudios, también se ha demostrado la inhibicion que los receptores
opioides p y & clonados ejercen sobre los canales de Ca®" tipo L via proteinas Gi/G, en
células pituitarias GH3 (Piros y col., 1995; 1996) y el acoplamiento funcional de los
canales de Ca”" a los receptores k. (Kaneko y col., 1994). Al menos los canales de Ca*"
compuestos por las subunidades ala, alb, o alE son inhibidos por el receptor p
(Bourinet y col., 1996), y se desconoce si los canales formados por otras subunidades

ol puedan ser igualmente regulados por receptores opioides.

En otro sentido, también se describi6 la participacion de las proteinas G, en la
inhibicion de los canales de Ca®" inducida por los opioides (Hescheler y col., 1987) y
posteriormente se confirmoé utilizando anticuerpos especificos frente a esta proteina
(Moisés y col., 1994). Hasta la fecha, no se ha estudiado si la inhibicién del canal de

Ca®" es mayor por Gy que por Go,.

La expresion de GBy en neuronas de rata mimetiza la inhibicion inducida por los
GPCRs de las corrientes de Ca*" (lkeda y col., 1996), y resultados similares fueron
obtenidos cuando se coexpresa Gy con distintas subunidades de los canales de Ca*" en
sistemas de expresion heterologos (Herlitze y col., 1996). Aunque las subunidades Gy
son responsables de mediar la inhibicion de los canales de Ca*", la Ga,, es indispensable
para el acoplamiento de los receptores opioides a sus efectos dependientes de GPy. Las
evidencias mas consistentes se obtienen de ratones knock-out de Ga,. En neuronas de la

raiz del ganglio dorsal, obtenidas de estos animales, que se muestran hiperalgésicos, la
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capacidad de los agonistas opioides para inhibir los canales de Ca*" estd disminuida

(Jiang y col., 1998).

La regulacién de la actividad del canal de Ca*" en neuronas, resulta de la
fosforilacion y estimulacion de la actividad de los canales de Ca®" tipo N por la PKC,
antagonizando la inhibiciéon mediada por la proteina G (Zamponi y col., 1997). Asi, en
neuronas de la raiz del ganglio dorsal de rata, la activacion de los receptores opioides k
y p disminuye la corriente de Ca®” tipo N mientras que la activacion de PKC produce un
efecto opuesto (King y col., 1999). Sin embargo, la inhibicién de las subunidades del
canal de Ca®" neural por el receptor opioide k no se afecta por las acciones de PKA y
PKC (Kaneko y col., 1994), pudiendo existir una transmodulacion adicional (cross-talk)
de las proteinas G con otras moléculas de sefalizacion, que explicaria porque los
agonistas k estimulan més que inhibir los canales de Ca®" tipo L en la placenta humana

(Cemerikic y col., 1998).

Desde hace tiempo es conocido que el calcio, pero no otros iones divalentes,
antagoniza la accion analgésica de la morfina en tratamiento agudo (Kakunaga y col.,
1966), y que el lantano, un antagonista del calcio, induce analgesia cuando se inyecta en
aquellos sitios del sistema nerviosos donde la morfina ejerce su accidon analgésica
(Harris y col., 1975). La capacidad de los opiaceos de reducir la disponibilidad del
calcio repercute en un elevado numero de procesos que requieren calcio, tales como
activaciéon de enzimas, actividad de proteinas calcio-dependientes o regulacion de
vesiculas de distintos neurotransmisores. La accion de la morfina sobre el calcio de las
membranas sinaptosdmicas se invierte completamente cuando el opioide actiia de forma
cronica: las membranas sinaptosdmicas incrementan su contenido en calcio y su
capacidad de fijarlo, lo que puede ser un mecanismo importante de adaptacion celular
que explique el desarrollo de la tolerancia y dependencia (Guerrero-Mufioz y col.,
1979).

4.1.2.- Canales de K".

A nivel postsinptico muchos GPCRs activan los canales de K, e hiperpolarizan

la membrana celular, evitando la propagacion del potencial de accion. El acoplamiento a
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canales de K, tanto de receptores p (en el locus coeruleus) como de receptores & (en el
plexo submucoso de cobaya) fue descrito por North y colaboradores (1987). Los
receptores Kk, sin embargo, se comportan de manera diferente, directamente relacionada
con el Ca* intracelular (Adamson y col., 1988). Posteriormente, estudios
electrofisiologicos demuestran que los tres tipos de receptores opioides son capaces de
activar los canales K¢ via proteinas G sensibles a PTX (Grudt y Williams, 1993; Henry
y col., 1995; Schneider y col., 1998). La relevancia fisiologica de esta regulacion
sugiere un efecto cardioprotector, que ha sido demostrado, para el receptor opioide 9J,

en ratas que presentan una lesion en la arteria coronaria (Schultz y col., 1998).

Con el clonaje de los canales Kg se ha podido estudiar, a nivel molecular, la
relacion entre su estructura y funcion y describir el mecanismo de activacion por Gy
(Limy col., 1995). Al menos 12 subunidades diferentes lo componen y son responsables
de su complejidad y diversidad. GIRK1 es una de las principales subunidades, que
interacciona con varios tipos de GB (Yan y Gautaman, 1996), lo que hace suponer que
la diferente capacidad de los receptores opioides de activar los canales Kg se debe a sus
asociaciones con distintas proteinas G, que a su vez contienen diferentes subunidades
Gp. Sin embargo, la especificidad de interaccion con Kg es menor cuando G esté

ligada a Gy (Limy col., 1995).

Un estudio reciente propone que el fosfatidil-D-mioinositol-4,5-bifosfato (PIP,)
esta involucrado en la activacion, inducida por Gy, de los canales de Kg (Huang y col.,
1998) y plantea la posibilidad de un mecanismo de regulacion indirecto, por receptores

opioides, de la actividad del canal mediado por el metabolismo de PIP;.

Por otro lado, la incubacion crénica con morfina de células del locus coeruleus
de rata da lugar a una disminucién del aumento de la conductancia al K” provocado por
los agonistas p (Christie y col., 1987). Este proceso adaptativo no se debe a cambios
directos en las propiedades del canal de K', ya que, en estas condiciones, la capacidad
de otros fArmacos que actuan a través de este canal no se altera, lo que parece sugerir
que un desacoplamiento entre el receptor p y los canales de K seria el responsable del

fenomeno. Ademas, estudios recientes revelan en la amigdala de rata, la existencia de
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un canal de K* (130-pS) activable por el receptor opioide p, cuyos efectos descienden
después del tratamiento cronico con morfina, lo que podria resultar en uno de los

mecanismos responsables de la tolerancia opioide (Cheny col., 2000).

4.1.3.- Otros canales idonicos.

Aparte de los canales de Ca*" y K los receptores opioides regulan las funciones
de otros canales i6nicos. Por ejemplo, las corrientes excitatorias postsinapticas
producidas por los receptores de NMDA (N-metil-D-aspartato) en el giro dentado del

hipocampo son inhibidas por agonistas del receptor opioide u (Xie y Lewis, 1997).

La toxina pertisica (PTX) asi como los activadores e inhibidores de PKA
previenen y revierten la reduccion de las corrientes de NMDA inducidas por opioides p, lo
que indica la implicacion de las proteinas Gij, y PKA en este efecto. Es interesantes sefalar
que los receptores opioides pueden ser reciprocamente modulados por NMDA. La
incubacion aguda de las c€lulas NG108-15 con NMDA disminuye significativamente la
capacidad del agonista 6, DPDPE, para inhibir la produccion de AMPc estimulada por
forscolina (Cai y col., 1997) y la unién de [*>S]JGTPyS, por un mecanismo que implica la
fosforilacion de Ga, por PKC (Fan y col., 1998). Este efecto inhibitorio del NMDA es
también observado para los receptores opioides 1 y k en cultivos primarios de neuronas.
La capacidad de NMDA de disminuir la inhibiciéon de la AC inducida por el opioide,
sugiere que otros efectores de los receptores opioides deben ser igualmente afectados por

NMDA (Cai y col., 1997).

Numerosos estudios demuestran que los antagonistas del receptor de NMDA
atenuan el desarrollo de tolerancia a la morfina, mediada por el receptor opioide p, sin
embargo, no siempre apoyan el papel del receptor de NMDA en el desarrollo de tolerancia
a los efectos antinociceptivos de los opioides k o 6 (Kolesnikov y col., 1993, 1994; Elliot y
col., 1994; Bilsky y col., 1996a). Recientemente, se ha descrito que el antagonista del
receptor de NMDA, LY235959, previene los cambios que subyacen al tratamiento croénico

con agonistas del receptor opioide p, en funcion de su magnitud en el sistema opioide

(Allen y Dykstra 2000).
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4.2.- Adenilato ciclasa.

Un efecto agudo opioide es la inhibicion de la actividad de la enzima adenilato
ciclasa (AC), lo que origina disminucion de los niveles intracelulares de AMPc. Este
segundo mensajero actia sobre diversas moléculas diana (la proteina quinasa A, PKA, es
quiza la mas importante) y asi, regula el metabolismo, transcripcion genética, proliferacion

y diferenciacion celulares.

En mamiferos hay al menos 9 isoenzimas de AC (Hurley, 1998), que difieren en su
actividad basal y, aunque todas son estimuladas por subunidades o y forscolina, son
reguladas de forma diferente por diversas moléculas, subunidades i, o dimeros By,
Ca*"/calmodulina y PKC (Tang y Gilman, 1992; lyengar, 1993; Jacobowitz y col., 1993;
Cooper y col., 1997). Asi por ejemplo, el efecto del Ca>" sobre la actividad de distintas
isoformas de la enzima puede ser nulo (ACIL, IV, VII o IX), estimulador (ACIL, III o VIII)
o inhibidor (ACV o VI). Los dimeros By pueden no afectar (ACV, VI, IX), activar (ACII,
IV y VII) o inhibir (ACI) a la enzima, mientras que la PKC estimula Gnicamente a algunas

isoformas (ACII, VII) (Cooper y col., 1995; Premont y col., 1996).

Las distintas isoformas de AC tienen un peso molecular aproximado de 120 kDa
(entre 1064 y 1248 residuos aminoacidicos). Presentan un corto extremo amino terminal
orientado hacia el citoplasma, seguido de seis dominios transmembranales (designados
M1) y un gran dominio citoplasmaticos (C1 de unos 40 kDa). Este motivo estructural se
repite, de nuevo, con un segundo médulo, formado por seis dominios transmembranales

(M2) que contintian en otro dominio citoplasmatico de ~40 kDa (C2) (Figura 7).

La similitud, en su conjunto, de la secuencia aminoacidica entre las distintas
isoformas es aproximadamente del 50%, pero si se analiza cada subdominio por
separado, pueden observarse mayores homologias. En este sentido, los dominios
citoplasmaticos requeridos para la catalisis, y referidos como Ci, y C,, (Tang y col.,
1995; Yan y col., 1997), estan mas conservados (hasta un 93% de identidad de

secuencia).
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M1 M2

M Cla Cib C2a C2b

Figura 7. Estructura proteica de la adenilato ciclasa. N es el extremo amino terminal, M1 y
M2 constituyen los dominios transmembranales, Cla y C2a son las regiones de alta
homologia de secuencia aminoacidica entre las distintas isoformas y C1b y C2b el resto de
la secuencia.

Estudios con PTX y anticuerpos especificos frente a la Ga sugieren que la Gj,
media la inhibicion de la AC del receptor opioide 6 en células NG108-15 (Hsia y col.,
1984; McKenzie y Milligan, 1990) y la G, del p en la linea celular SHSY5Y y
membranas del cerebro (Carter y Medzihradsky, 1993). Posteriormente, se demostro
que los tres tipos de subunidades Ga; (Gaij, Gaip, Gays) y la Gay, insensible a PTX,
inhibian la actividad ciclasa tras la activacion del receptor opioide (Wong y col., 1991;

1992; Chany col., 1995; Lai y col., 1995; Tsu y col., 1995; Selley y col., 1998).

Por otro lado, se ha descrito el efecto estimulador de la AC por los opioides en
membranas de cerebro de rata (Puri y col., 1975), en la linea celular F-11 (Cruciani y
col., 1993) y bulbo olfatorio de rata (Olianas y Onali, 1995), siendo de particular
relevancia la capacidad de los complejos Py para estimular a las isoenzimas tipo I, IV y
VII en estos sistemas. Muchos de los receptores inhibidores clasicos (por ej., a-
adrenérgicos y receptores de dopamina D;) estimulan la AC II a través del complejo
GPy liberado tras la activacion de las proteinas G; (Federman y col., 1992; Tsu y col.,
1995), siendo necesaria la presencia en el medio de subunidades Gas activas (Gas —
GTP) (Federman y col., 1992; Taussig y col., 1994). Se trata por tanto de un proceso
sinérgico de activacion en el que la AC puede actuar como detector molecular de

coincidencia temporal de sefales.
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La complejidad y versatilidad del sistema de la adenilato ciclasa en mamiferos
permite a los opioides estimular la produccién del AMPc por otras rutas. Teniendo en
cuenta que la AC Iy VIII son activadas por Ca®"/calmodulina, y que las actividades
basales del tipo II, IV y VII son elevadas cuando esta enzima es fosforilada por PKC,
hay que considerar que, debido a la capacidad de los receptores opioides de estimular la
PLC y movilizar el Ca®" intracelular, el aumento que los opioides ejercen sobre los
niveles basales de AMPc en células SK-N-SH involucra la entrada de Ca*" y la

activacion de calmodulina (Sarne y col., 1998).

Ademas, segun las condiciones del medio celular, el receptor opioide p puede
inhibir la actividad de la ACV y estimular la VII (Yoshimura y col., 1996). La
administracion crénica de opioides va asociada a una marcada regulacion a la alta del
sistema AC/AMPc/PKA, efecto opuesto al de su administracion aguda (Nestler y col.,
1996). Los trabajos iniciales de Sharma en la linea celular NG108-15 ponen de
manifiesto el efecto inhibidor inicial de los opioides sobre la actividad de la AC,
seguido de un proceso de adaptacion durante el cual los niveles de AMPc intracelular
retornan a valores normales como consecuencia de la sobreactivacion de la enzima
(Sharma y col., 1975). Las consecuencias de la up-regulation del sistema
AC/AMPc/PKA sobre fosforilacion de proteinas y expresion génica parecen ser

mecanismos claves subyacentes a la tolerancia y dependencia opioides.

En S.N.C. se han descrito aumentos en la actividad o en los niveles de expresion
de AC y PKA en locus coeruleus y ntcleo acumbens tras tratamiento créonico con
opiodes, lo que repercute en un incremento de la excitabilidad neuronal (Nestler y col.,
1993; Matsuoka y col., 1994; Self y col., 1995). A la up-regulation del sistema de
AMPc en nuicleo acumbens también podria contribuir la disminucion de los niveles de

proteinas Go,; observada especificamente en esta estructura (Terwilliger y col., 1991).

El AMPc ejerce sus efectos en las células animales principalmente activando la
enzima proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA), la cual en su estado inactivo, es
un complejo formado por dos subunidades cataliticas y dos subunidades reguladoras

que unen AMPc. La especificidad de la quinasa, se debe, en parte, a su distribucién en
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los distintos compartimentos celulares, a través, de su interaccion con unas proteinas de
anclaje de PKA (AKAPs de A-kinase Anchoring proteins) que se unen a las
subunidades reguladoras de la quinasa, situandola cerca de sus sustratos (Edwards y
Scott, 2000). La uniéon de AMPc altera la conformacion de las subunidades reguladoras,
que se disocian del complejo. De manera que las subunidades cataliticas liberadas,
resultan activas para fosforilar especificamente determinadas moléculas proteicas, y

regular asi su actividad.

Numerosas evidencias apoyan la participacion de PKA en los procesos de
tolerancia opioide del receptor opioide p (Chen and Yu, 1994; Mestek y col., 1995;
Narita y col., 1994, 1995). Sin embargo, la PKA no parece mediar la down-regulation

de este receptor, inducida por los agonistas (Shen y col., 2000).

Ademas, una de las dianas nucleares de la ruta del AMPc es el factor de
transcripcion CREB (de cyclic AMP-responsive element-binding protein), que regula la
transcripcion de algunas proteinas claves en rutas de sefializacion. La actividad de
CREB vy sus niveles de expresion estdn sometidos a regulacion por administracion
cronica de opioides (Guitart y col., 1992; Widnell y col., 1996). También, se ha
demostrado la relaciéon de CREB vy el sindrome de abstinencia morfinico, al observar
una atenuacion de este sindrome, en ratones que presentan una mutacion en el gen que

codifica las isoformas a y 6 de CREB (Maldonado y col., 1996).

4.3.- Fosfolipasa C.

Un importante numero de receptores acoplados a proteinas G, entre ellos los
opioides, intervienen en la activacion de la PLC en el tejido nervioso, y promueven la
hidrolisis de fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP;), lo que da lugar a ionositol 1, 4, 5-
trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). Ambos compuestos actian como segundos
mensajeros: el primero, movilizando Ca®" intracelular, y el segundo, activando la proteina

quinasa C (PKC); a través de estas acciones, regulan diversas funciones celulares

Se han identificado 10 isoenzimas de la PLC que, por sus caracteristicas de

secuencia, se han clasificado en tres familias: PLCB1-4, PLCyl-2 y PLC51-4 (Exton,
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1994; Lee y Rhee, 1995). Todos son monémeros y poseen un peso molecular aproximado

de 85 kDa (PLC-8) y 150 kDa (PLCB y PLCy).

Presentan dos zonas de alta homologia, denominadas X (de unos 170 amino4cidos)
e Y (de unos 260 aminoacidos), precedidas por un segmento de secuencia variable de unos
300 aminoacidos en el extremo N terminal (Figura 8). Ambas zonas X e Y, parecen
constituir el dominio catalitico, y en las PLCy estdn separadas por un segmento que
contiene dominios homologos de regiones conservadas en tirosina quinasas de la familia
Src y otras familias. Estos dominios, llamados SH; y SHj, constituyen lugares de
reconocimiento de fosfotirosinas y de zonas ricas en prolina de las proteinas del
citoesqueleto, respectivamente, y permiten el reclutamiento a la membrana de estas

fosfolipasas, que son proteinas solubles en condiciones basales.

Ademas, todas ellas, presentan un dominio de homologia a pleckstrina (PH) capaz
de asociarse a PIP,, un médulo EF flexible que une el dominio PH con el resto del enzima,
y el dominio C2 que fija el dominio catalitico a la membrana y le permite un contacto

adecuado con su sustrato.

EF c2 dominio

PH X Y
PLC G- I

B1-4

PLC-- @} { | |l
1.4

PH 5H, SH, 5H, PH

PI;C;v [ e eI

Figura 8. Representacion lineal de los dominios identificados en los tres tipos de PLC: X e Y
(catalitico), PH (de homologia a pleckstrina), EF (de unién), SH (SH, y SH;) y C2.
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4.3.1.- Inositol trifosfato y movilizacion de Ca*".

La capacidad de los receptores opioides de regular la PLCP y movilizar el Ca*"
intracelular ha sido demostrada por la estimulacién de la formacion de mio-ionositol 1,
4, 5-trifosfato (IP3) inducida por los receptores & en células NG108-15 (Jiny col., 1992;
Smart y Lambert, 1996), y células de neuroblastoma humano SH-SY5Y (Smart y col.,
1994). El mismo efecto se observd con el receptor opioide & clonado en células Ltk
transfectadas (Tsu y col., 1995), y con el receptor opioide p de rata en células CHO
transfectadas (Smart y col., 1997). Las proteinas G sensibles a PTX, que median la
transmision de sefnales en estos sistemas, son incapaces de activar la PLCP (Chany col.,
1995), lo que sugirio la participacion de los dimeros Gfy. Este hecho es consistente con

la alta DEs( de los opioides que es requerida para estimular la formacion de IPs.

Ademas, la participacion de los subtipos del receptor opioide 6 en la
estimulacion de la formacion de los inositol fosfatos, ha sido demostrada en la sustancia
gris periacueductal de raton (Rodriguez-Diaz y col., 1998). Por otro lado, la
participacion de otras vias en este efecto, como la entrada de Ca’" a través de los
canales tipo L, mediada por agonistas del receptor u, en células SH-SY5Y (Smarty col.,
1995), o la inhibicion de la PLCP, que ejercen las proteinas Gj;, a través del receptor k,
en el cerebelo del cobaya (Misawa y col., 1995), también ha sido descrita. No se conoce
cual es la relevancia fisioldgica de tal inhibicion, pero debe considerarse que el receptor

K produce otras respuestas atipicas a los opioides en la regulacién del Ca>* (Cemerikic y

col., 1998) y los canales de K™ (Baraban y col., 1995).

La capacidad de los diferentes receptores opioides para estimular la PLCP, esta
determinada, en parte, por las proteinas G a las que se acopla en un determinado tipo de
célula. Con el uso de oligodeoxinucledtidos antisentido (ODNs) especificos a los
ARNm de las subunidades Ga., se demostré que la movilizacion de Ca*" inducida por
los opioides en células hibridas de la raiz del ganglio dorsal x neuroblastoma ND8-47 es
mediada por Ga,, (Bian y col., 1998), mientras que la Gay; parece ser utilizada por los

opioides p y k¥ en ovocitos de Xenopus (Ueda y col., 1995). Ademas, los tres tipos de
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receptores activan la PLCB3 via Gy liberadas de Gj; o G, en el musculo liso intestinal

(Murthy y col., 1996).

En contraste, en las células de neuroblastoma, SK-N-BE humanas, el mecanismo
involucrado en la movilizacién del Ca®" de los depositos intracelulares sensibles a
rianodina, inducido por los receptores opioides 6, no es dependiente de proteinas
sensibles a PTX Gi/G, (Allouche y col., 1996). La posibilidad de que este efecto
estuviera regulado por proteinas G insensibles a PTX se demostrd por expresion en la
misma célula del receptor opioide pu con Gaujg en la linea COS-7 (Offermanns y Simon,
1995); posteriormente, se describid que los receptores opioides 6 y k son mas eficaces
en estimular la PLCP via Gjs. De hecho, los valores de la DEsy de sus respectivos
agonistas fue ~50 veces mayor que la observada para la inhibicion de la AC mediada
por G; (Lee y col., 1998), lo que hace suponer que el acoplamiento de los receptores
opioides a G frente a G; proporciona un mecanismo que diferencialmente activa los

dos sistemas por control de la concentracion del agonista.

En cuanto a la relevancia fisiologica de la activacion de PLCPB por opioides,
pocos efectos se han asociado con el aumento del IP; intracelular. Se sabe que la PLCB1
estd implicada en la analgesia supraespinal de los agonistas 8, porque en los ratones
tratados con ODNs especificos de Gaip, Gaiz, Gooi, Goey Gog, Gayr, o PLCB1 la
respuesta antinociceptiva de sus agonistas esta disminuida (Sanchez-Blazquez y Garzon,
1998). Ademas, en células T la activacion del receptor opioide O estimula la
movilizacién del Ca*™ (Sharp y col., 1998) y la secrecion de interleucina (IL)-2 via Gae

(Hediny col., 1997, Zhou y col., 1998).

4.3.2.- Diacilglicerol y activacion de PKC y quinasas dependientes de Ca™,

Por otro lado, el DAG formado por la hidrolisis del PIP, permanece en la
membrana y activa a la PKC, una proteina quinasa dependiente de fosfolipidos que

fosforila proteinas con restos Ser y Thr, y las quinasas dependientes de Ca*".
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Existen 11 isoenzimas de PKC, agrupadas en tres familias: € (clasicas: a, BI, BII,
Y), N (nuevas: 5, &, M, 0, 1) y a (atipicas: &, A). Todas son mondémeros de una estructura
lineal, con peso molecular entre 68 y 84 kDa, que presentan dos dominios: uno
cataliticos, en la region carboxilo terminal y otro regulador, en la amino terminal
(Figura 9). En su estructura se han identificado cuatro regiones de secuencia constante:
dos de ellas, C; y C,, ubicadas en el dominio regulador y las otras dos, Cs y C4, en el
catalitico. Estas ultimas estan presentes en todas las isoenzimas y corresponden a los
lugares de unién del ATP y la proteina sustrato, respectivamente. La region C, s6lo esta
presente en las PKCc y es un dominio de unién de Ca>" y fosfolipidos implicado en el
mecanismo de traslocacion del enzima. La region C,, presente en las isoenzimas PKCc
y PKCn, contiene motivos ricos en Cys que constituyen el lugar de union del DAG y de
los ésteres de forbol, andlogos al DAG, que activan irreversiblemente y desensibilizan
la PKC. Esta region contiene también una secuencia pseudosustrato que podria bloquear

el centro catalitico de la PKC en ausencia de estimulacion y liberarse cuando el enzima

se activa.
C1 C1 2 C3 C4
N-—B—T1T B — C CONVENCIONALES (PKCo): a, 81, 8ll,y
N N ¥ S —C NUEVAS (PKCn): 8, ¢, 0, 7
N - C ATIPICAS (PKCa): £,2, A

Figura 9. Representacion lineal de los dominios identificados en las distintas clases de
PKCs.

Se sabe que las PKCc son activadas por Ca®", DAG, 4cidos grasos insaturados y
lisofosfolipidos; que las PKCn no requieren Ca®" (no tienen el dominio C,) y se activan
por DAG vy 4cidos grasos, y que las PKCa no se activan por Ca*” 0 DAG, pero si por
acidos grasos. De acuerdo con estas caracteristicas, la activacion de las isoformas PKCc
y PKCn podra ser consecuencia de la estimulacion de la PLC, que genera DAG y

Jo ., 2+ ., . ., .
promueve la movilizacion de Ca™, pero también de la estimulacion de otras fosfolipasas
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que igualmente pueden dar lugar a DAG o producir liberacion de acidos grasos y

lisofosfolipidos.

La mayoria de las isoenzimas de PKC inactivas se localizan en la fraccion
citosdlica o asociadas con estructuras subcelulares como el aparato de Golgi,
probablemente unidas a proteinas que se denominan RICKs (de Receptor Inactive C-
Kinase) (Mochly-Rosen y col., 1990). Tras su activacion, la PKC sufre un cambio
conformacional que permite su unidn a receptores para la quinasa C activa (RACK de
Receptor Active C-Kinase), que son proteinas del complejo multi-enzimatico AKAP79
(Klauck y col., 1996), las cuales modulan su localizacion celular (Mochly-Rosen y col.,
1991) y estabilizan la forma activa de PKC facilitando el acceso de sus sustratos (Ron y
Mochly-Rosen, 1995). La interaccion entre las PKCs activas y las RACKs requiere Ca*"
y fosfatidilserina, y es aumentada en presencia de diacilglicerol (Mochly-Rosen y col.,
1991).

La participacion de las proteina quinasas activadas por mitdogenos (MAPK), en
las vias de sefalizacion de los GPCR, incluidas las ERKs (de Extracelullar signal
Regulated protein Kinases) y las JNKs (de Jun protein Kinases), puede ser
directamente regulada por la concentracion de Ca*" intracelular, y/o la activacion de la

PKC (Van Dijk y col., 1997; Van der Hoeven y col., 2000).

En células NG108-15 se ha demostrado que la fosforilacion de PLCB3 por PKC
rapidamente atenta el recambio de fosfoinositidos inducido por opioides (Strassheim y
col., 1998). Este mecanismo de retroinhibicion (feedback negativo) limita la implicacion

de la PLCP en las acciones cronicas de los opoides.

En consideracién a las quinasas dependientes de Ca®’, la morfina estimula la
actividad de la proteina quinasa II dependiente de Ca®"/calmodulina (CaMK 1II) en el
hipocampo de rata (Lou y col., 1999), de forma que el tratamiento crénico altera la
velocidad de sintesis y degradacion de la CaMK II, disminuyendo el ntimero de

proteinas y alterando la capacidad de respuesta celular (fenomeno de down-regulation).
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Mientras que la precipitacion del sindrome de abstinencia de morfina con naloxona

produce un aumento de CaMK II (up-regulation), en particular de la isoforma 3.

Por otro lado, la inactivaciéon de PLC bloquea la inhibicién, mediada por Gi, de
la actividad de la AC en células NG108-15 y SK-N-SH (Fan y col., 1998). En este
sentido, parece ser que la presencia de Ca®'/calmodulina inhibe la actividad de la AC
tipo I, que es especifica de neuronas, via proteinas Go, y GBy (Tang y Gilman, 1991).
De manera que la inhibicion de la actividad de PLCP conduce a una disminucion en los
niveles de Ca®"/calmodulina y asi atenua la capacidad de los opioides para inhibir la AC

por esta via.

4.4.- Proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK).

Un gran ntimero de procesos celulares de los GPCRs tales como el crecimiento y
la diferenciacion son regulados por estimulacion de las cascadas de la quinasa activada
por mitogenos (MAPK) (Figura 10). Al menos existen tres vias de MAPK, las quinasas
reguladas por sefiales extracelulares (ERKSs), las quinasas Jun N-terminal (JNKs), y las

quinasas p38, a través de las cuales se fosforilan numerosos factores de transcripcion.

En un principio, se demostro la estimulacion de ERK1 y ERK2 por agonistas
opioides del receptor p en células CHO (Li y Chang, 1996). Esta estimulacion es
selectiva del ligando, dependiente de su dosis, y sensible a PTX, lo que determina la
participacion de las proteinas Gj, en esta via. También se ha descrito una estimulacion,
a través de las subunidades a de las proteinas Gy, y Gg/11, tras la activacion del receptor
opioide 6 (Shahabi y col., 1999; Zhang y col., 1999), y k en células C6 glioma (Bohny
col., 2000), que implican a la PLC, PKC y Ca*" intracelular.

Ademas, en sistemas de expresion heterélogos se ha demostrado que los tres
tipos de receptores opioides son capaces de estimular la fosforilacion y activacion de
ERK1/2, a través del complejo GBy en una manera dependiente de Ras (Fukuda y col.,
1996). De esta forma, en la compleja red de sefializacion de las MAPKs, los opioides

pueden modular distintas vias a través de las acciones de GBy que se liberan de las
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proteinas Gi/o. Una de sus mayores posibilidades es la estimulacion de la isoforma y de
la fosfoinositido 3-quinasa (PI3K) (Hawes y col., 1996). Asi, agonistas del receptor
opioide p, tales como el DAMGO, activan tres efectores distintos en células CHO
(Polakiewicz y col., 1998): la Akt (también conocida como proteina quinasa B), una
serina-treonina quinasa de la via de PI3K (que inhibe la apoptosis en neuronas), la
p70S6 quinasa y los represores de la translacion del ARNm, 4E-BP1 y 4E-BP2,
modulando con ello, el desarrollo neuronal y la plasticidad sindptica por regular la

supervivencia de la célula y el control transcripcional.
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Figura 10. Regulacién por GPCRs de la proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK).
Las rutas bioquimicas que se inician con Py activan tirosina quinasas o receptores de
tirosina quinasas, las cuales reclutan en la membrana complejos que contiene la proteina
Sos, con funcién GEF, al promover en Ras el intercambio de GDP por GTP. Por otro lado,
la Ga, puede estimular la Ser/Thr quinasa Rafl, a través de: la PKC; la activacion
dependiente de Ca*" de Ras por RasGRF; o la estimulacién de las tirosinas quinasas via
Sos. Asimismo, las Ga;, Ga, y Ga,, a través de rutas especificas de cada tejido, regulan
Rapl, la cual puede estimular B-Raf y, en ultimo término, la MAPK (ERK). La MAPK se
transloca al nucleo y fosforila proteinas nucleares y factores de transcripcion, regulando asi
la expresion génica. Las flechas indican estimulacion y las lineas discontinuas inhibicién.
EPAC: proteina GEF activada por AMPc; ERK: quinasas reguladas por sefiales
extracelulares; GAP: proteina activadora de GTPasa; GEF: factor de intercambio de
nucledtidos de guanina; GRF: factor liberador de nucleétidos de guanina, equivalente a
funcion GEF; MEK: MAPK quinasa; PI3K: fosfoinositido-3-quinasa; PKA: proteina
quinasa A; PKC: proteina quinasa C; PLC: fosfolipasa C; RTK: receptor de tirosina
quinasa.
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Los receptores opioides también modulan las sefales generadas por los factores
de crecimiento. Por ejemplo, la activacion cronica de los receptores opioides p o K
atenua la estimulacion del factor de crecimiento epidérmico sobre las ERKs (Belcheva 'y
col., 1998). Ademas, la actividad de la tirosina quinasa parece ser inducida por el
receptor opioide en células SK-N-SH (Nakano y col., 1994), donde una proteina de 58
kDa es fosforilada en los residuos de Tyr, seguida del tratamiento con morfina. Esta
fosforilacién puede ser bloqueada por tratamiento con la PTX. En fibroblastos Rat-1
que expresan el receptor opioide 8, la [D-Alay, D-Leu’] encefalina (DADLE) es capaz
de estimular la fosforilacion en Tyr de la proteina adaptadora p52 Shc, también en una
manera sensible a PTX (Mullaney y col., 1997), y en funcion de su concentracion,

puede activar ademas las quinasas p70 y p85 S6 (Wilson y col., 1997).

En conjunto, la activaciéon de la MAPK, S6 quinasa, PI3K, y proteinas Shc por
los opioides supone una fuerte sefial mitogénica que regula el crecimiento celular. Los
receptores opioides | y O poseen diferentes capacidades para potenciar la proliferacion
celular inducida por el factor de crecimiento en varios tipos de células (Law y col.,

1997), que se relacionan con sefiales mitogénicas especificas.

Aparte, la estimulacion de la cascada de la MAPK por morfina, tiene efectos
inmunomoduladores e inmunosupresores sobre los linfocitos humanos (Chuang y col.,
1997), y ademas, esta implicada en la desensibilizacion e internalizacién del receptor
opioide p (Polakiewicz y col., 1998). En este sentido, el tratamiento cronico con morfina
disminuye su actividad en neuronas corticales (de las capas II/IIl), eminencia media, y
nucleos hipotalamico y amigdaloide de rata (Schultz y Hollt, 1998). Sin embargo, en
estas regiones del cerebro, el tratamiento agudo de morfina no tiene efectos sobre la

actividad de las ERKSs.

Recientemente se ha descrito que los GPCRs pueden estimular las ERKSs a partir
de complejos de adhesion focal y de procesos de desensibilizacion y secuestro de
GPCRs (Luttrell y col., 1999). Asi, los agonistas opioides p activan la quinasa de
adhesion focal en neuronas corticales de embrion de pollo (Mangoura, 1997), y aunque

se ha descrito que la internalizacion del receptor opioide o es requerida para la
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estimulacion de la MAPK (Ignatova y col., 1999), la internalizacion del receptor Kk no

parece ser necesaria (Li y col., 1999; Jordan y col., 2000).

En el caso del receptor opioide W, la inhibicion de la MEK1/2 o IP3K, en células
COS-7, previene su internalizacion mediada por el DAMGO (Polakiewicz y col., 1998).
En células HEK293 esta inhibicion también previene la desensibilizacion homologa del
receptor opioide p (fosforilacion e internalizacion) causada por el DAMGO (Schmidt y
col., 2000).Por otro lado, se sabe que la morfina no es capaz de inducir la
internalizacion del receptor opioide L, pero sin embargo, estimula la MAPK, incluso a

concentraciones a las que inhibe la actividad de la AC (Keith y col., 1996).

En cuanto al receptor opioide k, Jordan y colaboradores (2000), han descrito que
los agonistas de este receptor (tanto peptidicos como no peptidicos) activan la MAPK
en células CHO, pero so6lo los agonistas peptidicos inducen la internalizacion del
receptor. Por tanto, estos resultados apoyan la hipotesis de que la internalizacion del «,

no es requerida para la activacion de la MAPK a través de este receptor.

La participacion de JNK o p38 quinasa en la sefializacion opioide, también ha
sido descrita en varias lineas celulares. Si consideramos que los receptores opioides se
acoplan a Gis (Lee y col., 1996), la cual activa a JNK (Higashita y col., 1997), la
estimulacion de esta via es posible. Gutstein y colaboradores (1997) describieron la
regulacion de SAPK (INK) en células COS-7. Por otro lado, la capacidad de la [D-Ala’]
deltorfina II para aumentar la actividad del factor de transcripcion NF-AT/AP-1, en
células Jurkat T, sugiere que al menos el receptor opioide o es capaz de regular INK

(Hediny col., 1997).

Por ultimo, una activacion de la quinasa p38, mediada por receptores opioides o
y sensible a PKC, también ha sido descrita, hasta la fecha, en células NG 108-15 (Zhang
y col., 1999).
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5.- Mecanismos de regulacion del receptor opioide.

La capacidad de regulacion es algo consustancial a los sistemas de sefializacion,
y permite a la célula adaptarse rapidamente a los cambios en su entorno y responder en
cada momento a las necesidades del organismo. En este sentido, la estimulacion
prolongada de una célula conduce, a menudo, a una disminucion en la capacidad de
respuesta de dicha célula a posteriores estimulos; se trata de un fenomeno biologico

general que recibe el nombre de desensibilizacion o tolerancia.

La actividad de los GPCRs, entre ellos los receptores opioides, es regulada de
forma similar. Un modelo ampliamente utilizado para el estudio de los mecanismos de
regulacion de esta superfamilia de proteinas son los receptores B-adrenérgicos, que se
acoplan preferentemente a proteinas G transductoras tipo Gs para activar efectores de
membrana plasmatica, de los que la enzima adenilato ciclasa (AC) es la mas conocida.
En este modelo la presencia del agonista promueve una rapida desensibilizacion del
sistema, o pérdida de respuesta, mediante el desacoplamiento de los receptores de las
proteinas G y su desaparicion transitoria de la membrana plasmatica (taquifilaxia o
tolerancia aguda). A mas largo plazo, la presencia continuada del agonista da lugar a
cambios en velocidades de sintesis y degradacion, alterandose el nimero de proteinas

receptoras y la capacidad de respuesta celular (tolerancia a largo plazo).

5.1.- Fosforilacion del receptor y desensibilizacion.

La fosforilaciéon de los receptores [-adrenérgicos parece jugar un papel
determinante en la rapida desensibilizacion y desacoplamiento funcional de estos
receptores, promovida por sus propios agonistas. Las proteina quinasas, incluyendo las
quinasas de receptores acoplados a proteinas G (GRKs), fosforilan especificamente sélo
la forma activa de los receptores (Pei y col., 1995; Zhang y col., 1998; Lefkowitz, 1998).
La fosforilacion por GRKs, impide la interaccion del receptor con la proteina G
(receptor desensibilizado), y permite su interaccion con una proteina reguladora
adicional, la arrestina, que se sigue de una internalizacion del receptor en vesiculas de
clatrina (von Zastrow y Kobilka, 1992). Ademas, la arrestina es una molécula

adaptadora, en la sefalizacion del receptor B,-adrenérgico, que permite la formacion del
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complejo receptor-quinasa Src, a través del cudl, se activan las MAP quinasas ERK1/2

(Luttrelly col., 1999).

Recientemente, cambios en la expresion de diferentes GRKs y B-arrestina 2, han
sido descritos en el S.N.C. de ratas sometidas a un tratamiento agudo o crénico con el
agonista opioide sufentanilo (Hurle, 2001), lo que sugiere su implicaciéon en los

fenomenos de desensibilizacion del receptor opioide .

De acuerdo a este modelo, la fosforilacion de los tres tipos de receptor opioide p,
d y x ha sido demostrada (Pei y col., 1995; Arden y col., 1995; Appleyard y col., 1997).
Diversos estudios bioquimicos ponen de manifiesto que esta fosforilacion es
dependiente del agonista y se correlaciona con su eficacia (Yu y col., 1997). En este
sentido, la subunidad catalitica de la PKA es capaz de fosforilar in vitro el receptor

activado por morfina pero no el complejo DAMGO-receptor (Chakrabarti y col., 1998).

Ademas, los receptores opioides & (Pei y col., 1995) y u (Zhang y col., 1996; El
Kouhen y col., 1999) son fosforilados por GRKs. Agonistas tales como DAMGO o
etorfina inducen la fosforilacion del receptor opioide p. Sin embargo, los trabajos
llevados a cabo con la morfina y este receptor ponen de manifiesto que la fosforilacion
es dependiente de la linea celular y del nivel de expresion de las diversas quinasas. De
esta manera, se ha descrito su fosforilacion en células CHO (Yu y col., 1997), pero no en
HEK293 (Arden y col., 1995; Zhang y col., 1998). El contenido de GRK2 en las células
CHO es mayor que en las HEK293, donde para obtener el mismo efecto fue necesario
sobreexpresar esta quinasa. Tal observacion sugiere que el complejo morfina-receptor

no es un buen sustrato de GRKs (Zhang y col., 1998).

Por el momento, se desconocen los residuos de los receptores opioides que son
fosforilados, aunque se sabe que estan en el extremo carboxilo terminal (Zhao y col.,
1997; Murria y col., 1998; Law y col., 2000). La mayoria de las proteina quinasas
implicadas en la fosforilacion del receptor inducida por el agonista son GRKs (Pei y
col., 1995; Zhang y col., 1998), aunque también, participan la CaMK II (Koch y col.,
1997).
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El receptor opioide p presenta una fosforilacion basal en la que interviene la
CaMK II (Wang y col., 1996; Koch y col., 1997), la cual es reclutada a la membrana por
la GRKS5 que se une a la calmodulina a través de su extremo amino terminal, y a la GBy

por el extremo carboxilico (Proniny col., 1997).

A pesar de que no se ha descrito la fosforilacién directa por MAP quinasa del
receptor opioide, si se ha hecho de otros GPCRs tales como el receptor ATI de
angiotensina (Yang y col., 1997), y se relaciona a la ERK1/2 con los procesos de
desensibilizacion del receptor p, porque inhibidores de la MEK (MAP quinasa quinasa)
o de la PI3K evitan este proceso en células CHO tratadas con DAMGO (Polakiewicz y
col., 1998). Tampoco se han descrito las secuencias consenso de fosforilacion por MAP
quinasas en los extremos carboxilo terminales de los receptores opioides 1 o k. Sin
embargo, el residuo Thr361 del receptor opioide d es un sitio potencial de fosforilacion,

probablemente por ERK1/2, inducida por el agonista.

Para el receptor & se ha descrito una correlacion directa entre fosforilacion y
desensibilizacion (Hasbi y col., 1998). El inhibidor de PKA/PKC, H7 no es capaz de
bloquear la desensibilizacion, a diferencia de los inhibidores de las GRKs, heparina y
Zn”". Por el contrario, no se ha demostrado esta relacion con el receptor opioide p y en
el proceso de desensibilizacion se observa que tras su fosforilacion, la arrestina no

promueve su internalizacion (Cheng y col., 1998).

5.2.- Internalizacion del receptor opioide.

La internalizacion del receptor opioide inducida por un agonista y la
disminucién en el numero de proteinas receptoras y, por tanto, de la capacidad de
respuesta celular (down-regulation) fueron inicialmente demostrados en lineas celulares
que expresan el receptor opioide 6 (Chang y col., 1982; Cvejic y col., 1996; Law y col.,
1994; Malatynska y col., 1996). Unicamente, los agonistas inducen la down-regulation
del receptor, los agonistas parciales y los antagonistas no (Keith y col., 1996; Remmers
y col., 1998). En este sentido, se ha descrito que la morfina s6lo induce down-regulation

del receptor opioide & en presencia del u (Baumhaker y col., 1993; Zadina y col., 1994).
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La internalizacion del receptor opioide es dependiente del agonista y es mediada
por vesiculas cubiertas de clatrina. (Keith y col., 1996; Segredo y col., 1997; Ko y col.,
1999). En este sentido, DAMGO vy sufentanilo, pero no morfina, inducen la
internalizacion del receptor opioide p (Arden y col., 1995; Zhang y col., 1998; Whistler
y von Zastrow, 1998; Keith y col., 1996; Diaz y col., 2000), y solo en sistemas en los
que se sobreexpresa la GRK2 (Zhang y col., 1998) o B-arrestina (Whistler y Zastrow,
1998) la morfina induce la internalizacion de este receptor, lo que sugiere que el
complejo morfina-receptor promueve su endocitosis al aumentar la union de la arrestina
al complejo, bien por el aumento de la fosforilacion del receptor o por el aumento de la

concentracion de la arrestina.

También, se ha descrito la down-regulation del receptor opioide « tras el
tratamiento con el agonista, en distintas lineas celulares (Joseph y Bidlack, 1995;
Shapira y col., 1997; Zhu y col., 1998). Sin embargo, no ha podido ser demostrada la

internalizacion del receptor opioide & inducida por morfina (Zhang y col., 1999).

Ademés, existen diferencias en la regulacion celular de los receptores opioides,
asi, la internalizacion inducida por el agonista es mayor para el d>k>u. En este sentido,
la etorfina induce una rapida internalizacion y down-regulation del receptor opioide 9,
mientras que la internalizacion del receptor opioide k expresado en la misma célula
(Chu y col., 1997) o la down-regulation del u (Afify y col., 1998) es mas lenta. En este
proceso, el extremo carboxilo terminal de estos receptores parece estar involucrado,
porque quimeras de receptores W, que contienen el extremo carboxilo terminal del

receptor &, muestran un incremento en la internalizacion y down-regulation.
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6.- Antecedentes y objetivos del estudio.

Los receptores acoplados a proteinas G intervienen en las acciones de numerosas
y diversas sustancias mensajeras, asi como de una gran variedad de estimulos
sensoriales. Estos receptores comparten un mismo modelo estructural (siete dominios
transmembranales) y la capacidad de activar distintas proteinas G heterotriméricas, que
se disocian en subunidades o y Py; que a su vez modulan diversos efectores
intracelulares, como adenilato ciclasas, fosfolipasas C tipo 3, canales i6nicos o el estado

de activacion de Ras y las vias de las quinasas mitogénicas.

La amplia participacion de los receptores acoplados a proteinas G en procesos
fisiologicos evidencia el interés del estudio de sus mecanismos de activacion y
desactivacion. Una caracteristica general de estos receptores es la existencia de complejos
mecanismos que regulan su capacidad de respuesta, y que son la base de fendomenos
fisiologicos muy importantes, como la integracion de sefales o los procesos de

desensibilizacion o tolerancia.

En este sentido, los receptores opioides, incluidos en la familia de receptores G,
median los efectos beneficiosos, en concreto la potente analgesia, e indeseables de los
opioides, ya que su administracion cronica produce una serie de modificaciones en el
organismo que origina el desarrollo de fenomenos de dependencia y de tolerancia a la
mayor parte de sus respuestas farmacoldgicas. Estos procesos se desarrollan como
consecuencia de los cambios adaptativos a nivel celular y molecular que se producen en el
sistema nerviosos central por la presencia continuada del opiaceo, y que persisten durante

un largo periodo de tiempo incluso después de la interrupcion del tratamiento.

El protagonismo del receptor opioide tipo p en la analgesia y el desarrollo de
tolerancia y dependencia a morfina surge de diversos estudios in vivo. Resultados previos
del Laboratorio de Neurofarmacologia del Instituto de Neurobiologia Santiago Ramon y
Cajal ponen de manifiesto que la administracion de anticuerpos generados frente a
secuencias extracelulares del receptor p (Garzon y col., 1994) o de oligodeoxinucledtidos

antisentido que bloquean la sintesis de este receptor (Rossi y col., 1994; Cheny col., 1995;
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Sanchez-Blazquez y col., 1997) disminuye la analgesia inducida por los agonistas morfina
y DAMGO en roedores. Ademas, la administracion de estos anticuerpos y/o ODNSs, previa
a un tratamiento crénico con morfina, disminuye el rigor del sindrome de abstinencia
precipitado en animales tolerantes (Sanchez-Blazquez y col., 1996, 1997). Estos estudios
fueron confirmados con la utilizacion de ratones mutantes deficientes en los genes
responsables de la expresion de cada uno de los receptores opioides p, 8 y K, que asignan
un papel clave en la analgesia y dependencia morfinica al receptor u (Matthes y col.,

1996).

El proceso de desensibilizacion se ha caracterizado principalmente a nivel del
receptor, su fosforilacion mediante quinasas especificas y su interaccidon con proteinas
adaptadoras denominadas arrestinas, bloquea la transduccion de la sefial, y facilita la
internalizacion del receptor (Krupnick y col., 1998). En los altimos afios son cada vez
mas frecuentes los datos que indican que la pérdida de sefializacion de receptores G (en
este caso particular los opioides) puede también producirse sin el concurso de
fosforilacion, internalizacion y reactivacion (Law y col., 2000). Por consiguiente, el
receptor constituye la puerta de entrada de las sefales de los agonistas, sin embargo, los
mecanismos responsables de su pérdida de eficacia y del desarrollo de taquifilaxia o
tolerancia pueden implicar también mecanismos postreceptor en el entorno de las

proteinas G.

A nivel del receptor opioide, numerosas evidencias revelan que su fosforilacion por
proteina quinasas, entre ellas las GRKs (de G protein-coupled receptor kinases), que
fosforilan el receptor de forma dependiente de agonista (Pei y col., 1995; Zhang y col.,
1998), y la proteina quinasa C (PKC) (Gucker y Bidlack, 1992; Ueda y col., 1995; L.
Zhang y col., 1996), son claves en los mecanismos de desensibilizacion e internalizacion
de este receptor. Asi, en sistemas de células en cultivo en los que se co-expresan los
diferentes componentes de la maquinaria de transduccion, se ha observado que la
estimulacion de la enzima quinasa proteica C por distintos agentes, aumenta la
desensibilizacion del receptor u, que se revierte al elevar los niveles intracelulares de
AMPc, a través de la proteina quinasa A (Zhang y col., 1996). Por ¢l contrario, a nivel del

sistema nervioso central la informacion es considerablemente mas escasa, aunque se sabe
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que el inhibidor de PKC -H7-, reduce el sindrome d abstinencia en ratones tolerantes-

dependientes a una dosis tinica de morfina (Bilsky y col., 1996).

En esta misma linea la administracion in vivo de anticuerpos generados frente a
secuencias especificas de las subunidades o (o, @iz, i3, Oy) a ratones tolerante-
dependientes a la morfina es capaz de reducir de forma significativa la severidad del
sindrome de abstinencia (Sanchez-Blazquez y Garzén, 1994), reforzando la propuesta de
participacion de las proteinas G en los mecanismos responsables de la pérdida de
eficacia de los agonistas opioides en los procesos de desensibilizacion del receptor.
Ademas, el bloqueo de su funcidn por la fosforilacion de G, y la acetilacion de Gs es un
mecanismo de regulacion del receptor (Wedegaertner y Bourne, 1994; Fields y Casey,
1995). La misristoilacion y/o palmitoilacion reversible de las subunidades Ga
condiciona su interaccion con la membrana plasmatica y con otras proteinas, bien sean

receptores o efectores (Mumby, 1997; Wedegaertner, 1998).

Los estudios realizados sobre cerebros de ratas tolerantes a la morfina han
puesto de manifiesto cambios en los niveles de algunos subtipos de proteinas G, sin
embargo, estos cambios no se corresponden con modificaciones similares de los ARN
mensajeros que codifican estas proteinas (Basheer y Tempel, 1993), las cuales son
moléculas muy estables con una vida media larga. Por consiguiente, ninguno de los
mecanismos reguladores descritos anteriormente explican la rdpida recuperacion de la
sefializacion mediada por las proteinas G. Probablemente, esta recuperacion se deba a
un aumento en la velocidad de hidrdlisis del GTP, que devuelve a la Ga a su estado de
unién con GPy y acoplamiento a receptores. Este mecanismo es una de las funciones de
la familia de proteinas conocidas como reguladores de la sefializacion de las proteinas G
(RGS de Regulators of G-protein Signalling) (Gold y col., 1997). Sin embargo, las
proteinas RGS al unirse a las subunidades a activas (Go-GTP) inhiben la interaccion
efectiva entre estas y los correspondientes sistemas efectores. Asi, ciertas RGS han sido

propuestas como reguladores negativos en la sefializacion de los receptores acoplados a

proteinas G (Hepler, 1999).
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Otra proteina como la fosducina participa también en este complejo entramado
regulatorio, que es parte integral de los sistemas de transduccion. La fosducina es una
proteina citosolica (presente en altas cantidades en la retina) y que tras unirse con gran
afinidad al complejo Gy, que se libera tras la disociacion de las Ga-GTP activadas por
agonista-receptor, bloquea la activacion de efectores inducida por la estimulacion de las
proteinas G (Gaudet y col., 1999). Se ha propuesto la existencia de unas proteinas de
estructura y funcion homologas (Schrdeder y Lohse, 1996), conocidas como tipo
fosducina (PhLP), que se expresarian en cerebro y otros tejidos (Miles y col., 1993). El
papel de todas estas proteinas reguladoras en la modulacion de los receptores G esté
orientado a limitar la duracion e intensidad de la sefal inducida por las proteinas G, y
sugiere que cambios en su expresion o funcidon alteren la eficacia de la sefalizacion

intercelular y tengan consecuencias fisiopatologicas.

Por otro lado, la investigacion mas reciente llevada a cabo en nuestro laboratorio,
demuestra que tras su administracion in vivo, las proteinas Go misristoiladas son capaces
de incorporarse funcionalmente a la regulacién de receptores (Garzon y col., 1999). En
este sentido, la administracion de Gay, tras la reduccion de la analgesia opioide por
tratamiento con toxina pertusica, que inactiva proteinas Gi/Go, produce una recuperacion
del efecto. También demuestran que la administracion de subunidades o de las proteinas
Gi2 previene o revierte en su caso la aparicion de taquifilaxia o tolerancia aguda opioide
(Garzon y Sanchez-Blazquez, 2001), por lo que suponen una nueva herramienta, que sirve
para discriminar disfunciones causadas por alteraciones en la transduccion, de aquellas

debidas a perturbaciones a nivel del receptor de membrana.

De esta forma se plantea la posibilidad de restaurar farmacologicamente la calidad
de los efectos mediados por receptores G, cuando la transduccion asociada sufre ciertas
alteraciones funcionales y se propone que en la génesis de la taquifilaxia,
tolerancia/dependencia opioide y posiblemente de las alteraciones morfoldgicas
observadas tras el uso cronico de opioides se encuentran alteraciones en la transduccion

receptorial.

En base a lo mencionado, en este estudio se plantearon los siguientes objetivos:

56



Introduccion

Determinacion del efecto de la administracion cronica de morfina sobre los
niveles de diferentes PKCs y de un tipo de proteina de anclaje especifica de las
mismas, la RACK-1, en la corteza cerebral del raton, asi como la evaluacion de
los posibles cambios durante la abstinencia hasta la recuperacion de la

respuesta normal a los opiaceos.

Establecer la importancia de las proteinas reguladoras de las proteinas G (RGS)
en la respuesta analgésica mediada por un receptor G, el receptor opioide mu.
Se procedera a reducir la expresion de diferentes subtipos de RGS que se
expresan en S.N.C. de raton (RGS2, RGS3, RGS4, RGS7, RGS9, RGS12,
RGS14 y RGSI16), mediante la administracion subcronica de oligodeoxi-
nucledtidos antisentido (ODNs). Tras comprobar la eficacia del tratamiento con
los ODNs para reducir los niveles de la proteina diana, determinaremos el papel
de ciertas RGS (RGS2 y RGS9-2) en los mecanismos moleculares que originan
la pérdida de eficacia analgésica del opioide morfina (taquifilaxia y tolerancia a

largo plazo).

Determinacion de la presencia y distribucion de las proteinas tipo fosducina
isoforma larga (PhLPyr), en el cerebro de raton. Después de evaluar su papel
funcional en el efecto antinociceptivo mediado por el receptor opioide mu en el
raton, con la administracion de ODN, se estudiaran los posibles mecanismos
que regulan su funcién y se analizara su participacion en los efectos agudos y

cronicos de la morfina sobre este receptor.

Realizar ensayos in vitro de la funcionalidad, a nivel molecular, de la actividad
GTPasa de las proteinas G que tras ser administradas in vivo son capaces de
incorporarse funcionalmente a la cascada de sefalizacion iniciada por el

receptor.

Analisis del mecanismo y/o el lugar preciso de la superficie de la membrana
celular, implicados en el reconocimiento e internalizacion de las proteinas Gou
tras ser administradas in vivo, empleando para ello el modelo de astrocitos en

cultivo.
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1.- Materiales

1.1.- Animales.

Se utilizaron ratones macho, variedad albina, cepa CD-1 (Charles River,
Barcelona), de 22-27 g de peso y ratas variedad albina, raza Wistar, procedentes del
animalario del Instituto Cajal. Para generar anticuerpos policlonales se utilizaron conejos,
raza New Zealand White (Biocentre, Barcelona). Todos los animales se mantuvieron en el
estabulario en condiciones de agua y comida ad libitum, periodos de luz y oscuridad de 12

horas y temperatura ambiente de 22°C.

En la estabulacion y utilizacion de los animales se siguid la normativa vigente de la

Union Europea sobre uso y experimentacion con animales de laboratorio.

1.2.-Cultivos celulares.

Los cultivos primarios de astrocitos empleados en parte de los estudios fueron
preparados directamente a partir de la corteza cerebral de rata, mostrando propiedades
diferenciadas tipicas de sus origenes, que les hacen accesibles al estudio a través de
sistemas y técnicas que no se pueden aplicar en los tejidos intactos. El primer paso del
aislamiento de los astrocitos a partir del tejido neonatal consiste en romper la matriz
extracelular y las uniones intercelulares que mantienen unidas entre si las células. Los
cerebros de rata neonatal (PO-P1) se obtuvieron por decapitacion y diseccion,
separandose las meninges de los hemisferios cerebrales. Las cortezas libres de meninges
se lavan con BME (EAGLE) suplementado con Glutamax, penicilina (20 IU/mL),
estreptomicina (20 pg/mL), 33 mM de glucosa y suero fetal bovino al 10% (BME/F-
10S) que contiene moléculas proteicas extracelulares esenciales para la supervivencia,
desarrollo y proliferacion celular; disgregandose el tejido por accion mecanica con una
pipeta y su paso a través de un filtro estéril de 135 um. Tras su centrifugacion a 700 xg,
se recoge el sedimento que se resuspende en BME/F-10S, realizdndose un segundo
filtrado a través de un poro de 20 pum, separandose asi vasos sanguineos y agregados

celulares que interfieren en la obtencion de un cultivo puro. La suspension celular de
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corteza se sembro en frascos de cultivo creciéndose en un incubador a 37°C, en
atmosfera de 5% CO, saturada de vapor de agua. La multiplicacion de estas células es
inhibida cuando establecen contacto entre si, lo que permite la formacion de una
monocapa confluente a los 8-10 dias, en la cual cada célula se adhiere a la superficie de
crecimiento y contacta con las células vecinas a todo su alrededor. Adicionalmente, los
astrocitos se purifican seglin la tendencia de las células a adherirse fuertemente a esta
superficie. Asi, mediante agitacion orbital durante 12 horas a 37°C se separan las células

de precursores 0-2A y, parcialmente la microglia que se adhieren menos fuerte.

El desprendimiento de los astrocitos para transferirlos a otras superficies se
realiz6 con el agente proteolitico tripsina y con el EDTA (etilendiamin tetraacético) que
une el Ca®* del que depende la adhesion célula-célula, pudiendo formar cultivos
secundarios sobre cubres redondos de cristal o placas de plastico previamente tratados
con poli-L lisina (2,5ug/mL) que les confiere carga positiva necesaria para la adhesion

de los astrocitos.

1.3.- Anticuerpos y proteinas recombinantes empleados en este estudio.

En los estudios bioquimicos se emplearon anticuerpos generados y
caracterizados en el laboratorio de Neurofarmacologia del Instituto Cajal, dirigidos a la
secuencia peptidica especifica EEQGMLPEDLS, fragmento 115-125 de la proteina
Goi, (Sanchez-Blazquez y col., 1993; Garzon y col., 1994; 1997) y frente a una
secuencia comun a la fosducina (Phd, fragmento 21-34) y proteina tipo fosducina
isoforma larga (PhLPy, fragmento 58-70), GPKGVINDWRKFK (presente trabajo). Los
anticuerpos especificos de RGS9 y RGS2 fueron adquiridos a Santa Cruz, y los
anticuerpos policlonales de caveolina y G5 a Transduction Laboratory y Chemicon,

respectivamente.

La Gaj, recombinante empleada en el estudio fue obtenida de Calbiochem, o
generada en el laboratorio con el sistema de expresion pPROEX ™ de Life Technologie,
y la PhLPy con el vector pGEX-2T de Amhersam Pharmacia, tal y como se describe
posteriormente. La Phd recombinante fue cedida por el Prof. Dr. R. Schulz (Instituto de

Farmacologia, Facultad de Veterinaria, Munich), o adquirida de Calbiochem.
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1.4.- Obtencion y caracterizacion de anticuerpos anti-Phd/PhLPy..

Como se ha mencionado anteriormente, se gener6 un anticuerpo policlonal
frente a una secuencia aminoacidica, seleccionada como péptido antigénico, comun a la
fosducina (Phd) y PhLP;: H-GPKGVINDWRKFK-OH; tras realizar un analisis
comparativo de la secuencia de aminoacidos de ambas proteinas deducida a partir del
ADNCc de raton (Groshan y col., 1993; Abe y col., 1993), y que corresponde a los
aminoacidos del 21 al 34 de la Phd o 58 al 70 de la PhLPy (Crafty col., 1998).

1.4.1.- Acoplamiento del péptido antigénico al toxoide diftérico.

El sistema inmune reacciona mas vigorosamente si la molécula tiene un alto peso
molecular. Para aumentarlo, se conjugd o uni6 quimicamente el péptido antigénico, que se
sintetizd con un residuo adicional de cisteina en el extremo amino terminal, a una molécula
de mayor tamafio que hace las veces de un presentador o transportador, en nuestro caso el
toxoide diftérico, acoplandose mediante el éster Maleimidocaproil-N-Hidroxisuccinimida

(MCS) que une el grupo SH- de la cisteina y grupos amino libres (Chiron Technologies).

Se forma, de este modo, un complejo covalente péptido/transportador que puede
contener varias moléculas de péptido por molécula de presentador, con la consecuente
posibilidad de estimular repetidamente al sistema inmune con una cantidad pequefia del

complejo antigénico.

1.4.2.- Inmunizacion de los animales.

Se emplearon conejos, a los que se les puede sangrar varias veces, con una
obtencion de alrededor de 15-20 mL de suero y la sangria final puede proporcionar

entre 30-40 mL de suero de alto titulo.

En nuestro caso, el péptido acoplado al toxoide diftérico se inyectd a los conejos
junto con un adyuvante para incrementar aun mas la respuesta inmunologica. Se utilizé
el adyuvante completo de Freund, constituido por un aceite mineral que contiene una
pequeiia cantidad de bacterias Mycobacterium butyricum inactivadas, o incompleto (sin

micobacterias) segun la fase del proceso de inmunizacion.
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El antigeno a una concentracion de 0,5 mg/mL en un tampon acuoso, se mezcld
vigorosamente a una relacion 1:1 con el adyuvante completo de Freund, formando una
emulsion estable. Aproximadamente, 0,5 mL fueron inyectados por via intramuscular, en
cada una de las extremidades posteriores del conejo. A las dos semanas se realizd la
primera inyeccion de refuerzo por via subcutanea, empleandose el péptido, esta vez con el

adyuvante incompleto.

A partir de este momento fue necesario seguir el curso de la aparicion del
anticuerpo en la circulacion sanguinea. Para ello esperamos tres semanas para realizar
una sangria de control en el animal. Repitiéndose (aproximadamente una cada mes)

hasta que se observd una pérdida de titulacion de los sueros.

1.4.3.- Obtencion y preservacion del suero.

La sangre extraida se dejé coagular a temperatura ambiente durante 3-4 horas,
tras lo que se centrifugo a 1000 xg 10 minutos, para eliminar células sanguineas y se

decant6 el suero, que se almacend hasta el momento de su utilizacion.

1.4.4.- Caracterizacion y titulacion de los sueros.

La caracterizacion de la reaccion antigeno/anticuerpo se hizo por inmunodeteccion
(Western blotting) que permiti6 visualizar la especificidad sobre membranas P, de distintas
areas cerebrales de raton, al transferir eléctricamente las proteinas de la muestra,
previamente sometida a electroforesis en geles de poliacrilamida/dodecilsulfato sodico
(SDS/PAGE), a membranas capaces de retener proteinas. Estas se hicieron reaccionar con
el anticuerpo primario (suero), visualizdndose una banda proteica en el peso molecular
esperado.

Para obtener un titulo alto del suero purificamos las IgG y realizamos las diluciones
necesarias, intentando alcanzar con ellas una dilucion compatible con una buena reaccion

del anticuerpo primario especifico.
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1.4.5.- Purificacion de la IgG especifica.

Para purificar las IgGs que se emplearon en la mayoria de los experimentos, a
partir de sueros inmunes, se prepararon columnas de afinidad que contenian el péptido
antigénico, que se empled para inmunizar, acoplado quimicamente a una matriz de
sefarosa 4B activada con bromuro de ciandégeno (CNBr) que se une covalentemente a pH
8-9 con grupos amino libres de la proteina (AmershamPharmacia). El suero completo se
pasoé por la columna de antigeno, el cual capta todos los anticuerpos presentes contra ese
antigeno. La columna se lava extensivamente y se procede a eluir el anticuerpo disociando
el complejo antigeno-anticuerpo con una solucion de pH écido (glicina 200 mM, pH 2,5).
El eluido de IgGs fue sometido a dialisis/concentracion en un sistema Micro-ProDiCom
(Spectrum), para retencion de moléculas con pesos moleculares superiores a 15,000 Da. La

concentracion final de proteina oscil6 entre 1,5y 2,5 ug/ul.
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anti-PhLP/Phd Suero TG purificada

Figura 11. Comparacion de la inmunosefial obtenida con el antisuero (1:1000) y la IgG
purificada (1:3000) de la Phd recombinante adquirida a Calbiochem (Phd®), de la Phd
recombinante cedida por el Dr Schulz (Phd), y la PhLP; presente en la corteza cerebral de
raton (S=citosol, P2=membranas plasmaticas).

1.4.6.- Caracterizacion y titulacion de la IgG.

Se procedi6 a la caracterizacion y titulacion de la IgG de la misma manera que

se hizo para el suero, pudiendo comprobarse por inmunodeteccion de muestras de
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membranas P, de distintas areas cerebrales de raton, que se eliminaron las reacciones de

fondo debidas a contaminantes.

Posteriormente, para descartar una reactividad cruzada, y asegurar que el
anticuerpo a usar solo reconoce especificamente el antigeno deseado, realizamos un
control de preabsorcion. Para ello, se tuvo en cuenta la dilucidon optima del anticuerpo
(1:3000) que se establecid previamente, y se incubd 3 horas a temperatura ambiente y
en agitacion con el péptido antigénico en una cantidad lo suficientemente alta que
asegur6 una preabsorcion completa cuando esta IgG se utilizd para inmunodetectar la
PhLP;, que se sabe, estad presente en membranas P, de la corteza cerebral de raton

(Figura 12).
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Figura 12. Preabsorcion del péptido antigénico. Inmunodeteccion, con la IgG purificada
anti-Phd/PhLP,, de (-) 45 pg de membranas P, de corteza cerebral de ratén, previamente
incubada sin el péptido antigénico, o de (+) 45 ug de membranas P, de corteza cerebral

de ratén, incubada en las mismas condiciones que el control (-) en presencia de 0,4 mg del
péptido antigénico.

1.5.- Purificacion de PhLPy, a partir de cerebro de raton.

En la obtencion de la proteina a partir de cerebro de ratdén se han conjugado
varios procesos cromatograficos para enriquecer en la muestra la PhLPy a base de que,
tras cada paso de purificacion, disminuiamos drasticamente la concentracion de otras

moléculas y sin afectar a la proteina a purificar.

De esta manera, tras comprobar que la PhLP. es una proteina glicosilada

(apartado X de Resultados), se enriquecio la muestra, membranas P, de corteza cerebral
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de raton, en proteinas glicosiladas por cromatografia de afinidad en columna de lectina
de germen de trigo (wheat germ lectin, WGL), para posteriormente purificar la PhLP_
por inmunodetecién con el anticuerpo especifico acoplado a una matriz inerte (Affi-Gel®

Hz Hydrazide, BioRad). La IgG purificada se obtuvo como se ha descrito anteriormente.

1.5.1.- Cromatografia de afinidad en columna de germen de trigo.

La columna de lectina de germen de trigo (wheat germ lectin, WGL) sobre matriz
de agarosa (Sepharose 4B, AmershamPharmacia) es capaz de retener glicoproteinas,
previamente solubilizadas con detergentes, conteniendo residuos o-D-glucosapiranosilo,

o-D-mannopiranosilo u otros estéricamente semejantes.

La resina se empaquetd en una columna (Flex-column, Kontes) que fue
preequilibrada con tampon TEL (Tris-HCI 25 mM, pH 7,5, EGTA 1 mM, leupeptina 10
uM), conteniendo NaCl 150 mM, CaCl, 1 mM, MnCl, 1 mM, Triton X-100 1% a 4°C.

Se trabajo con tejido obtenido a partir de cerebro de raton y se prepararon las
membranas P, como se describe posteriormente en el apartado X de métodos, que
fueron solubilizadas en tampon TEL, conteniendo NaCl 150 mM, PMSF 10 uM,
inhibidor de tripsina de soja 19 ug/mL, bacitracina 50 pg/mL y Triton X-100 2%, 16
horas en agitacion, a 4°C. Tras una centrifugacion a 100,000 x g durante 1 hora,
obtuvimos el material solubilizado (el sobrenadante) que se filtrd (Sterivex™-GV 0.22
um, Millipore), antes de pasarlo, durante 10 ciclos, por la columna de afinidad de

lectina de germen de trigo.

Las proteinas no unidas a la columna se eliminaron mediante lavado con tampén de
equilibrado. La elucion se realizé con N-acetil-D-glucosamina 0,25 M, que compite con la
proteina ligada por los sitios de union de la lectina. El contenido en proteina del eluido se
determind por el método de Lowry (Lowry y col., 1951), previa precipitacion de la proteina
con acido tricloracético, y se congeld a -70°C hasta el momento de ser empleado en

ensayos posteriores.
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Finalizada la elucion, la columna se regenerd haciendo pasar alternativamente 2-3
volumenes de un tampon basico (Tris-HCI 0,1 M, pH 8,5, NaCl 0,5 M) y un tampén acido
(acetato sodico 0,1 M, pH 5,0, NaCl 0,5 M), ciclo que se repitid tres veces. La columna se

conservo a 4°C en tampodn acetato 0,1 M, pH 6,0, NaCl 0,9%, CaCl, 1 mM, MnCl, 1 mM.

1.5.2.- Cromatografia de afinidad mediante anticuerpo acoplado a agarosa.

En un segundo paso la muestra enriquecida en proteinas glicosiladas se hizo pasar
por una columna de IgGs purificadas acopladas a un soporte de agarosa (Affi-Gel® Hz
Hydrazide, BioRad), que reacciona con los grupos aldehidos de los carbohidratos oxidados
de los anticuerpos, para formar un enlace covalente. Esta técnica permite una orientacion
uniforme y optima de las IgGs acopladas, que facilita la exposicion al antigeno de los sitios

de union al anticuerpo.

La PhLPy. glicosilada permaneci6 unida a la columna, y las proteinas que no se
unieron fueron eliminadas mediante lavado. La elucion se hizo con un tampoén glicina 200

mM, pH 2,5 capaz de disociar la union antigeno-anticuerpo.

Asi, la PhLPy obtenida a partir del cerebro de raton, se concentr6 con el sistema
Ultrafree-MC 10,000 NMWL (Millipore) que retine las proteinas de peso molecular
inferior a 10 kDa, permitiendo el intercambio del medio por un tampon Tris-HCI 50 mM,

pH 8.0.

El posterior andlisis por SDS/PAGE, confirm6é mediante una tincion de plata
(Silver Stain Plus, BioRad) la existencia de una banda de 43 kDa correspondiente a la
PhLP; purificada, que fue electroeluida para eliminar otras proteinas que acompafiaban a la

PhLP;.

1.6.- Obtencion de proteinas recombinantes.

El vector de expresion de procariotas pGEX-2T (AmershamPharmacia) con el
ADNCc de la PhLPy de rata clonado entre los sitios BamHI y EcoRI, y el vector para
eucariotas pcDNA3.1/Zeo (-) (Invitrogen) con el ADNc de la Gay, de rata entre HindIII
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y Notl, fueron cedidos por el Dr A. Garcia-Espafia (Departamento de Patologia de la
Universidad de Medicina, Nueva York). Estos vectores son sistemas que ayudan en el
proceso de transferencia de un gen exogeno a una célula, facilitando su entrada y

biodisponibilidad intracelular, de tal modo que este pueda funcionar correctamente.

El sistema de expresion utilizado para la obtencion de ambas proteinas fue E.
coli, de forma, que fue necesario subclonar el ADNc de la Gaj, en un vector de
expresion bacteriano, como el pPROEX ™ (Life Technologie), que incorpora una cola de
6 histidinas en el extremo amino terminal de la proteina que presenta afinidad por los
iones Ni*", los cuales son inmovilizados por moléculas de acido nitrilotriacético
anclados a una matriz de sefarosa CL-6B (Ni2+-NTA; QIAGEN), facilitando su

deteccion y/o purificacion por cromatografia de afinidad.

De la misma forma, el vector pPGEX-2T incorpora una proteina marcadora en el
extremo amino terminal de la proteina PhLP;, la glutation-S-transferasa (GST), con alta

afinidad por la glutation, que facilita su deteccion y/o purificacion..

1.6.1.- Clonaje.

El subclonaje de la Gai, consistid en extraer la secuencia de ADNc que la
codifica del pcDNA3.1/Zeo (-), y su fusion en el MCS (multiple cloning site) del

pPROEX ™, para lo que fue necesario:

e La preparacion del inserto: obtencion del ADNc de la Ga,; usando

sitios de restriccion nuevos.

Disefiamos unos oligonucleodtidos + y — (primers + y -) que flanqueaban la zona
de nuestra proteina, y que poseian los sitios de restriccion adecuados (EcoRI y Kpnl) en
sus extremos 5’ y 3°, para su posterior clonaje en el pPROEX™. A estos
oligonucleotidos se afiadieron tres bases en los extremos de los sitios de restriccion para
facilitar la digestion posterior, de forma que el oligonucleotido + mantuvo la pauta de

lectura con el gen de fusidon que codifica la cola de 6 histidinas:

69



Materiales y Métodos

EcoRI

Primer +: 5°>-GAT G AA TTC ATG GGC TGC ACC GTG AGC-3’
Kpnl

Primer -: 5°-CGG GGT ACC TCA GAA GAG GCC ACA GTC-3’

Con una reaccion de PCR (polimerasa chain reaction) utilizando los primers (+
y -) y una muestra del pcDNA3.1/Zeo (-) que contenia el ADNc de la secuencia de
nuestra proteina, amplificamos el gen de interés. La polimerasa empleada fue la
PLATINUM’ Pfx (Life Technologie), con actividad exonucleasa 