UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE FARMACIA

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular 11

CAPTACION DE SUBUNIDADES GJalfa] POR
CELULAS DEL SNC. ANALISIS DEL MECANISMO
DE INTERNALIZACION Y ESTUDIO DE SU
ACTIVIDAD FUNCIONAL

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR

Isabel de Antonio Garcia

Bajo la direccion de la doctora

Pilar Sanchez-Blazquez

Madrid, 2001

ISBN: 84-669-2004-8



INDICE

I. Introduccién

1. Proteinas G
1.1. Desarrollo histoérico
1.2. Ciclo de activacion
1.3. Subunidades que integran los heterotrimeros
1.3.1. Subunidad o
1.3.1.1 Estructura de la subunidad o
1.3.2. Subunidades By
1.3.2.1 Estructura del dimero By
1.3.3. Interacciones Go-Gy
1.3.4. Interacciones con efectores
1.3.4.1 Interacciones Ga-efectores
1.3.4.2 Interacciones Gpy-efectores
2. Receptores acoplados a proteinas G
2.1. Interacciones receptor-proteinas G
3. Moduladores de la funcién de proteinas G
3.1. Interaccién RGS-proteinas G
3.2. Interaccion fosducina-proteinas G
4. Localizacion de las proteinas G en la bicapa lipidica
4.1. Estructura de las caveolas
4.2. Interaccion caveolina-proteinas G heterotriméricas
5. Planteamientos y objetivos del trabajo

Il. Materiales y Métodos

1. Materiales
1.1. Animales
1.2. Cultivos celulares
1.2.1. Cultivos de astrocitos
1.2.2. Cultivos de neuronas
1.3. Anticuerpos empleados en este estudio

1.4. Proteinas Ga-miristoiladas y anticuerpos frente a proteinas G
1.4.1. Purificacion de IgGs a partir de sueros inmunes

1.5. Estudios de inmunodeteccion
1.5.1. Preparacion de astrocitos para SDS/PAGE
1.5.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida
1.5.3. Inmunotransferencia (Western-blotting)

1.6. Marcaje con fluorescencia de proteinas recombinantes
Gai2-miristoiladas e 1gGs

1.7. Acoplamiento de proteinas recombinantes Gai2-miristoiladas

g w

11
15
18
20
22
24
25
27
29
32
34
34
36
37
40
41
42

49
49
49
50
51
52
53
53
54
54
55

57



e lgGs a oro coloidal
1.7.1. Determinacién de la cantidad estabilizadora requerida
en el marcaje con oro coloidal
1.7.2. Preparacion del conjugado oro coloidal/proteina
1.8. Oligodeoxinucleétidos antisentido: Disefio y sintesis.

2. Métodos
2.1. Microscopia de fluorescencia
2.2. Microscopia confocal
2.2.1. Fundamentos de la microscopia confocal
2.2.2. Procesamiento de muestras para microscopia confocal
2.3. Procesamiento de muestras para microscopia electrénica
2.3.1. Caracteristicas del proceso de fijacion
2.3.2. Perfusion vascular
* Tincion de Nissl
2.3.3. Inclusién
2.3.4. Obtencion de cortes ultrafinos en el ultramicrotomo68
2.3.5. Tincion de rejillas

3. Estudios de actividad biolégica
3.1. Administracion i.c.v.

3.1.1. Administracion de PTX

3.1.2. Administracion de oligodeoxinucleétidos antisentido71
3.2. Valoracion del efecto analgésico evocado por opioides

4. Estudios sobre cultivos celulares
4.1. Ensayos de inmunofluorescencia

4.1.1. Cambios en el patron de internalizacion de Gaj,-exdégena

tras modificar los procesos de endocitosis
4.1.2. Inhibicién de PKC/PKA
4.2. Administracion de ODNSs a cultivos de astrocitos
4.3. Inmunocitoquimica. Tratamiento con anticuerpos
4.4, Estimacion de la proliferacion celular
4.4.1.Ensayos con ioduro de propidio
4.4.2. Incorporacion de timidina tritiada

5. Andlisis estadistico
Il. Resultados

1. Estudios estructurales
1.1. Deteccion de zonas especificas de union IgGs
anti-Gai2/proteina Gai2-endbégena

1.2. Resultados de la administracion in vivo de proteinas recombinantes

Gai2-miristoiladas

1.2.1. Cambios en el patrén de internalizacion de IgGs anti-Gai2

57

58
59
59

61

62
63
63
64
65
66
67

69

70

70

72

73
74

75
76
76
77
77
79
80

81

85

85

88



Inducido por el tratamiento con agonistas o con PTX 90

2. Microscopia confocal 92
2.1. Resultados obtenidos tras el tratamiento con IgGs anti-Ga.i2

analizados mediante microscopia confocal 97
2.2. Andlisis confocal de la internalizacion e incorporacion a la cascada

de sefales de proteinas Gai2-miristoiladas exdgenas 102
2.3. Andlisis cuantitativo de los histogramas 107

3. Estudios ultraestucturales: Microscopia electrénica

3.1. Entrada y localizacion de la proteina Gai2-miristoilada 112

3.2. Caracterizacion del mecanismo de entrada de las proteinas 116
Gai2-miristoiladas al interior celular

4. Estudios comportamentales
4.1. Efectos de la administracién in vivo de subunidades Go-miristoiladas

en la antinocicepcion supraespinal evocada por opioides 123
4.2. Administracion de subunidades Gai2-exdgenas en animales
Aknock-down@ 125

4.2.1. Efectos sobre animales pretratados con ODN-Gai2125
4.2.2. Efectos de la administracién de subunidades Gai-exégenas

en animales tratados con PTX 128

4.2.3. Efectos sobre animales pretratados con ODN-p 130
5. Cultivos celulares 133
5.1. Caracterizacion de las subunidades o de las proteinas G presentes en

astrocitos de rata 133
5.2. Captacién por astrocitos de IgGs anti-Ga. 134
5.3. Internalizacion de Gai2-miristoiladas exégenas 136
5.4. Caracterizacion de la entrada de Gai2-miristoiladas

5.4.1. Implicacion de las caveolas 141

5.4.2. Papel de endocitosis dependiente de PKC en la internalizacion

de Ga-miristoiladas 147

6. Traslocaciéon de Gaj,-miristoiladas al ntcleo: Estudios de

proliferacelular y sintesis de DNA 149
6.1. Estudios de proliferacion celular 149
6.2. Sintesis de DNA 154
6.2.1. Induccidn de sintesis de DNA mediada por suero 154
6.2.2. Resultados de la administracion de toxina pertusica
y anticuerpos especificos anti-Ga.i2 156

6.2.3. Induccion de sintesis de DNA mediada por la administracion
exdgena de Gai2-miristoilada 158



6.2.4.1. Bloqueo funcional tras la administracion de
anticuerpos especificos anti-caveolina
6.2.4.2. Bloqueo por alteracion de lipidos de membrana

7. Estudios funcionales
7.1. Incorporacion de Gai2-exégena a la cascada de sefializacion

IV. Discusiéon

V. Bibliografia

165
167

171

193

223



ABREVIATURAS MAS UTILIZADAS

AC: Adenilato Ciclasa

ADN: Acido desoxirribonucléico

ADP: Difosfato de adenosina

AMPc: Monofosfato de adenosina ciclico

ARNmM: Acido ribonucléico mensajero

ATP: Trifosfato de adenosina

BME: Basal Medium (Eagle)

BME/F-1S: Basal Medium+ 1% suero fetal de ternera

BME/F-10S: Basal Medium+10% suero fetal de ternera

BSA: Albumina sérica bovina

B-FNA: B-funaltrexina

CTX: Toxina colérica

DPDPE: [D-Pen2,5]encefalina

EDTA: acido etilendiaminotetraacético

E.S.M: Error estandar de la media

FCS: suero fetal de ternera

GDP: Difosfato de guanosina

GFAP: proteina glial fibrilar acida

GMPc: Monofosfato de guanosina ciclico

GTP:Trifosfato de guanosina

GTPyS: Guanosin 5-O-(3-tiotrifosfato)

H7: [1-(5-isoquinolinil-sulfonil),2-metil] piperazina

i.c.v.: intracerebroventricular

IgGs: Inmunoglobulina G

IP: loduro de propidio

MEP: Maximo efecto posible

ODN: Oligodeoxinucleétido antisentido

SGPA: Sustancia gris periacueductal

PB: Tampon fosfato

PBS: Tampon fosfato salino

PKA: Proteina quinasa A

PKC: Proteina quinasa C

PLA2: Fosfolipasa A2

PTX: Toxina pertusica

SDS: Dodecil sulfato sédico

SDS/PAGE: Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS

SNC: Sistema nervioso central
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Introduccion

Una gran parte de las respuestas celulares que se observan tras la uniéon de un
agonista a su receptor estan mediadas por la activacién de proteinas de membrana
capaces de unir nucleétidos de guanina: Proteinas G. Las proteinas transductoras o
proteinas G son una familia de heterotrimeros (afy) que, tras ser activados por el receptor,
se disocian en o-GTP més dimeros fy. Ambas subunidades son capaces de regular la
actividad de diversos efectores, produciendo cambios en la fisiologia celular en respuesta a
la informacion recibida. La importancia de las proteinas G en la correcta integracion
funcional de las células ha quedado confirmada en estudios con animales mutantes
carentes de los genes que codifican los diferentes subtipos de proteinas Ga. Estos
animales, denominados Aknock-out@ segun la terminologia inglesa, evidencian alteraciones

funcionales, morfoldgicas, tisulares e incluso alta incidencia de ciertas neoplasias.

En la actualidad hemos de considerar que, ademas del papel esencial de las
proteinas G en la clasica cascada de sefiales que se inicia en los receptores de membrana,
estas proteinas también desempefian funciones altamente especializadas en organulos
subcelulares (reticulo endoplasmico, endosomas, aparato de Golgi, etc.) y contribuyen a
regular el trafico vesicular en la endocitosis y la exocitosis. Asimismo se ha propuesto que,
al igual que otras moléculas de sefializacion, las proteinas G actian como mensajeros
neurotréficos siendo transportadas desde los terminales sinapticos hacia el cuerpo
neuronal. En este sentido, sabemos que algunas de las subunidades « de las proteinas
transductoras G (Ga y G«), en determinadas circunstancias, p. ej. al ser estimuladas por
factores neurotréficos, pueden abandonar la membrana y ser transportadas
retrogradamente desde los terminales al cuerpo neuronal. De esta forma las sefiales que
inciden en el extremo del axén alcanzarian el nicleo donde actuarian como un mensajero,
participando en el control del desarrollo neural en el embrién asi como en el mantenimiento
de la integridad en el adulto. Hemos de destacar el hecho que estos dos subtipos de
proteinas G poseen distintas propiedades (sensibilidad a toxinas) y presentan una

distribucion diferencial lo cual puede tener una enorme importancia fisiologica.
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En este punto, hemos de recordar que se han descrito una serie de patologias que

cursan con alteraciones en el nimero y/o estado funcional de las proteinas G.

En los ultimos cinco afios se ha producido un avance espectacular en el
conocimiento de la estructura molecular de las proteinas G, asi mismo se han identificado
un namero considerable de moléculas capaces de interactuar con ellas y regular, de forma
aun por definir, la duracion y/o la magnitud de la respuesta mediada por la activacion de las
proteinas G. Por otra parte, se ha logrado determinar su estructura genética asi como la
localizacién de cada gen en los cromosomas. En base al conocimiento actual queda por
redefinir el papel funcional de las proteinas G, que sin duda se presenta mucho mas

complejo e importante del inicialmente asignado.

El trabajo realizado, en el Laboratorio de Neurofarmacologia del Instituto Cajal, y
gue se presenta en esta Memoria de Tesis Doctoral, pretende contribuir al conocimiento del
papel de las proteinas G como moléculas de sefalizacion. Los resultados de la
investigacion demuestran que las subunidades Ga miristoiladas, administradas por via
intracerebroventricular en el ratén, pueden progresar desde el espacio periventricular
siendo captadas por las células nerviosas y, lo que es ain mas importante, lograr su
integracion funcional en las vias de sefalizacién asociada a los receptores G. Este hallazgo
nos lleva a pensar en la existencia de una ruta fisiolégica para la internalizaciéon de las
proteinas G o al menos de sus subunidades Ge, lo que conllevaria un papel como
mensajeros no solo intercelulares sino también intracelulares. Por tanto, este trabajo al
tiempo amplia el conocimiento actual de la importancia las proteinas G en la comunicacién
neural, apunta la posibilidad que las propias proteinas G puedan ser utilizadas como
agentes terapéuticos en aquellas patologias que implican un deterioro de la transduccién

receptorial.
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1. Proteinas G

La superfamilia de las GTPasas comprende proteinas que unen GTP y lo
hidrolizan a GDP. Dentro de ella estan las llamadas proteinas G de bajo peso
molecular que suelen ser polipéptidos de pocos aminoacidos (unos 200
aminoéacidos), de las cuales existen evidencias de que estan implicadas en la
secrecion regulada en células secretoras, transporte de vesiculas axonales en
células neuronales y tréfico polarizado en células epiteliales, y las proteinas G de
alto peso molecular, que tienen una estructura heterotrimérica y cuya principal
funcién es ayudar a los receptores de membrana para que internalizen sus sefiales
mediante la regulaciébn de mensajeros intracelulares. En este dltimo y mas

importante grupo centraremos nuestro estudio.

Existen multiples tipos de proteinas G de bajo peso molecular que unen GTP,
entre ellas esta el factor de elongaciéon EF-Tu, que controla la elongacion de
péptidos en Escherichia coli. Esta proteina controla la translocacion unidireccional
de un sustrato (ARNt aminoacilado) a una localizacién especifica (el ribosoma). Los
oncogenes ras codifican una clase de proteinas reguladoras ligantes de GTP
involucradas en el control de la proliferacion celular. Estas son las proteinas Ras (H-
Ras, Ki-Ras y N-Ras) expresadas en la casi totalidad de los tipos celulares de
mamiferos. Existen también proteinas con una homologia de secuencia
aminoacidica con las proteinas Ras relativamente elevada (50-60%). Estas
proteinas son principalmente: Ral (Ay B), Rapl (Ay B), Rap2, R-Rasy TC21. Enla

actualidad la funcion de muchas de estas proteinas esta aun por determinar.

3
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Otro grupo de proteinas relacionadas con las proteinas Ras son la familia
Rho (A, By C), las proteinas Rac (1y 2) y la proteina TC10, las cuales presentan un
30% de homologia con las proteinas Ras. También con el mismo porcentaje de
homologia aparece la familia de las proteinas Rab. A excepcion de Rab3, que se
expresa solo en tejidos neurales, las proteinas Rab de mamiferos son ubicuas. Se
ha propuesto que estas proteinas participan de forma activa en el trafico intracelular

de vesiculas (Hall, 1990).

Las proteinas G heterotriméricas estan formadas por la combinacién de una
subunidad o que une e hidroliza GTP, y por un dimero Ry que sélo se disocia por
desnaturalizacién (Hamm, 1996; Neer, 1995). En la actualidad, se han identificado
21 subunidades o diferentes, 5 subunidades 3y 12 subunidades y (Clapham, 1996;
Hamm, 1996). De esto se podria deducir la existencia de muchas combinaciones de
heterotrimeros, sin embargo, parecen existir una serie de combinaciones preferidas
limitandose asi el nimero de posibles formaciones (Kleus y col., 1992; Kleus y col.,

1993; Ho y col., 1999; Robillard y col., 2000).

Las proteinas G participan en sofisticadas redes de sefializacién debido a que
un unico receptor puede estar acoplado a diferentes vias de generacion de
segundos mensajeros y/o a la regulacién de distintos canales i6nicos. Ademas,
varios receptores pueden activar a un unico efector (Simon, 1991). Por tanto, parece
existir una comunicacion entre distintas proteinas G, lo cual permite un mayor grado
de refinamiento de la integracion de sefiales. Segun esto, la activacién cruzada
podria ser una parte esencial en el circuito de transduccion de la informacién. Por

otro lado, partes del sistema intracelular puedenser construidas para proteger contra
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esta activacion cruzada.Por ejemplo,se ha encontrado que

en células polarizadas del epitelio renal, Gaj, esta localizada en la membrana
basolateral de la célula, mientras que Gais esté localizada en el Aparato de Golgiy
en las membranas apicales. Por confinamiento de las proteinas G, e incluso de sus
efectores en regiones localizadas de la célula, su posibilidad de interaccionar o de
establecer activacion cruzada puede ser disminuida de forma importante (Simon,

1991).

1.1 Desarrollo historico

El estudio de los mecanismos implicados en la transmision de sefales entre
las células se inici6 a finales de los afios 50. Rall y Sutherland (1956) observaron
gue la hormona adrenalina estimulaba las células del higado para que éstas
liberaran glucosa. Los analisis de fragmentos de células revelaron que la adrenalina
provocaba que una enzima en la membrana plasmatica convirtiera el ATP en otra
sustancia hasta ese momento desconocida, el AMPciclico. Este proceso era
realizado por una enzima también desconocida hasta entonces: la adenilato ciclasa
(AC). Sutherland sospechaba que la AC y el receptor eran la misma molécula. Sin
embargo, estudios realizados posteriormente demostraron que eran entidades

separadas.

Dos hechos condujeron a la demostracion de que los nucle6tidos de guanina
participaban en la transmision de la sefial de adrenalina. Uno fue el estudio
realizado por Rodbell y col. (1971) indicando que la presencia de la hormona
glucagony su receptor no eran suficientes para activar la AC, sino que el GTP tenia

gue estar presente también. El otro, que Cassel y Selinger (1976) descubrieran que
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cuando la adrenalina se afadia a fragmentos de membrana plasmética, no solo
estimulaba la AC, sino que causaba la transformacion del GTP a GDP, mediante

una GTPasa que hidrolizaba el GTP liberando uno de sus grupos fosfato.

En 1977 Ross y Gilman disefiaron un experimento con el fin de inducir
actividad AC en una linea de células mutantes que carecian de esta enzima. Esta
linea fue descrita en 1975 y hoy en dia se denomina cyc’. Ross queria insertar AC
en las membranas utilizando un extracto de proteinas de membranas que
contuviera esta enzima. Tal y como él esperaba, al exponer las membranas cyc’ asi
tratadas a adrenalina, apareci6 AMPc. Sorprendentemente, en la situacién control
con el extracto inactivado, las membranas cyc’ sintetizaban AMPc como si hubieran
captado una AC activa del extracto. La explicacion a este hecho llegé pronto, las
células cyc contenian AC, pero no se habia detectado porque era inactiva. Esta
inactividad se debia a la ausencia de otro componente celular que activaba ala AC.
Ross y Gilman demostraron rapidamente que la sustancia activante era una
proteina, que a su vez era activada por GTP, a la cual denominaron proteina G.
Dedujeron que la adrenalina, por tanto, conducia a la produccion del AMPc al pasar
informacion a través de su receptor a una proteina G, la cual, cuando se le unia

GTP, era capaz de estimular a la AC para producir AMPc.

En 1980 Sternweis y Northup purificaron la proteina G que se denomind Gg,
ya que estimulaba (Astimulus@) la AC. Posteriormente, cuando se aislaron el
receptor y la AC, se prepararon membranas artificiales que contenian receptor,
proteina G y AC embebidos en fosfolipidos. De esta forma, a mediados de los 80 se
habian identificado todos los elementos esenciales de la ruta que iba desde la

adrenalina a la produccion del segundo mensajero, AMPc. Simultdneamente a la
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caracterizacion de la G, otros investigadores realizaron un descubrimiento similar
estudiando como los bastones de la retina responden a la luz. Los experimentos de
Bitensky y col. (1981) y Stryer y col. (1981) revelaron la existencia de otra proteina

G que hoy en dia se conoce como transducina o proteina G..

Figura 1. Representacion espacial de las proteinas G unidas al receptor; la subunidad

a situada a laizquierda, esta reflejada en color azul claro y el dimero By (B, rosado y y
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azul oscuro) a la derecha. Tomado de Lambricght y col., 1994

Casi al mismo tiempo se descubrio la proteina G;, Gilman y colaboradores
(1982) vieron que @inhibia@ a la AC. Esto se observo mediante reconstitucion de
proteinas de higado de conejo en plaquetas y membranas de células S49. En 1984
Sternweis y su grupo detectaron una proteina G distinta de la G;, abundantemente
distribuida en cerebro y sustrato de la toxina pertusica (PTX). Esta proteina se
denomind G, (Aotra@ proteina G) y se presentaron evidencias de que no era un
producto de proteolisis de la proteina G;. Simultdneamente, el grupo de Neer detecto
también este nuevo tipo de proteina G (Nerr y col., 1996). En los ultimos afios,
mediante la aplicacion de técnicas de clonaje se han podido detectar hasta 20

subtipos de proteinas transductoras G (Clapham, 1996; Hamm, 1996).

1.2 Ciclo de activacion

Independientemente del tipo de proteina G que transmite la sefial, todas ellas
tienen en comun un ciclo funcional en la membrana plasmatica, como se muestra en
la figura 2. En ausencia de sefiales, que estimulen un receptor, la subunidad o unida
a [3y tiene una molécula de GDP. Cuando un ligando se une y activa al receptor se
produce un cambio conformacional en el tercer dominio citosoélico, lo que origina la

salida de GDP y posibilita la entrada de GTP en la subunidad o de la proteina G.

Este intercambio hace que la proteina G se separe del receptor y, que a su
vez, la subunidad a con el GTP unido se disocie del dimero constituido por las
subunidades Py. Las subunidades a y By pueden ahora actuar sobre el sistema
efector especifico, que puede ser enzimas como la adenilato ciclasa, la fosfolipasa

C, fosfolipasa A, la fosfodiesterasa de los fotoreceptores demostrandose ademas
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Figura 2. La unién del agonista al complejo receptor-proteina G provoca un cambio
conformacional que permite la disociacion de GDP y la unién a GTP, cuya
concentracién intracelular es mucho mayor, con lo que la proteina G se activaeinduce
su disociacion de las subunidades Byy del receptor. Tanto lasubunidad o unidaa GTP,
como el dimero By, pueden modular efectores hasta que la actividad intrinseca de
subunidad a la inactiva al hidrolizar el GTP. Esto conduce a la reasociacion del
heterotrimero, disponible asi para un nuevo ciclo de activacion.

La toxina colérica (CTX), tiene la capacidad de unir covalentemente el grupo ADP-
ribosaalasubunidad a de Gs manteniendola activa permanentemente, mientras que
la toxina pertusica (PTX) ADP-ribosila la subunidad ai/o en el heterotrimero, de tal
forma que, al no permitir ladisociacién de las subunidades, no pueden ser reguladas

por el receptor.

su participacion en la activacion directa de canales ibnicos. La subunidad o finaliza
su accién estimuladora hidrolizando la molécula de GTP a GDP, debido a su
capacidad GTPasica intrinseca. La vuelta al estado inicial lleva consigo la

reasociacion de las tres subunidades y su unién con el receptor. En los ultimos afios



Introduccién

se han descrito una serie de mecanismos inhibitorios de la sefializacion mediada por
las proteinas G, uno de ellos implica a una proteina citosélica denominada
fosducina, presente en altas cantidades en la retina, (Lee y col., 1987) y a sus
homologas conocidas como tipo fosducina, las cuales se expresan en cerebro y
otros tejidos (Bauer y col.,, 1992; Lee y col., 1992; Schultz y col., 1996). Las
fosducinas tienen una gran afinidad por el complejo GBy al cual se unen,
blogueando la activacién de efectores inducida por la estimulacion de las proteinas
G e impidiendo la reasociacion del heterotrimero. A su vez la fosducina puede ser
fosforilada por un mecanismo que implica a la quinasa proteica A (PKA) con lo que

sus efectos inhibitorios sobre las proteinas G se pierden.

Por otra parte, las proteinas G pueden ser inhibidas, igualmente, por una
serie de proteinas que estimulan la actividad GTPasica de la subunidad o, de forma
gue aumenta el tiempo en que las proteinas G permanecen en su estado inactivo.
Esta familia de proteinas son conocidas como RGS (reguladoras de la sefializacion
de las proteinas G) y se expresan en diversos tejidos incluyendo el cerebro
(Dohlman y col., 1997; Berman y col., 1998; Hepler y col., 1999). Estudios en
sistemas reconstituidos han demostrado que las RGS pueden incrementar la
hidrolisis de GTP en mas de 100 veces y que su eficacia y especificidad puede estar

influencia por modificaciones lipidicas en su terminal amino.

Otra caracteristica del ciclo de las proteinas G es su capacidad de
autorregulacion. La regulacion de la hidrdlisis de GTP garantiza que la activacion del
ciclo no se va a mantener indefinidamente. Por tanto, los analogos no hidrolizables
del GTP (como Gpp(NH)p 6 GTPyS) resultan valiosas herramientas en la

investigacion, puesto que permiten mantener disociadas las proteinas G de forma
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continuada (Stryer y Bourne, 1986). Este ciclo de activacion-desactivacion, puede
ser modificado por la accion de otras proteinas moleculares de las que

comentaremos mas adelante.

1.3 Subunidades que integran los heterotrimeros

1.3.1 Subunidad «

La subunidad o presenta actividad GTPasica intrinseca, ademas de un Gnico
sitio de afinidad para la unién de nucledtidos de guanina (Gilman, 1987), sus
caracteristicas determinan la subfamilia dentro de la cual se ubica el trimero y
determina la especificidad de la proteina G por un receptor y un efector concreto.
Se han clonado en mamiferos al menos 21subunidades Ga distintas, que provienen
de la expresion de 17 genes, en algunos casos por lecturas alternativas (Jones y
Reed, 1987; Matsuokay col.,1988; revisado en Wickman y Clapham,1995; Hurowitz
y col., 2000). Son proteinas de 39-52 kDa, que presentan una homologia en su
secuencia de aminoacidos entre el 45-95% (Rens-Domiano y Hamm, 1955), de
acuerdo con la cual se han agrupado en cuatro familias (Tabla 1)
Las subunidades Ga que median la activacion de la adenilato ciclasa pertenecen a
la familia Gas , incluye 4 isoformas de as generadas por lectura alternativa de un
anico gen, junto con Gogr, Yy son capaces de estimular canales de calcio
dependiente de voltaje (Yataniy col., 1987 y 1998a; Dolphin, 1991). Las proteinas
Gas se encuentran presentes practicamente en todos los tejidos, incluyendo el SNC
donde los niveles mas altos de la Gas de 52 kDa se localizan en la corteza frontal y
los de 45 kDa en el caudado (Young y col., 1993); sin embargo el subtipo G
aparece Unicamente en tejidos neurales especificos y es especialmente abundante

en el tejido olfatorio.
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Tabla 1. Clases de subunidades a de las proteinas G.

Famili Subtipo Expresion

s 8 Adenilato

Gs sk 8 Canal de
\olf Epitelio
T Retina
Wt Retina (conos) 8
\Ygust Papilas 9 Adenilato
il Varios 8 Canal de
iz 9 Canal de
i3
o1/ Vo2
z
va Cerebroy 9 Adenilato
Vil 8 Fosfolipasa
V14 Ubicuas
Vv15/ V1 Varios
V12 8 Intercambio
13

Tomado de Neer ,1995

La familia de proteinas G; recibio el nombre al ser asociadas en un principio

con la inhibicion del sistema enzimatico de la AC y en contraposicion al entonces
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bien conocido grupo de la Gas, que estimulan dicho sistema (Bokoch y Gilman,
1984; Okajima y Ui, 1984) y aunque en la actualidad también se las relaciona con
otros efectores como son los canales de K*y de Ca?*(Yataniy col., 1988b) a través
de los receptores ap-adrenérgicos, D,-dopaminérgicos, m,, ms y ms-muscarinicos,
Az-purinérgicos, de somastotatina, opiodes (Freissmuth y col., 1991; Kurose y col.,
1986; Milligan y col.,1985; Murray-Whelan y Schlegel, 1992; Strosberg, 1991; Ueda
y col., 1988), la relacién con la inhibicion de la AC sigue siendo su principal

caracteristica.

Se han clonado los ADNc de tres subtipos diferentes de a;que presentan una
homologia. A diferencia de lo que sucede con las clases Gsy G, cuyos subtipos
provienen de lecturas distintas de un mismo gen, los tres ADNc de los subtipos de la
clase G; provienen cada uno de un gen diferente (Beals y col; 1987; Suki y col.,
1987). La traduccion de estos genes predice unas secuencias para las subunidades
o, denominadas a1, aiz Y aiz en base al orden en que fueron clonadas (Suki y col.,
1987), de 354, 355 y 354 aminoacidos respectivamente, con una similitud entre el
87y el 93% entre los aminoacidos de sus secuencias. En SDS-PAGE presentan un
peso molecular aparente entre 40-41 kDa. Las tres subunidades son ADP
ribosilables por la PTX cuando estan formando parte del trimeroy por la CTX en su

forma disociada.

Los tres subtipos estdn ampliamente distribuidos en cerebro y en la mayoria
de los 6rganos periféricos. En el cerebro de rata, la Gaj; se encuentra mas
abundante en el bulbo olfatorio, nicleo accumbens, amigdala, locus coeruleus y en
la corteza cerebral; la Gai, presenta los niveles mas elevados en el hipotalamo,

estriado, bulbo olfatorio, hipocampo y corteza cerebral (Asanay col., 1990; Ordford
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y col., 1991; Berti-Mattera y col., 1992; Young y col., 1993). La Gaiz es la que
presenta una distribucion mas restringida, lo que unido al alto grado de
conservacion de su secuencia entre las especies sugiere una gran especificidad en
su funcion (Kim y col., 1988). Aunque se ha demostrado que todas ellos estan
implicados en la inhibicién de la AC (Simonds y col., 1989; Kobayashi y col., 1990;
Gerhardt y Neubig, 1991) y en la estimulacion de canales de K* (Yatani y col.,
1988b; Mattera y col., 1989) cada una de ellas parece tener, ademas una
predileccion por un determinado tipo de efector. Asi, por ejemplo, se ha dicho que la
Guaij1 pudiera ser capaz también de tener una funcién estimuladora de fosfolipasas
(Codinay col., 1988). La Gas seria la mas directamente implicada en los procesos
de regulacion de canales de K* (Codinay col., 1988) y en ciertos tipos de células se
le ha relacionado con procesos de transporte vesicular y exocitosis (Aridor y col.,

1993).

La familia Gq, formada por ag, a11 ,014 ,015 Y 016, activan la fosfolipasa C tipo
B de fosfoinositidos. Todas las proteinas que se agrupan en esta clase carecen del
lugar de modificacion para la PTX y activan a diferentes miembros de la PLC, al
menos a las isoformas B (Sternweiss y Smrcka, 1992).Gog y Gouii estan
ampliamente distribuidas en los tejidos, incluido el SNC, ademas de en multiples
lineas celulares (Milligan, 1993a) y difieren unicamente en un 12% de su secuencia
localizandose la mayoria de las diferencias en el extremo amino-
terminal.Estazonapareceserimportanteendeterminarlaespecificidaddela interaccion
conelcomplejopyGausseencuentrafundamentalmenteencélulas epiteliales, mientras
que Gaus Y Gasg se localizanen células hematopoyeéticas. Esta especificidad en su
distribucion podria significar una funcion muy especializada de estas proteinas

(Hepler y Gilman, 1992).
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La familia Gi12 con a2 Y Gagz Se expresan en la mayoria de los tejidos y son
resistentes a la modificacién por PTX. Sabemos poco sobre la funcion de éstas

proteinas.
1.3.1.1.Estructura de la subunidad «

En la estructura de las subunidades Ga se distinguen dos dominios (Figura 3)
un dominio similar a la proteina RAS (ARas-like@), comln a todas las proteinas de la
familia de las GTPasas, y un dominio llamado helicoidal por su estructura de hélice
o, que no esta presente en las GTPasas de bajo peso molecular. ElI primero
contiene lugares implicados en la union e hidrdlisis de los nucledtidos de guanina, el
sitio de union para iones Mg?*, el residuo R diana de la ADP-ribosilacién por toxina
colérica (CTX), asi como sitios de interaccion con dimeros By, receptores y

efectores.

En este dominio se distinguen 3 regiones Aswitch@ adyacentes (residuos
S173-T183, F195-T215 y D227-R238 en Ga;), claves en los cambios
conformacionales nucleétido-dependientes de la subunidad G o durante el ciclo de
activacion-desactivacion de la proteina G. Concretamente, algunos residuos de las
regiones switch 1 y I, como R174 de G o (178 en G ai3), diana de la CTX, o Q200
de G a:(204 en G ai1), establecen interacciones fundamentales para hidrolisis de

GTP (Noel y col., 1993; Sondek y col., Coleman y col., 1994).

La funcién del dominio helicoidal no estéa bien definida, pero podria contribuir
a la mayor velocidad de hidrélisis de GTP que poseen intrinsecamente las

subunidades o de las proteinas G heterotriméricas en comparacion con las demas
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GTPasas (Markby y col., 1993).

-, dominio ras-like

[ #
dominio helicoidal ¢
) Segmentos de union {,Eq

¥ s P “linker” "

Vo [ N-terminal

Figura 3. Estructura general de la subunidad a de la transduccina donde se
muestran los dominios GTPasa o ARas-like@ y helicoidal, los segmentos de
unién (Alinker@) que los interconectan asi como el dominio de unién de

nucleétidos (Lambright y col., 1996).

El extremo amino terminal de la subunidad o participa en la union con el
complejo By (Lambrighty 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 activacién de las proteinas G mediada por el receptor, se piensa que el extremo

carboxilo terminal es el implicado en la relacion con el receptor (Masters y col.,
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1988; Clapham y col., 1996).

La resolucion de la estructura cristalografica de las subunidades Go; y Gaip
unidas a GDP, GTPyS o AIF* (Noel y col., 1993; Lambright y col., 1994; Sondek y
col., 1994; Coleman y col., 1994; Mixon y col., 1995), asi como de trabajos mas
recientes con los heterotrimeros (Wall y col.,1995; Lambrigth y col., 1996), han
aportado gran informacién sobre la disposicion espacial de la subunidad Ga y los

dominios clave para los cambios estructurales que experimenta al ser activada.

Las subunidades Ga pueden sufrir distintas modificaciones covalentes post-
traduccionales de gran relevancia funcional (Yamane y Fung, 1993): ADP-
ribosilaciones, prenilaciones, acilaciones y fosforilaciones . Asi determinados
subtipos de Ga pueden ser ADP-ribosilados especificamente por toxinas
bacterianas. La toxina colérica (CTX), (producida por Vibrio cholerae), actia sobre
las subunidades as Yy oo libres, introduciendo un grupo ADP-ribosa desde el NAD
(nicotinamida adenina nucleotido) a un residuo de arginina de las subunidades o de

dichas proteinas G.

La toxina pertusica (PTX), (de Bordetella pertussis), ADP-ribosila las
subunidades Goi,Gogust,Gai Y Ga, en residuo C4 a partir del extremo carboxi-
terminal. Otras subunidades o 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 Gpy. Esta modificacion

conlleva el desacoplamiento entre receptor y proteina G.

Entre las modificaciones post-traduccionales de las subunidades Ga, las de
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naturaleza lipidica, tales como las acilaciones (miristoilaciones o palmitoilaciones)
(Bigay y col., 1994; Wedegaertnery col., 1995), son importantes para la localizacion
y funcionalidad de la subunidad, contribuyendo, junto con las interacciones a-py, a
su anclaje a la membrana (Milligan y col., 1995b). Algunas subunidades o pueden
ser fosforiladas por proteina quinasa C (PKC) (Fields y Casey, 1995; Kozasa y

Gilman, 1996), lo que afecta a su interaccion con el dimero Gpy.

1.3.2 Subunidades By

Las subunidades Py forman un dimero que sélo puede disociarse en
condiciones desnaturalizantes. La Tabla 2, muestra las variantes de estas
subunidades, su distribucién y los efectores que modulan. Se conocen cinco
isoformas se las subunidades B3, de aproximadamente 36 kDa, que muestran entre
un 50% y un 83% de homologia de secuencia y trece subunidades y, de 6-9 kDa,
gue presentan mayor variedad. Las subunidades y presentan modificaciones
covalentes que incluyen prenilacion (con grupos farnesilo grupos geranilgeranil) y
carboximetilacion en la Cys C terminal, las cuales permiten su asociacion a la
membranay regulan la interaccién del dimero con las subunidades «, los receptores
y algunos efectores (Wedegaertner y col., 1995). No todas las combinaciones By
parecen igualmente probables y aunque son intercambiables entre las distintas
subunidades « in vitro, aun no se conoce bien el grado de especificidad de las
interacciones entre ellas, que podria determinar la preferencia por combinaciones

heterotriméricas especificas.

Tabla 2. Variantes de subunidades By, distribucion y efectores que
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modulan.
Subtipo Efectores modulados
por los dimeros Sy

B1 Varios
Bo Varios
B3 Varios
By Varios 8 Adenilato
Bg 9 Adeniato

8 Fosfolipasa
Y1 Retina 8 Fosfolipasa
Yeonos Retina 8

Fosfoinositido

12

8 Canal de
Y3 Cerebro
Y4 ?
Y5 Varios
Y7 Varios

Tomado de Neer ,1995

Por lo que respecta a sus funciones, los dimeros Py 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 funcién parece
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existir selectividad de isoformas de las subunidades  y y, como han mostrado
Kleuss y col (1992,1993). Asi mismo, su disociacion de las subunidades o cuando
estas se activan conduce a la separacion del receptor, el cual puede actuar de
nuevo catalizando la activacion de nuevas moléculas de proteina G y permitiendo la

amplificacion de la sefial.

Durante mucho tiempo la capacidad de estabilizar a las subunidades o fue la
principal funcion asignada para el dimero Py, actualmente se sabe que estos
dimeros son capaces de modular efectores por si mismos (Clapham y Neer, 1993).
En este sentido, se han descrito efectos directos de los complejos Py sobre
efectores celulares purificados. Los complejos By estimulan la PLA; en la retina,
activan canales de K* regulados por acetilcolina del corazén, activan determinadas
isoformas de la PLC (B2 y B3) y tienen un efecto dual sobre la AC estimulando las
isoformas AC-Il y AC-IV e inhibiendo la AC-I (Camps y col., 1992; Jelsema y
Axelrod, 1987; Katz y col., 1992; Logothetis y col., 1987; Tang y Gilman, 1991;
Sternweiss,1995). Estas acciones cesan, al igual que las de las subunidades «a,

con la reagrupacion del heterotrimero.

1.3.2.1. Estructura del dimero gy

Por estudios cristalograficos se conocié la estructura tridimensional de
dimeros By libres (Sondek y col., 1996 [G Bi1y1]) y heterotrimeros G afy(Wall y
col.,1995 [G ai1B1y2]; Lambright y col; 1996 [G aB1y1])La subunidad G adopta una
forma cilindrica de hélice B integrada por siete palas (laminas ), que dejan en el
centro de la hélice un poro (Figura 4). Esta estructura es reflejo de la cadena

aminoacidica, que contiene siete repeticiones de una secuencia de unos 40
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aminoacidos entre los que hay residuo altamente conservados. En estas
secuencias conservadas aparece repetido el dipéptido triptéfano-aspartato (W-D),
motivo que se encuentra también en muchas proteinas no relacionadas
funcionalmente con la transduccién y que podria ser importante para establecer

interacciones con otras proteinas (Neer y col., 1994)

Figura 4. Dominios de las subunidades GBy en donde las hélices representan el N-
terminal de cadaunade las subunidades. Se aprecian las 7 palas de la subunidad f en
gris. La subunidad y esta representada en azul; los dominios N-terminal helicoidales,

estan intimamente unidos. Tomada de Lambright y col., 1996

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

gue confiere mayor diversidad (Casey, 1994). En ausencia de isoprenilacion el
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dimero Gy se forma, pero no interacciona correctamente con la membrana ni con
la subunidad Ga (Higgins y Casey, 1994), viéndose comprometida la activacion de
la proteina G por los receptores (Scheer y Gierschik, 1995) y por tanto su papel
modulador de los efectores. Asi mismo, se ha descrito fosforilacion por PKC de
algunas subunidades vy, lo que podria tener relevancia fisiolégica (Morishita y

col.,1995).

Las subunidades B y y funcionan fuertemente asociadas mediante
interacciones no covalentes y solo se disocian en condiciones desnaturalizantes. La
subunidad y se extiende a lo largo de un extremo de la estructura en hélice de la

subunidad 3, estableciéndose entre ambas una extensa zona de interacciones

hidrofébicas y polares que confieren especificidad de unién B-y (Katz y Simon,
1995). Alejados de la hélice B, también los extremos aminoterminal helicoidales de
ambas subunidades se enrollan entre si, estableciéndose interacciones
mayoritariamente hidrofébicas. Estas subunidades aparecen en estructuras nativas
formando parte de la proteina G heterotrimérica, en asociacion con una subunidad

o, 0 como una mezcla de dimeros By no disociables (Neer y Clapham, 1988).

1.3.3 Interacciones Ga-GBy

La estructura de los heterotrimeros nos revela el conjunto de uniones
nucleétido-dependientes que se establecen entre Ga y GBy, y que van a regular la
interaccion de estas subunidades con receptores y moléculas efectoras. La
subunidad o establece con B interacciones hidrofébicas poco especificas. Existen

dos sitios fundamentales de contacto de o con f3: el extremo amino-terminal de la
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subunidad o miristoilado 6 palmitoilado y el dominio catalitico de esta subunidad,
regiones switch | y Il o residuos préximos a ellas (Lambrighty col., 1996; Colemany
Sprang, 1996). Tanto los extremos amino- y carboxilo-terminales de Ga como las
regiones switch | y Il sufren cambios conformacionales cuando esta subunidad

interacciona con el dimero Gy o tras la union de nucleotidos.

Figura 5. En esta figura mostramos dos posibles orientaciones ortogonales de Ga-By
con respecto ala bicapa lipidica, teniendo en cuenta larelevancia en la transduccion
de sefiales de la formacion de complejos con otras proteinas . Si bien no ha sido
todavia demostrado, la orientacion B por su apropiada disposicion sea la mas
probable. Le Vine 1999

A diferencia con las interacciones extensas con Gpy, los estudios
cristalograficos no han podido determinar interacciones directas entre Ga y Gy, ya
gue los primeros cinco residuos de Ga, asi como los primeros ocho y Ultimos cuatro

residuos de Gy, aparecen desordenados. Por tanto no se puede descartar la

23



Introduccién

posibilidad de que tales interacciones, entre Ga y Gy, puedan ocurrir en una
configuracion mas fisiologica. Sin embargo la extension de tal interaccion seria
limitada. Por otra parte, grupos acilados del extremo amino-terminal de Ga y
prenilados del extremo carboxilo terminal de y quedan préximos y parecen
insertarse simultanea y cooperativamente en la bicapa lipidica de la membrana

plasmatica, contribuyendo asi a la estabilidad del trimero (Fig 5).

Estos sitios modificados post-traduccionalmente, junto con las regiones de o
gue interaccionan con el receptor, se presentan hacia una misma cara del trimero,
de forma que la proteina G tiene una orientacion concreta con respecto a la
membrana (Bigay y col., 1994; Lambright y col., 1996.); estas acilaciones de Ga,
como veremos mas adelante, van a ser de gran importancia en la interaccion con
otras proteinas (Chun y col., 1996; Lisanty y col., 1994, 1997; Ponimaskin y
col.,2000). Asi pues, el dimero Gy, ademas de regular efectores, mantiene a la
subunidad Ga inactiva, unida a GDP, al tiempo que la orienta de forma accesible

para los dominios citoplasmaticos de los receptores.

1.3.4 Interaccidon con efectores

Las proteinas G transmiten las sefiales desde el receptor hasta los efectores,
constituidos porsistemasenzimaticoscomolaAC,laPL y la fosfodiesterasa especifica
de GMPc, transportadores de magnesio y glucosa y canales iénicos de K*, Ca*'y
Na’. El sistema efector mas relacionado en los efectos opioides es la AC, cuyo
sustrato es un complejo formado por el ATP y un metal (habitualmente el Mg**) que
genera como segundo mensajero el AMPc, encargado de transmitir el mensaje al

interior celular, donde es activada una proteina quinasa que a su vez fosforila
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diversas proteinas especificas dando lugar a la respuesta celular final (Avidor-Reiss

y col., 1997; Eckhardt ycol., 2000).

1.3.4.1 Interacciones G a-efectores.

Como hemos indicado anteriormente, las subunidades Ga unidas a GTP y
activas interaccionan con multiples efectores: adenilato ciclasas, fosfolipasas Cp,
fosfodiesterasas del GMP ciclico, canales idnicos (DeVivo e lyengar,1994), a través
del dominio GTPasa, estando implicada la region switch Il (Berlot y Bourne,1992;
Rarick y col., 1992; Neer,1995; Coleman y Sprang,1996). El extremo carboxilo-
terminal de Go parece ser también un lugar de interaccion tanto con receptores

como con efectores (Masters y col., 1988; Clapham, 1996)

En mamiferos han sido clonadas 9 isoformas de AC, describiéndose para
algunas de ellas formas derivadas de lecturas alternativas de sus ARN mensajeros
(lyengar, 1993; Hellevuo y col.,1995; Premont y col., 1996; Cali y col., 1996). Son
proteinas de 1080-1353 amino&cidos; presentan sitios de posible N-glicosolacion y
poseen un extremo amino-terminal corto y dos regiones altamente hidrofébicas (M,
y M), poco conservadas entre las distintas isoformas, seguida cada una de ellas por

un dominio mas conservado (C; y C,).

Por su estructura primaria se cree que el extremo amino-terminal es
citoplasmatico en todos los casos, que ambas regiones hidrofobicas atraviesan la
membrana 6 veces y que C; y C, constituyen largos dominios citosélicos, sirviendo
C, como union entre las dos regiones transmembranales. Estos dominios

citoplasmaticos pueden constituir la regidn catalitica de la enzima (Tang y Gilman,
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1992; lyengar, 1993).

GT
&

AC

GIR

RGS

} éAC

Cofly)

RGS

Figura 6. Regulacién de las adenilato ciclasa de mamiferos. R, receptor /TM; Gy G;
proteinas G que estimulan o inhiben respectivamente la AC; CaM, calmodulina; 3"’ AMP
adenosina 3'monofosfato; en engrita: regiones de alta homologia de secuencia

aminoacidica entre las distintas isoformas (Tang y Gilman 1992)

Las distintas isoformas de AC se clasifican en 6 subfamilias en base a sus
similitudes estructurales y sus caracteristicas funcionales. Se observan diferencias
en su actividad basal y, aunque todas son estimuladas por subunidades Gos y
forskolina, son reguladas de forma diferente por diversas moléculas (subunidades o
o dimeros By, Ca®*-calmodulina, PKC) (Tang y Gilman, 1992; lyengar, 1993; Cooper
y col., 1995). Asi por ejemplo, el efecto del Ca** sobre la actividad de distintas

isoformas de la enzima puede ser nulo (AC Il, 1V, VII ¢ IX), estimulador (AC I, 11l 6
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VIII) o inhibidor (AC V 6 VI). Los dimeros Gy pueden no afectar (AC V, VI, IX),

activar (AC 11, IV) o inhibir AC I) a la enzima.

La PKC estimula unicamente a algunas isoformas (AC I, VII) (Coopery col.,
1995; Premonty col., 1996). Estas diversas AC no se distribuyen de igual forma en
el organismo; todas estan presentes en el S.N.C (Hellevuo y col., 1996), pero s6lo
tres tipos (AC I, Il y V) se expresan de forma significativa, concentrandose a nivel
subcelular selectivamente en zonas sinapticas (Monsy col., 1995). Esta localizacion
subcelular permite a las enzimas responder rapidamente a entradas de Ca® en la
célula asegurando la integracion de los dos grandes sistemas de segundos

mensajeros intracelulares (AMPc y Ca*").

1.3.4.2. Interacciones Gpj-efectores.

Los dimeros By participan en un gran numero de acciones mediadas por
proteinas G (Clapham y Neer, 1993). Muchos trabajos recientes demuestran la
activacion directa por dimeros Gy de moléculas efectoras tales como canales de
K" (Logothetis y col., 1987; Reuveny y col., 1994; Wickman y col., 1994; Huang y
col., 1995), canales de Ca** tipo Ny P (Ikeda, 1996; Herlitze y col.,1996) isoformas
de la PLC-B (1,2 y3) y PLC31 (Camps y col., 1993; Stehno-Bittel y col., 1995),
fosfolipasa A2 (PLA2) (Jeselma y Axelrod, 1987; Kimy col., 1989), quinasas de
fosfoinositidos (Morris y col., 1995), tirosina quinasa (Langshans-Rajasekarany col.,
1994; Ito y col., 1995; Van Biesen, 1995) o la quinasa 2 de receptores acoplados a
proteinas G(GRK2) (Pitcher y col ., 1992; Haga y col.,1994). La capacidad de los
dimeros Gy para interaccionar con proteinas que posean dominios de homologia

de plextrina (dominios PH) (Koch y col., 1993; Touhara y col., 1994) amplia el
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abanico de sus posibles papeles fisiol6gicos. Las subunidades By regulan las
distintas isoformas de las enzimas efectoras de manera muy especifica (Tang y
Gilman, 1991; Smrcka y Sternweis, 1993), y se observan diferencias entre los
distintos dimeros Gy en cuanto a capacidad para regular una isoforma determinada
(Boyer y col., 1994). Los sitios de interaccion entre GBy y sus efectores son poco
conocidos, pudiendo estar implicados residuos de ambas subunidades (Leberery
col., 1992; Grishin y col., 1994). Mientras que la activacion de Ga requiere una
reorganizacion estructural nucleotido-dependiente de esta subunidad, la activacion
de Gy es Unicamente consecuencia de su disociacion del trimero. Esto atribuye a
la subunidad a-GDP un papel como regulador negativo de Gy (Hamm y Gilchrist,

1996).
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2. Receptores acoplados a proteinas G

Hasta el presente, el papel de la proteinas G se asociaba a la iniciacion de la
sefalizacion mediada a través de receptor. Estos receptores acoplados a proteinas
G forman una superfamilia que comprende mdultiples especies moleculares
diferentes, aunque manteniendo unos elementos estructurales comunes. Tienen
entre 450 y 600 aminoacidos constituyendo una unica cadena polipeptidica, con
siete dominios transmembranales hidrofobicos (TI-TVII), en forma de a-hélices que
atraviesan la membrana. Es precisamente en estos dominios donde se mantiene la
similitud de secuencia entre los receptores acoplados a proteinas. Estas regiones
transmembranales estan conectadas entre si por unos lazos hidrofilicos
extracelulares (el,e2 y e3) e intracelulares (i1,i2 ei3). El grupo amino terminal se
sitla en el exterior de la célula y es donde se anclan los residuos glucidicos,
mientras que el carboxilo terminal se localiza intracelularmente junto con los
dominios citosdlicos (Figura 7). Otra caracteristica de esta proteina es que posee un
lazo, en el interior de la célula, que une el quinto y sexto segmentos
transmembranales, y que pueden tener una longitud muy variable (Rens-Domianoy
Hamm., 1995; Wung y col., 1994). Este lazo es importante ya que constituye una

region del receptor muy importante en su interaccion con las proteinas G.

La principal mision de los receptores acoplados a proteinas G es la de
reconocer un ligando especifico entre la variedad de moléculas presentes en el
espacio extracelular y transmitir la informacion a través de la membrana plasmética.
Al interaccionar el transmisor con el receptor en la cara externa de la membrana
celular se produce un cambio conformacional en los dominios citosélicos. Estos
cambios en zonas alejadas del propio lugar de interaccion se conocen como

modificaciones alostéricas.
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Unaidea err6nea ampliamente difundida es la de que cada receptor G, al ser
estimulado por el agonista solamente puede unirse a un tipo de proteina G. Los
ejemplos de activacion de distintas proteinas G por el mismo receptor son cada vez
mas numerosos. La misma sefal transmisora frecuentemente activa
simultdneamente una enzima de membrana y un canal al reclutar distintas proteinas
G (Kenakin , 1995b, Garzén y col 1997). Asi, una misma proteina G puede reclutar

distintos efectores en la cascada de generacion de segundos mensajeros.

Leectreae
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Figura 7. Secuencia aminoacidica y estructura propuesta para el receptor opioide
p clonado de rata. Se indican los posibles lugares de glicosilacion (residuos
ramificados) y un residuo palmitoilado en el extremo carboxilo terminal, cuyo

grupo se inserta en la bicapa lipidica. Tomado de Shahrestanifar y col., 1996

Respecto a la union entre el receptor y sus ligandos, se ha demostrado que
un residuo aspartato, muy conservado en los diferentes receptores conocidos y
localizado en el segmento TII, es critico para la union de los agonistas al receptor.

Este hecho se ha podido comprobar en el caso del receptor ar-adrenérgico
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(Horstmany col., 1990) y también en el caso del receptor opioide 8, descubriéndose
ademas diferencias en los requisitos de union de los agonistas selectivos frente al

de los antagonistas y agonistas no selectivos (Kong y col., 1993).

Como ya hemos mencionado anteriormente, la comparacion de las
secuencias de aminoacidos de los miembros de la familia de los receptores
acoplados a proteinas G, ha llevado a la identificacion de una serie de residuos
conservados que se localizan en los segmentos transmembranales hidrofobicos.
Algunos aminoéacidos se conservan en la mayoria de estos receptores a pesar de
las diferencias estructurales de los ligandos que se unen a ellos: catecolaminas,
péptidos y hormonas glicoproteicas, lo que induce a pensar que estos residuos tan
conservados tengan un papel funcional o estructural en el proceso de activacion del
receptor. Tales residuos son: Gly-Asn en el TM1; Leu-Ala-X-X-Asp-Leu en el TM2,;
Asp-Arg-Tyr en la union entre el Tm3y el i2; Trp en el TM4, y una Pro, rodeada de
aminoacidos aromaticos, en el TM5, TM6 yTM7. Existen otros amino&cidos que solo
se conservan en una subfamilia de estos receptores y que jugarian un papel muy

especifico dentro de este grupo( Wang y col., 1995; Metzger y Ferguson ., 1995).

Por otro lado, en muchos de los receptores acoplados a proteinas G, se
encuentra un residuo Cys muy conservado en el extremo carboxilo que se
encuentra en la mayoria de los casos palmitoilado. Esta palmitoilacion puede servir
de ancla del extremo carboxilo del receptor a la membrana, controlando de esta
manera la estructura terciaria de esta region del receptor. La sustitucion de esta Cys
por una Gly en el receptor B-adrenérgico, da lugar a una pérdida de la capacidad del
receptor de activar las proteinas G (O=Dowd y col., 1989), sugiriendo que la

naturaleza de cadena lateral es critica para la funcién del receptor. Ademas,
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muchos receptores acoplados a proteinas G tienen serinas o treoninas, bien en el
tercer lazo citoplasmatico, en el extremo carboxilo o en ambos, que corresponden a

sitios de fosforilacién .

2.1 Interacciones Receptor-Proteinas G

Como hemos indicado, todos los receptores que se acoplan a proteinas G
tienen en comdn una estructura con siete dominios transmembrana. Tanto la
subunidad a como el dimero By de la proteina G heterotrimérica interacciona con el
receptor activado. Esto hace que la estabilidad del complejo receptor-proteina G
dependa de la interaccion de las subunidades o y By en el heterotrimero,
contribuyendo la disociacion del trimero a la pérdida de la afinidad de las
subunidades por el receptor. Diversas regiones de la subunidad o (extremos amino
y carboxilo-terminales, regiones del dominio GTPasa que establecen interacciones
con el anillo de guanina, (region switch 1) y de la subunidad B (region carboxilo
terminal) participan en el acoplamiento con el receptor (Hamm y col., 1988; Taylory

col.,1994; Rens-Domiano y Hamm, 1995).

El hecho de que un receptor pueda acoplarse con diversos tipos de proteinas
G abre la posibilidad a la conduccion de sefales por parte de los agonistas (Garzon
y col., 1994a), de forma que diferentes agonistas puedan dirigir a un receptor hacia

la activacion de unos tipos u otros de proteinas G.

Una consecuencia del acoplamiento receptor-proteina G/agonista-especifico
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es el hecho de que un mismo receptor puede mostrar un perfil farmacoldgico
diferente segun 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). Pese a esta diversidad de rutas posibles, una sefal extracelular produce en
la célula una respuesta especifica, que va a depender de las sefales que estén
recibiendo en un momento determinado y de la maquinaria de transduccion de que

disponga la célula para procesar dichas sefiales.

3. Moduladores de la funcion de proteinas G
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Ademas de la identidad molecular de las proteinas que forman parte del
sistema de transduccion que determina las interacciones posibles entre ellas,
existen otros aspectos claves para la interpretacion de la sefial extracelular y de la
integracion de una respuesta especifica (Neer, 1995). Los niveles de proteinas que
integran el sistema de transduccion, su distribucién subcelular y movilidad, son
importantes para el funcionamiento de éste y condicionan la especificidad de las
interacciones proteina-proteina (Neer y Clapham, 1988). Ciertas modificaciones de
caracter reversible de las proteinas G pueden servir como mecanismo de regulaciéon
de su actividad de forma selectiva y asi, de las rutas de sefializacion que median. La
fosforilacion de algunos tipos de subunidades Ga por PKC (Fields y Casey, 1995;
Kozasa y Gilman, 1996), asi como su palmitoilacion (dependiente del estado de
activacion de las proteinas G) (Degtyarev y col.,, 1993; Mumby y col., 1994)
constituyen mecanismos de regulacion de la transduccion de sefales a través de

determinadas proteinas G.

A nivel de cinética del proceso de transduccion, la actividad GTPasica
intrinseca de las distintas subunidades Ga es diferente, lo que da lugar a que las
sefiales mediadas por algunas Ga se extingan mas rapidamente que las mediadas
por subunidades con cinética de hidrdlisis de GTP mas lenta. Esta cinética, ademas,
puede ser modificada en algunos casos por la accidn de otras proteinas
intracelulares por diversos mecanismos. Asi, las proteinas reguladoras de la
sefializacion mediada por proteinas G (RGS), constituyen una familia de proteinas
de gran diversidad funcional ligadas directamente a la activacion de las subunidades
Ga, actuando como proteinas con funciéon GTPasica (GAP). En otros casos, la

regulacion es a nivel de los dimeros Gy (calmodulina, fosducina) (Katada y col.,
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1987; Leey col., 1992; Miller y col., 1996; Schulz y col., 1997).La fosducina,
proteina citosélica de 33 kDa, regula la transmision receptorial uniendose al dimero

By como detallaremos en uno de los puntos de este mismo apartado.

3.1 Interaccion de RGS con proteinas G.

RGS 6 reguladores de la sefial de proteinas G, constituyen una familia de
proteinas de gran diversidad funcional con un dominio comun de aproximadamente
120 aminoacidos (dominio RGS). Estos dominios RGS estan ligados directamente a
la activacion de la GTPasa de las subunidades Ga, limitando el tiempo de vida
media de unién de Ga con GTP (Hepler, 1999). En algunos casos, RGS unidas a
las subunidades Go puede inhibir competitivamente la interaccién de Ga con el
efector, lo cual indicaria que las proteinas RGS antagonizan a dicho efector (Hepler
y col., 1997;Tesmery col., 1997). Ademas, durante el tiempo que la subunidad Ga
esta unida a la proteina RGS no es posible la reagrupacion del heterotrimero, lo
cual reduce el numero de proteina G que pueden ser reguladas por los receptores

(Dohlman vy col 1997; Dohlman. y col 1996)

Sélo un numero determinado de posibles combinaciones de interacciones
RGS-Ga han sido analizadas. Como regla general, casi todos los miembros de la
familia analizados que actian como GAPs actuan selectivamente sobre uno 6 mas
miembros de la familia Ga; (Gai1, Gaip, Gaiz. Gao, Gat, Gaz) y/o Gaq, y no sobre
Gas, Gayi-12. La determinacién de la estructura cristalogréfica para el complejo
RGS4 con Gaiji-GDP-AIF4- revela que el dominio RGS forma un hélice de nueve
bucles que contacta con Ga; a tres niveles distintos (Tesmer y col., 1997). Dos

residuos de superficie de Gai; (Thrl82 y Gly183) parecen ser esenciales en la
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afinidad de interaccién Ga-RGS, aunque también existen otros residuos importantes

(Tesmer, y col., 1997; DiBello, 1998).

La Thr de la posicién 182 de Gaii la conservan los miembros de las familias
de Go; y Gaq y no en Gas 0 Gayp, Y esto podria dar una clara explicacion de las
preferencias de RGS por la unién a Gi o Gqg. Ciertos miembros de la familia
presentan selectividad por solo un anico miembro de Gao Gaqg. RGSZ1 prefiere
Gaz (Wang y col., 1998; Glick y col., 1998), RGS11 prefiere Gao (Snow, 1998) y
RGS2 prefiere Gaq (Heximer, y col., 1997). Recientes datos experimentales
sugieren que las proteinas RGS estan envueltas en la regulacion de funciones
celulares moduladas por sefializacion a través de proteinas G, tales como trafico de
membrana, diferenciacion celular, desarrollo embrionario y proliferacién celular (De

Vries y col., 1999).

3.2 Interaccion fosducina-proteinas G

Las proteinas G heterotriméricas se disocian tras la activacion del receptor
correspondiente en subunidades Go y Gpy realizando diversas funciones que
regulan la transmision de sefiales (Gilman, 1987). Una caracteristica comun a la
familia de receptores acoplados a las proteinas es la rapida reduccion de la sefial en
respuesta a una estimulacion prolongada, de forma que una dosis capaz de producir
inicialmente un considerable efecto, se vuelve menos eficaz tras varios dias de
tratamiento. Este proceso de desensibilizacion se ha caracterizado principalmente a
nivel de receptor (fosforilacion por quinasas y union de _-arrestinas) (Inglese, 1992;
Lefkowitz y col., 1992; Miller y col., 2000; Pulvermuller y col., 2000; Vishnivetskiy y
col., 2000). Recientemente, se han identificado una serie de proteinas intracelulares
gue interactuan con las proteinas G y regulan su sefalizacion.
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La fosducina es una de las proteinas que participa en la regulacion de
proteinas G. Esta proteina citosdlica de 33 kDa cuya estructura cristalogréafica ha
sido ya descrita (Gaudet y col., 1996), se encuentra en altas concentraciones en
retina (Lee y col., 1987) y forma complejos con el dimero Gpy. El estado de
fosforilacion de la fosducina, determina la magnitud de amplificacién de la sefial
mediada por proteinas G (Wilkimsy col., 1995). Fosducina defosforilada, secuestra
Gpy y previene la activacion del receptor. La uniéon de fosducina defosforilada,
bloquea la interaccion directa de GBy y el efector enzimatico (Hekmany col., 1994).
Ademas se ha propuesto la existencia de unas proteinas homélogas, conocidas
como tipo fosducina (PhLP), las cuales se expresarian en cerebro y otros tejidos

(Danner y col., 1996; Wehmeyer y Schulz., 1997).

Las PhLPs son producto de lecturas alternativas de un anico gen. De las
diferentes variantes aisladas, dos formas de esta proteina: PhLP larga (PhLP) y
PhLp corta (PhLPs), una forma truncada de PhLP que carecen de los 83

aminoacidos situados en el extremo N-terminal.

4. Localizacion de las proteinas G en la bicapa lipidica

En los uUltimos anos el andlisis de la estructura de la membrana celular ha

puesto de manifiesto la existencia de regiones concretas en las cuales se acumulan

37



Introduccién

y ordenan una serie de lipidos y proteinas (Schroeder y col., 1994; Simon e lkonen,
1997; Brown y col., 1998). Esta organizacién preferencial de esfingolipidos y
colesterol trae como consecuencia la formacion de unas estructuras que se
comportan como plataformas méviles, a modo de balsa, dentro de la bicapa lipidica
de la membrana, y que se conocen por el término ingés de Arafts@. Estos
microdominios lipidicos estarian presentes de forma general en las células de
mamiferos, incluirian de forma selectiva una serie de proteinas y actuarian como

centros integradores de la maquinaria de sefalizacion intracelular.

Es conocido que las membranas de las células epiteliales estan polarizadas
en dos dominios el apical y el basolateral, siendo el primero rico en esfingolipidos
(glicoesfingolipidos y esfingomielina) y el segundo en fosfatidilcolina. En este
sentido, se ha detectado un transporte de glicoesfingolipidos desde el Golgi al
dominio apical, que incluyen también una serie de proteinas destinadas a localizarse
en esta zona de la membrana (Simons y van Meer., 1988). Curiosamente, las
caveolas que son pequefias invaginaciones de la membrana plasmética, presentes
en un gran numero de tipos celulares, contienen agregados de glicoesfingolipidos y
necesitan la presencia de colesterol para su funcionemiento (Rothbergy col., 1990).
Ya que las caveolas tienen un papel esencial en los procesos de endocitosis y
transcitosis, es l6gico asumir una funcion similar para los dominios Arafts@ de la

membrana (Dupree y col., 1993).

El modelo de organizacién propuesto para estas estructuras supone una
asociacion lateral de esfingolipidos con las moléculas de colesterol ocupando los
espacios vacios, ademas se incluirian otros fosfolipidos en la cara citoplasmatica de

la membrana, formando una estructura separada del resto de la bicapa lipidica.
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Basandonos en este modelo, se ha postulado que las proteinas con alta afinidad por
un determinado orden lipidico son selectivamente reclutadas en estos dominios rafts
(Schroeder y col., 1998; Moffet y col., 2000) englobandose en este grupo a las
proteinas G heterotriméricas y las Ras. Ademas, diferentes lipidos implicados en la
transduccion de sefales, como los fosfoinositidos, también se han localizado en

estas estructuras (Simon e lkonen., 1997).

El papel funcional asignado a las Arafts@ en la sefalizacion es la capacidad

de concentrar receptores para facilitar la asociacion con los ligandos y los
correspondientes efectores en ambos lados de la membrana. Finalmente, es
importante considerar que la asociacion de las proteinas con estos dominios pueden
ser moduladas por otras moléculas que favorecen su asociacion o exclusion en

estas estructuras.

En el caso concreto de las proteinas G se sabe que diferentes modificaciones
lipidicas determinan su asociacion a la membrana. Toda subunidad o esta
modificada con &cidos grasos, grupos miristoilos, palmitoilos 0 ambos, mientras que
las subunidades vy, por grupos farnesilo o geranil-geranilo (Wedegaertnan y col.,
1995). Por tanto, se ha establecido un papel claro para las N-miristoilaciones y
prenilaciones que median la asociacion de proteinas G a membranas de células de
mamiferos. Asi, mutaciones en miembros de la familia Gai que conlleva la ausencia
de N-miristoilaciones o de prenilaciones, son siempre citosélicas. Las
palmitoilaciones de Ga parece que no son una causa que determine la union a
membrana, al menos en presencia de Py, pero puede jugar un papel en la

orientacion especifica de Ga a la membrana plasmatica. La concentracion y
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distribucion especifica de ciertas proteinas en estos compartimentos, incrementa la
eficiencia y especificidad de la sefial de transduccion al facilitar las interacciones
apropiadas entre las proteinas, evitando al mismo tiempo, interferencias entre rutas

no deseadas.

4.1 Estructura de las caveolas

Las caveolas son invaginaciones vesiculares de la membrana plasmética de
50-100 nm de diametro con un papel importante en maltiples funciones celulares,
entre las que se incluyen la transduccién de sefiales, metabolismo lipidico,
crecimiento celular y apoptosis. (Ikezu, y col., 1998). El componente mayoritario en
la membrana caveolar es una proteina denominada caveolina. Esta proteina
interacciona con moléculas asociadas a la transmision de sefales, como H-Ras,
proteinas G heterotriméricas, factores de crecimiento epidermales, proteina quinasa
C, Src, y oxido nitrico sintasa (NOS), (Couet, y col., 1997; Garcia-Cardena, y col.,
1997; Cameron, y col., 1997; Li, y col., 1996). Recientes evidencias sugieren que la
caveolina puede funcionar como un eslabon para organizar y concentrar ciertas

moléculas en las caveolas membranales.

Hasta ahora han sido identificados mediante clonacion tres genes para
caveolina: Cav-1, Cav-2 y Cav-3 (Glenney, 1992), y dos isoformas de Caveolina 1
(Cav-1la y Cav-1p) derivadas de lecturas alternativas del mismo gen durante la
traslacion. Caveolina 1y 2 son mas abundantes en adipocitos, células endoteliales y
fibroblastos mientras que Caveolina 3 es especifica de musculo. Estas proteinas
interaccionan entre si formando homo-oligdmeros que a su vez interaccionan con

glicoesfingolipidos de la membrana (Khurana, 1992), o bien unen directamente
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colesterol formando hetero-oligémeros (Li, y col.,1996; Ulrich, y col., 1984).

Caveolina 1 fue el primer miembro de la familia que se identificé, y ha servido
como prototipo para el estudio de las caveolinas y sus funciones. Es una proteina
de 22-24 kDa constituida por 178 residuos aminoacidicos y que presenta una
inusual topografia, un dominio central que contiene 33 aminoacidos hidrofébicos
(residuos 102-134) a través del cual forma una horquilla de unién con la membrana
sirviendo de anclaje a la misma. Como consecuencia, el dominio N-terminal
(residuos 1-101) y C-terminal (residuos 135-178) permanecen en el citoplasmay por
tanto son accesibles para las interacciones proteina-proteina citoplasmaticas
(Frangioni y Neel,1993). Una zona de 41 aminoacidos (61-101) del dominio N-
terminal se encarga de formar los homo-oligomeros (Sargiacomo y col 1995),
mientras que otra zona de 44 aminoacidos del dominio C-terminal actia como
puente que permite la union de estos homo-oligdmeros entre si, formandose un

ensamblaje rico en caveolina.

4.2 Interaccion caveolina-proteinas G heterotriméricas

La caveolina interacciona directamente con la subunidad o de las proteinas G
(Okamoto y col., 1998). El lugar de union esta localizado en una zona de 41
aminoacidos del dominio N-terminal de la caveolina (residuos 61-101). La activacion
farmacoldgica o mutacional de Ga impide la co-purificacibn con caveolina 1,
bloqueandose la interaccion directa con caveolina 1 in vitro e indicando que es la
forma inactiva de Ga, (Ga-GDP), la que interacciona preferencialmente con la
caveolina 1y que esta funciona, como una proteina GDI (inhibidor de la disociacién

de GDP). La correspondiente region de caveolina 2 es—30% idéntica a caveolina 1,
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estimula la GTPasica de las proteinas G (Scherer 1996) actuando como GAP
(proteina activadora de GTPasa). Por tanto, ambas actividades (GDIl y GAP) van a
retener o situar proteinas G en su forma inactiva, unida a GDP. Por ultimo hay que
mencionar que H-Ras interacciona también con caveolina 1 (Li y col., 1996; Song
1996). La zona de unién con la H-Ras fue localizada en una zona de 41
aminoacidos proxima a la membrana (61-101) del dominio N-terminal de la
caveolina 1, la misma zona responsable de la interaccion con la subunidad o de las

proteinas G.

5. Planteamiento y Objetivos

El estudio del papel funcional desempefiado por las proteinas G en el inicio
de la cascada de eventos que comienza con la activacion de un receptor G por un
agonista, ha sido uno de los objetivos prioritarios de la investigacion desarrollada en

el Laboratorio de Neurofarmacologia del Instituto de Neurobiologia Santiago Ramoén
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y Cajal, CSIC, durante la ultima década. Este grupo ha sido pionero en demostrar
gue la administracion in vivo de agentes capaces de alterar el tono funcional de las
proteinas G (toxinas pertusica y colérica, N-etilmaleimida, Mastoparan,...) reduce,
aunque de forma diferencial, el grado de eficacia de distintos agonistas opioides
para producir analgesia supraespinal en el raton. Posteriormente, mediante el
empleo de herramientas mas selectivas, se ha comprobado que el bloqueo de la
sintesis de algunos subtipos concretos de proteinas G, mediante la administraciéon
subcrénica por via intracerebroventricular (i.c.v.) de oligodeoxinucleotidos
antisentido (ODN) complementarios a secuencias especificas de los ARN
mensajeros que codifican estas proteinas transductoras, da como resultado un
descenso significativo de la analgesia inducida por distintas substancias en el ratén,
tanto opioides como no opioides (ver por ejemplo la revision de Garzon y col.,
2000). Esta disminucion en su funcionalidad se correlaciona con una reduccion
entre un 20 y un 60%, en la inmunoreactividad Ga en areas concretas del sistema

nervioso central del raton.

En esta misma linea, es esencial hacer mencion que la administracion in vivo
de anticuerpos generados frente a secuencias especificas de las subunidades o a
ratones produce efectos similares a los ODNs (Sanchez-Blazquez y col., 1995). La
especificidad de los resultados obtenidos en los estudios de analgesia se soporta
sobre el hecho que tras | administracién i.c.v. de **°I-lgGs frente a la subunidad
Gaiz, el andlisis autorradiografico reveld6 que las IgGs lograron marcar
especificamente estas subunidades en diferentes areas del cerebro del ratén
(Sanchez-Blazquez y col., 1996; Garzény col., 1999). Esta observacion se ha visto
confirmada mediante la utilizacion de técnicas de microcopia electrénica, en las que

tras administrar i.c.v. anti-Gai>-IlgGs marcadas con oro coloidal de 6 nm, se pudo
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observar su paso desde el espacio ventricular hacia el interior de las células del
epéndimo, para luego pasar a las células neurales, lo que evidentemente no sucede
cuando estas IgGs se inactivan, o el estudio se realiza con anticuerpos que no

reconocen a las subunidades o de las proteinas G (Garzoén y col., 1999).

La selectividad de estos efectos nos lleva a considerar la posibilidad de que
ciertas proteinas G, o al menos las subunidades Ga, en determinadas
circunstancias pudiesen ser liberadas al liquido cerebro espinal (LCE) y que de aqui
puedan ser captadas de nuevo por el tejido neural. Si este fuese el caso, las IgGs-
antiGa reconocerian a sus correspondientes antigenos en el LCE, acompafandolas
luego en su internalizacion celular. Los datos de analgesia nos revelan que

anticuerpos privarian a estas Go. de su funcion fisiologica.

Esta propuesta, es decir la posibilidad de que las proteinas G presentasen
una mayor movilidad de la actualmente asignada se sustenta en numerosos
trabajos realizados por muy diversos grupos (Willard y col., 2000; Crouch y col.,
1990, 1991y 2000). Asi, sabemos que aparte de su funcion mas conocida regulando
la actividad de enzimas y canales idnicos en respuesta a la estimulacion del
receptor por un agonista, las proteinas G participan en otros procesos como son la
diferenciacion celular (Shaefer y col., 2000), el transporte vesicular (Yoo y col.,
1999; Holtje y col., 2000; Colombo y col., 1995) y en el crecimiento celular en la
oncogénesis (Willard y Crouch, . Consecuentemente, no es sorprendente que las
proteinas G se localicen tanto en la membrana plasmatica, como también en
diferentes membranas intracelulares. Diferentes tipos de proteinas G sensibles a la

toxina pertusica se han detectado en las membranas de granulos secretores
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(Toutant y col., 1987), reticulo endoplasmico (Audigier y col., 1988; Codina y col.,
1988), endosomas (Ali y col., 1989) y aparato de Golgi (Fries y col., 1980).

Asi, dependiendo del tipo celular, la proteina Gaiz se localiza exclusivamente
en el aparato de Golgi o también en la membrana plasméatica (Stow y col., 1991;
Aridor y col., 1993). Wedegaertner y col. (1995) sugieren que los diferentes lipidos
unidos a las proteinas las dirigen hacia membranas celulares Unicas. Cambios en la
localizacion subcelular de proteinas sobreexpresadas Gai/Goiz €n quimeras,
sugieren que la informacion para dirigirse a su destino esta en el extremo C-terminal
de las subunidades o (de Almeida y col.,, 1994). Esto concuerda con el
descubrimiento de una Gaiz con un splicing alternativo en la region C-terminal, el
cual cambia su distribucién celular de la membrana plasmatica al complejo de Golgi

(Montmayeur y col., 1994).

Por otra parte, existen evidencias de la asociacion de las proteinas G con el
citoesqueleto (Rasenick y col., 1990). Ademas, existen otras regiones subcelulares
en las cuales se han identificado proteinas G, como son vesiculas pinocitoticas,
nacleo (Fishburn y col., 2000; Willard y col., 2000; Crouch y co.,2000), el huso
mitético (Chin-Tarn-Lin y col., 1992; Haraguchiy col., 1990) y vesiculas recubiertas
(Leytey col., 1992; Helms'y col., 1995; Fiscer y col., 1999). También participan en la
coordinacion e integracion de informacion durante la funcion neural. Se ha
demostrado que las proteinas G interaccionan con tubulina, colagenoy actina, y que
la PTX bloquea algunas de esas interacciones (Simon, 1991). Es por tanto l6gico
asumir que la importancia fisiolégica de las proteinas G es mas amplia de la

considerada inicialmente y que pueden tener asignado algun papel aun por
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describir. El presente trabajo se disefid con un doble objetivo, en primer lugar
analizar la posible existencia de una ruta fisiologica de internalizacion de las
proteinas Ga, que seria en ultimo término la responsable de la entrada de los
anticuerpos por nosotros descrita, para posteriormente proceder a su
caracterizacion. Como herramienta esencial para nuestro trabajo contamos con la
disponibilidad de subunidades Ga-miristoiladas recombinantes (Graber y col., 1992,
1994). Se conoce que la unidn covalente de acidos grasos (miristato y/o palmitato)
al extremo amino terminal de la subunidad o de las proteinas G condiciona su
interaccién con la membrana plasméatica y con otras proteinas bien sean los
receptores o los efectores (Casey y col., 1994; Resh., 1994; Wedegaertner., 1995;
Milligan ., 1995; Lambright., 1996). En este sentido, la subunidad a de las proteinas
Gi/Go/Gx/z estan miristoiladas (en una Gli del terminal amino), la miristoilacion es un
proceso, generalmente irreversible, que aumenta la afinidad de la subunidad a por el
complejo By y por los efectores, al tiempo que facilita la asociacion de la subunidad
a a la membrana plasmatica. Otras familias de proteinas G (Gs y Gq) pueden ser
palmitoiladas de forma reversible en la Cis-3, e incluso pueden darse ambas
modificaciones en sitios separados (familia Gi). Estas modificaciones lipidicas
covalentes, favorecen la asociacion de las proteinas G a la membrana plasmaética, y

parecen ser esenciales para que la proteina G sea funcional.

Los apartados concretos de estudio se centran en:

1.- Considerando que trabajos previos del Laboratorio de Neurofarmacologia
han confirmado la internalizacion neural de anticuerpos especificos frente a
proteinas G marcados con fluorescencia, en el presente estudio
pretendemos analizar la posible entrada y localizacion en SNC de raton de
proteinas recombinantes Ga-miristoiladas administradas in vivo.
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2.- Paralelamente hemos procedido, mediante el empleo de técnicas de
microscopia electronica, al estudio ultraestructural de la internalizacion de
estas subunidades, para asi caracterizar la ruta especifica empleada y el

mecanismo responsable de su entrada.

3.- Una vez identificada la presencia de subunidades Ga. administradas in
vivo en estructuras internas de cerebro de ratén, realizar ensayos de
funcionalidad con estas proteinas Ga-exogenas basados en la respuesta
frente distintos agonistas, empleando para ello un modelo experimental de

analgesia inducida en esta especie animal.

4.- Un estudio paralelo ha sido la caracterizacion del modelo de astrocitos en
cultivo en cuanto su contenido de proteinas G. En este mismo modelo se ha
estudiado mediante microscopia confocal, la internalizacion y los posibles
mecanismos empleados en su entrada por distintas subunidades Ga

administradas en el medio de cultivo.

5.- Finalmente, sobre estos cultivos primarios hemos evaluado el posible

efecto mitogénico/proliferativo de las distintas subunidades Ga-exdgenas.

a7



Materiales y Métodos

1. Materiales

1.1 Animales.

En los estudios comportamentales se utilizaron ratones macho, variedad
albina, cepa CD-1 (CRIFFA), de 22-27 g de peso y para cultivos primarios ratas
raza Wistar de 250-300 g de peso, procedentes del animalario del Instituto Cajal.
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 221C. En la estabulacion y utilizacion de los animales se sigui6 la normativa
vigente en la Unién Europea sobre uso y experimentacién con animales de

laboratorio.

1.2 Cultivos celulares

La actividad, funcionalidad y especificidad en la division celular inducida por
las diversas subunidades Ga, se midio utilizando cultivos de astrocitos y neuronas.
Los medios de cultivo fueron adquiridos a Life Technologies, los antibioticos y poli-
L-lisina a Sigma, el suero fetal bovino a Gibco y el material de plastico a Costar o

Falcon.

1.2.1 Cultivo de astrocitos

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 1U/ml), estreptomicina (20ug/ml), 33 mM de glucosa y suero fetal
bovino al 10% (BME/F-10S) se hacen pasar a traves de un filtro estéril de 135 um,

se centrifugan a 900 rpm durante 5 minutos y por ultimo, tras recoger el pellet
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obtenido y resuspenderle en BME/F-10S, se realiza un segundo filtrado, esta vez a
través de un filtro de 20um, separandose asi vasos sanguineos, agregados
celulares y otros desechos que podrian interferir en la obtencidn de un cultivo puro.
La suspension de astrocitos de corteza se sembré en frascos de cultivo,
manteniendose en un incubador a 371C, en atmoésfera de 5% CO, saturada de
vapor de agua. Una vez alcanzada la confluencia (8-10 dias), los astrocitos se
purificaron adicionalmente eliminando, mediante agitacion orbital durante 12 horas
a 371Cy cambio a medio fresco, las células de precursores O-2A Yy, parcialmente la

microglia.
1.2.2 Cultivo de neuronas

Partimos de cerebro embrionario de rata Wistar (E-15). Utilizando técnicas
asépticas de diseccién, seleccionamos correctamente las cortezas de ambos
hemisferios cerebrales libres de meninges. El tejido fue sometido a dispersion
mecanica por repeticion en AHanks Balanced Salts w/o Calcium and Magnesium@
(HBSS-Life Technologies) con Pasteur de diferente apertura de poro, evitando en
todo momento turbulencias que pudieran dafar la integridad celular. Posteriormente
se adiciona tripsina, dejando reposar la suspensién celular durante unos minutos en
bafio a 371C neutralizando, inmediatemente después con BME (EAGLE)
suplementado con Glutamax, penicilina (20 1U/ml), estreptomicina (20ug/ml), 33 mM
de glucosa y suero fetal bovino al 10%. Se utilizé azul de tripano para observar la
viabilidad de las células antes de la siembra sobre placas pre-tratadas con poli-L-
lisina en una densidad de 0,4x10° células por pocillo. Tras 2 horas de incubacion en
estufa a 371C y atmosfera de 5% CO,, se cambi6 a nuevo BME-

penicilina/estreptomicina con suplemento N, el cual asegura el mantenimiento de
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las neuronas en cultivo sin suero, segun el método utilizado por Mazzori y
Kenigsberg (1991). El suplemento N, esta compuesto por glucosa (6g/l),
insulina(10mg/l), transferrina (20 mg/l), putrescina (62 uM), progesterona (20nM),
piruvato sodico (1mg/ml), carnitina (4mg/ml), selenito sodico (30nm) y acido
ascorbico (1mg/ml). Para suprimir el crecimiento de células gliales, a los cuatro dias
se trato el cultivo de neuronas con citosina-1-p-D arabinofurandsido (Dichter, 1978)
10 mM durante aproximadamente 72 horas. Transcurrido este periodo de tiempo se
interrumpié este tratamiento, dejando crecer a las células en medio BME-N;

1371C/5% COs.

1.3 Anticuerpos empleados en este estudio

Para visualizar los cuerpos, dendritas y axones de las células neuronales se
empled, a una dilucién 1:1000, el anticuerpo monoclonal SMI 32 de Sternberger
Monoclonals Inc, el cual reacciona con el epitopo no fosforilado del neurofilamento
H de las neuronas y no frente otras células del sistema nervioso central. Para la
proteina acida fibrilar especifica de glia (GFAP), se empled el anticuerpo
monoclonal anti GFAP en una dilucion 1:500, adquirido en Sigma. Ambos
anticuerpos monoclonales fueron revelados mediante técnicas de inmunohisto-
citoquimica, con un anticuerpo secundario conjugado con los fluoréfos Alexa Fluor
488 (absorbancia 495-emision 519) y Alexa Fluor 594 (absorbancia 590-emision
617) de Molecular Probes, Inc, empleados a una dilucién 1:1000. Los anticuerpos
policlonales especificos de caveolina, fueron adquiridos bien a Transduction
Laboratory, generados frente a la secuencia FEDVIAEP, o bien a Santa Cruz,
generado frente la secuencia amino-terminal de caveolina humana 1 (sc-894), o
generado frente al epitopo correspondiente a los aminoacidos 82-178 de la

secuencia carboxi-terminal (sc-7875), todos ellos empleados a una dilucién 1:200.
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Los reactivos empleados fueron de elevado grado de pureza, aptos para
analisis. La firma comercial suministradora se detalla siempre que son citados por

primera vez.

1.4 Proteinas Ga-miristoiladas y anticuerpos frente a proteinas G

Las distintas proteinas recombinantes Ga-miristoiladas fueron adquiridas a
Calbiochem, subunidades Gaijz (371793-T) Gaip-miristoiladas (371796-T),
subunidades Gaijz-miristoiladas (371799-T) y subunidades Gao,-miristoiladas
(371790-T), fueron administradas in vivo a distintas dosis e intervalos de tiempo

segun indicamos en el apartado de métodos.

Los anticuerpos utilizados en este trabajo frente a secuencias especificas de
la subunidad o, han sido generados y caracterizados en el laboratorio de
Neurofarmacologia del Instituto Cajal (Garzén y col., 1999). El empleo de
anticuerpos policlonales es mas aconsejable en este tipo de estudios, ya que facilita
el reconocimiento de la secuencia antigénica en circunstancias en que ésta se
encuentra integrada en la proteina nativa. Tras realizar un analisis comparativo de
la secuencia aminoacidica de subunidades Go deducida a partir de clones de ADNc
de rata (Jones y Reed, 1987; Matsuoka y col., 1988) se seleccionaron los

siguientes fragmentos como péptidos antigénicos:

Gair secuencia interna (118-124) FMTAELA

Guaijz secuencia interna (115-125) EEQGMLPEDLS
Gaip secuencia interna (22-35) NLKEDGISAAKDVK
Gaiz secuencia interna (93-102) IDFGEAARAD
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La afinidad y especificidad de los sueros fue determinada por
inmunodeteccion (Western blotting) sobre muestras sometidas a electroforesis en
geles de SDS/PAGE vy posteriormente transferidas a membranas capaces de

retener las proteinas.

1.4.1 Purificaciéon de IgGs a partir de sueros inmunes

Para purificar las IgGs frente a las distintas subunidades o. que se emplearon
en los experimentos, a partir de sueros inmunes, se prepararon columnas de
afinidad que contenian el péptido antigénico anclado a una matriz, de CNBr-
Sepharosa 4B (Pharmacia). En el caso de sueros preinmunes, o cuando no fue
posible disponer de la cantidad de péptido antigénico necesaria para la preparacion
de columnas de afinidad, se emplearon cartuchos de proteina A (Mem-Sep CAPA
100 01,Millipore) para la obtencion de 1gGs purificadas. En cada cromatografia se
partié de aproximadamente 4 ml de suero crudo y el eluido IgGs fue sometido a
dialisis/concentracion en un sistema de Micro-Pro DiCom (Spectrum), para
retencion de moléculas con pesos moleculares superiores a 15.000. La

concentracion final de la proteina oscilé entre 1,5y 2,5 g/ml.

1.5 Estudios de inmunodeteccién

En muestras de preparaciones de células astrogliales sometidas a

electroforesis en geles (SDS/PAGE) y posteriormente transferidas (AWestern
blotting@), se caracterizé la presencia de las subunidades o de las distintas

proteinas G con sueros especificos.
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1.5.1 Preparacién de astrocitos para SDS/PAGE.

Cultivos confluentes de astrocitos se lavaron con PB 0,1 M pH 7,5 en frio
para retirar los restos del medio de cultivo. Posteriormente se procedi6 a levantarlos
cuidadosamente de la placa de cultivo manteniendo su integridad celular. Tras una
centrifugacién a 1000 rpm desechamos el sobrenadante y resuspendemos el pellet
con solucion tampon PB 0,1 M pH 7,5. Tras homogeneizar la muestra en teflon-
vidrio, se traté con ADNasa | (Boehringer) a 10ug/ml 30 minutos a 41C, para
romper los acidos nucléicos que pueden interferir en la electroforesis. La
concetracion de proteina se determind mediante el método de Lowry (Lowry y col.,

1951) empleando como patron albumina sérica bovina (BSA).

1.5.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida.

Los geles empleados constan de una zona superior de compactacion de las
muestras aplicadas (Astacking@) y una zona inferior de separacién de las proteinas
que integran la muestra (Arunning@). Para resolver subunidades Ga se prepararon
geles de 0,15x8x10 cm, en gradiente de poliacrilamida (10-20%). Los astrocitos
preparados fueron solubilizados antes de ser sometidos a electroforesis. Se
descongeld la proteina y se resuspendid, a una concentracion de 2-4 ug/ul, en
tampon de solubilizacion de muestras para SDS/PAGE (TRIS 50 mM-HCI, pH 6,8,
SDS 3%, glicerol 10%, 2-Bmercaptoetanol 3%, azul de bromofenol 0,005%),
calentandose a 1001C, 5 min. Las muestras se cargaron en los geles (80 ug de
proteina/calle); igualmente, se cargaron en algunas calles estandares comerciales
de proteinas precoloreadas de pesos moleculares conocidos que permitieron seguir
el desarrollo de la electroforesis, estimar la eficacia de la transferencia y asignar

pesos moleculares aparentes a las proteinas de interés. La electroforesis se llevé a
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cabo a 41C, en cubetas (Hoefer SE 280) que contenian tampén TRIS 25 mM,
glicina 192mM, SDS 0,1%, pH 8,3. Durante la carrera se aplic6 una intensidad de

corriente de 20-35 mA por gel (fuente de alimentacién ISCO 595).

1.5.3 Inmunotransferencia (AWestern blotting@).

Tras la electroforesis, las proteinas del gel se transfirieron a membranas de
difluorode polivilideno (PVDF) de 0,2 um (Trans-blot, BioRad). La transferencia se
llevo a cabo a 41C entampon ATowing@: TRIS 25mM, glicina 192 mM, SDS 0,04%,
metanol 20%, pH 8,3 (cubetas Mini Trans-blot Electrophoretic Transfer Cell,
BioRad), aplicandose un voltaje de 70 V (200-300 mA) durante 120 min.
Previamente a la inmunodeteccion, se bloquearon los sitios libres en la membrana
con proteinas de leche deshidratada y deslipidada (Blocker, BioRad) preparada al
5% en tampdn TRIS-salino (TBS): TRIS 50 mM-HCI, pH 7,7, NaCl 500 mM. El

bloqueo se realiz6 durante 2 horas, a 251C.

Para caracterizar los antisueros generados se incubaron las membranas con
distintas diluciones (1:300-1:30000) de los sueros (anticuerpos primarios) en
tampén TRIS-tween-salino (TTBS: TRIS 50mM-HCI, pH 7,7, NaCl 500mM, tween-
20 0,05% durante 12-24 horas, a 41C (Hoefer Dec Probe P 150). Transcurrido el
tiempo de incubacioén se retiraron los antisueros y después de lavar las membranas
con tampon TTBS, éstas se incubaron con un antisuero secundario (de cabra,
generado frente a secuencias comunes a las IgGs de conejo acoplado a la

peroxidasa (goat anti-rabbit IgG H+L-HRP conjugate, Biorad).

Este antisuero comercial se emple6 a una dilucién 1:3000 en tampon TTBS y

la incubacion se llevd a cabo a 251C durante 3 horas. Una vez retirado el antisuero
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secundario y lavadas las membranas con TTBS, la inmunodeteccion se revelo

empleando un sustrato de peroxidasa.

Los sueros anti-Gaiy.z fueron ampliamente caracterizados en nuestro
laboratorio. Estos sueros inmunoreaccionaron con proteinas de 39-41 kDa, en
estructuras de S.N.C. de ratén y rata y han sido utilizados en nuestro departamento
para identificar, tanto in vitro (actividad GTPésica) (Garzén y col., 1994a) como in
vivo (analgesia supraespinal) (Sanchez-Blazquez y Garzéon, 1993; Sanchez-
Blazquez y col., 1993; Garzén y Sanchez-Blazquez, 1994), las subunidades Ga
movivizadas tras la activacion de receptores opioides. En trabajos de
autorradiografia, tras la inyeccion i.c.v. a ratones de IgGs purificadas por afinidad a
partir de sueros anti-Go. y marcadas con '%° |, se observé un marcaje especifico en

distintas areas cerebrales (Sanchez-Blazquez, y col., 1996b).

En estudios de analgesia en ratones, los resultados obtenidos tras la
administracién i.c.v. de ODNs complementarios al ARNm que codifica para distintas
subunidades Ga coinciden con los obtenidos con sueros anti-Ga, y confirman la
especificidad y utilidad de éstos como herramientas de identificacion de proteinas G
(Sanchez-Blazquez, y col.,1995; Garzén y col., 1995b). Se ha comprobado la falta
de reactividad cruzada de los sueros anti-Ga, al disponer de subunidades Gai/o
recombinantes (Calbiochem), procedentes de lisados de E. coli (Garzén y col.,

1997).
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1.6 Marcaje con fluorescencia de proteinas recombinantes Gai2-
miristoiladas e IgGs.

Los grupos amino libres de las proteinas van a reaccionar con el ester de la
5 (6)-carboxifluoresceina-N-succinamida (FLUOS, Boehringer Mannheim),
formando enlaces amida altamente estables , emitiendo fluorescencia. Para marcar
las 1gGs previamente purificadas se siguieron las instrucciones del fabricante, para
lo cual se emplearon los siguientes compuestos:

-. Solucién tampodn fosfato salino (PBS)

-. FLUOS: reactivo responsable de la sefial fluorescente.

. Dimetilsulfoxido (DMSO): solvente de FLUOS.

. Columnas Sephadex: para separar las IgGs-FLUOS del FLUOS que no
reacciono.

El protocolo de marcaje se inicia al hacer reaccionar la proteina con
las moléculas de FLUQOS, en proporcién 1:10. Se mantiene en agitacion y se incuba
en solucién tampon salina durante 2 horas a temperatura ambiente y en oscuridad.
Posteriormente, las proteinas marcadas deben separarse del FLUOS no unido,
mediante columnas de Sephadex (Pharmacia). En todos los casos para el
acoplamiento a FLUOS se ha partido de 5 pug de proteina recombinante Ga-
miristoilada y de 12,5 nug de IgGs, recogiendose en 50 ul (concentracion teorica 0,1

ug/ul 'y 0,25 pg/ul respectivamente).

1.7 Acoplamiento de proteinas recombinantes Gai2-miristoiladas e IgGs aoro
coloidal.

El producto utilizado fue oro coloidal con un tamafio medio de particula de 6

nm de diametro, de la casa comercial Aurion (Holanda). El factor esencial para el

éxito del acoplamiento con el oro es la determinacion del punto isoeléctrico de la
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proteina que serd acoplada. Este valor, o aproximadamente, un valor de 0,5
unidades de pH por encima, es considerado como el pH éptimo para la preparacion
del conjugado de oro. Bajo esas condiciones, la carga de la red de proteina es cero
o ligeramente negativay, por tanto, se previene la agregacion con las particulas de
oro por la atraccién por una carga determinante, mientras que las interacciones

hidrofébicas se mantienen.

Para determinar si la absorcion ha tenido éxito, se afiade un electrolito a la
mezcla proteina/oro. Un cambio de color después de la adicion indica que la
estabilizacion es incompleta. La menor cantidad de proteina afiadida a la solucion
de oro que previene el cambio de color es considerada como la cantidad
estabilizadora. Las moléculas libres de proteina competiran con las moléculas de
proteinas acopladas en una reaccion inmunoquimica y es probable que la cinética
de difusion y de union esté a favor de las moléculas libres. El exceso de moléculas
de proteina libres debe ser eliminado después de la preparacién del conjugado de
oro.

1.7.1 Determinacion de la cantidad estabilizadora de proteinas

requeridas para el acoplamiento a oro coloidal

Se realizan diluciones lineales de la proteina, con solucién tampon bérax
2mM hasta completar 25 ul. Ailadimos 250 ul de oro a pH 9 a cada tubo, se agita 'y
se deja 15 minutos a temperatura ambiente. Si fuera necesario, el pH se ajustaria a
9 con acido ortofosforico 0,2 M o con carbonato potasico 0,2M. Posteriormente se
afiaden 250ul de cloruro sodico al 10%, se agita y se deja 5 minutos a temperatura
ambiente. Después se procede a medir la absorbancia a 580 nm.

Para el blanco seguimos el mismo procedimiento utilizando 25 ul de solucion
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tamponada de borax, 250 ul de oro a pH 9y 250 ul de cloruro sédico al 10%. Los
valores obtenidos se pueden representar y el punto en el cual la curva aparece
asintética con respecto a la abscisa, indica la minima cantidad de proteina

necesaria en el acoplamiento.

1.7.2 Preparacion del conjugado oro coloidal/proteina

Después de conocer la minima cantidad de proteina necesaria, preparamos
el conjugado con oro mezclando 1 ml de oro con 100 ul de la disolucién que
contiene en relacion 1:10, la solucion tampoén de bérax y 0,5 ug/ul en caso de la
proteina recombinante Ga-miristoilada, 0,25 ug/ul para el acoplamiento de IgGs a
oro de 6 nm y 0,33 ug/ul en el casode oro de 15 nm. La mezcla se deja reposar
durante 10 minutos y se centrifuga en frio (41C) durante 45 minutos a 45000 x g.
Este procedimiento nos permite obtener un pellet que en parte es sélido y en parte
es viscoso. La parte viscosa o flotante contiene el anticuerpo acoplado al oro en un
volumen final de 50 ul aproximadamente. El pellet contiene las particulas no
estabilizadas y los agregados, mientras que las proteinas, no absorbidas
permanecen en el sobrenadante. Finalmente, la parte que hemos recogido se

fracciona y se inyecta a los ratones via i.c.v.

1.8 Oligodeoxinucleétidos antisentido: disefio y sintesis

La administracion in vivo de ODNs ha demostrado ser eficaz para reducir la
sintesis de determinadas proteinas. En la actualidad no se conoce de forma precisa
el mecanismo por el cual los ODNs penetran en las células, aunque parece
intervenir un proceso de endocitosis de fase fluida, la pinocitosis, dependiente de la
proteina quinasa C (Wahlesstedt, 1994). Una vez en el interior celular, los ODNs

inducen sus efectos interfiriendo en la traduccion o desestabilizando el ARNm. Los
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oligodeoxinucleotidos utilizados en nuestro estudio fueron sintetizados en el
Servicio de Macromoléculas del Instituto Cajal: el ODN-Gja corresponde a la
secuencia de nucleotidos 5°-A* T* GGTCAGAGCCCAGAGCCTCCGGATGACGC
CC*G*A-3", (Sanchez-Blazquez y col.,1995, 1997; Garzon y Sanchez-Blazquez,
1998). Un ODN random con la siguiente secuencia 5 -C*C*CTTATTTACTACT
TTC*G*C3’ sirvi6 como control (Gillardon y col.,1994; Sanchez-Blazquez y col.,
1995): el ODN pjg.32 5 - C*T*GATGTTCCCTGGG*C*C-3": el ODN-CAVEOLINA
corresponde a la secuencia 5 G*C*AATCACATCTTC*A*A3".Los ODNSs fueron
elaborados en un sintetizador de DNA CODER 300 siguiendo la quimica de
fosforoamidita (Mateucciy Caruthers, 1981). La sintesis ocurre desde el extremo
3"al 57, en la direccion opuesta a la reaccion enzimatica de polimerizacion 5°63"in
vivo. Se protegieron los extremos con grupos fosforotioato (*) para evitar su
degradacion por accién de exonucleasas. La introduccién de los enlaces de
fosforotioato se consiguié por sulfuracion con tetraetiltiuram disulfide (Vu y
Hirschbein, 1991). El crudo de ODNSs fue purificado por cromatografia en fase
inversa usando cartuchos COP (Cruachem). Los ODNs eluidos en 50%

acetonitrilo-agua fueron liofilizados (Rouan RC 1009/RCT90)
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2. Métodos

2.1 Microscopia de fluorescencia

Para la observacion al microscopio de fluorescencia AXIOVERT 35 (ZEISS)
se procedio a administrar a dos grupos de ratones distintos 0,25 ug/ul de IgGs anti-
Gaip-FLUOS 0 0,1ug/ul de la proteina recombinante Gaip-miristoiladas marcada con
una sonda fluorescente; la administracion se realizo via i.c.v. a ratones ligeramente
anestesiados en un volumen final de 4 ul. Las inyecciones se hicieron en el
ventriculo lateral derecho con una jeringa Hamilton de 10 ul a una profundidad de
3mm y en un punto que dista 2 mm hacia la zona lateral y 2 mm hacia la zona

caudal de la bregma, a una velocidad de 1 ul cada 5 segundos.

Posteriormente, se procedi6 al sacrificio de los animales por decapitacion.
Los cerebros deben obtenerse de forma que el intervalo postmorten sea minimo,
procediendo, inmediatamente después de ser extraidos, a la congelacion en hielo
seco y posterior almacenamiento a -201C hasta el momento de obtener las

secciones.

Los cerebros incluidos en ATissue-teck@, fueron cortados en secciones
coronales de 20 um de grosor en criostato a -221C, segun el atlas anatomico
Paxino y Franklin (1982), recogiendose los cortes sobre portas previamente
tratados con una mezcla de gelatina (0,5%) y sulfato potasico cromico, con el fin de
evitar que los cortes de los tejidos se desprendan. Ademas del espesor del corte y
la temperatura, otros factores que determinan la calidad y la facilidad en la
obtencion de las secciones son el angulo de corte de la cuchilla y el funcionamiento

de los dispositivos antienrollamiento. Existe cierta controversia sobre la temperatura
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ideal para almacenar las secciones (Herkenham, 1988) y el periodo durante el cual
pueden permanecer sin que exista detrimento de las propiedades, aunque se
acepta que el almacenamiento a -201C es suficiente para una correcta
conservacion durante meses. Las preparaciones en estas condiciones de montaje

pueden observarse directamente al microscopio de fluorescencia.

2.2 Microscopia confocal

2.2.1 Fundamentos de la microscopia confocal.

Los microscopios confocales disefiados por Minsky (1957) consiguen
elevada resolucion en un plano seleccionado merced a tres procesos
fundamentales. En el primero, se enfoca mediante una lente objetivo, creando un
haz bicdnico cuyo vértice o foco ilumina una zona de la muestra, a la profundidad
deseada. A continuacion, la luz reflejada por ese area es enfocada y concentrada
en un punto, permitiéndo que pase en su totalidad a través de la abertura de una

mascara situada frente a un dispositivo detector.

Las regiones opacas que rodean al orificio de filtrado cierran el paso a los
rayos reflejados por las regiones suprayacentes e infrayacentes del plano de
interés. Por ultimo, la luz se traslada de una zona a otra hasta explorar el plano por
completo. Para acelerar el barrido, se incorpora un disco provisto de cientos de

finos orificios, a través de los cuales se envia y recoge la luz.

62



Materiales y Métodos

2.2.2 Procesamiento de muestras para la observacion en el

microscopio confocal

Cortes adyacentes a los utilizados en el apartado anterior se examinaron con
el microscopio confocal (LEICA TCS 4D) equipado con un laser argdn/cripton con
un pico de excitacion de 488nm, obteniendose imagenes de alta resolucion cuya
informacion puede ser cuantificada mediante histogramas y analizada

posteriormente con un sistema de tratamiento de imagenes.

Los cortes empleados en este estudio corresponden a colecciones paralelas
de secciones coronales de 20 um, obtenidas a partir de cerebros de los mismos
animales examinados con el microscopio de fluorescencia. El procesamiento de las
muestras es exactamente igual al descrito en el punto 2.1 de Métodos, si bien para
favorecer la observacion en el confocal se requiere que sobre estos cortes, una vez
recogidos en los portas gelatinizados, se deposite unas gotas de tampdén
fosfato/glicerol al 50%, protegiendose todo ello con un cubreobjetos y cuidando que
no quede entre la pelicula oleosa y el cristal ninguna burbuja de aire que pudiera

entorpecer el estudio.

2.3 Procesamiento de muestras para microscopia electronica.

Los problemas mas importantes de esta técnica son los que derivan de la
necesidad de emplear especimenes lo mas delgados posible, debido a dos motivos
fundamentales: i) la escasa penetracion de los electrones, ii) la gran profundidad de
foco del microscopio. Si el objeto es muy grueso, aun cuando sea atravesado por

muchos haces electronicos, muchos de sus planos resultaran igualmente
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enfocados. La técnica mas empleada en el estudio de la ultraestructura celular, es
la de los cortes ultramicrotomicos, la cual se inicia, con el proceso de fijacion

mediante perfusion vascular.

2.3.1 Caracteristicas del proceso de fijacion

Consiste en someter al objeto a unos procesos que permitan conservar
indefinidamente las estructuras finas en unas condiciones muy semejantes a las
gue poseian in vivo. Los fijadores quimicos empleados en microscopia electronica
son sustancias que reaccionan con los radicales de las moléculas organicas
proporcionandoles con ello suficiente estabilidad quimica y cohesion fisica. Las
caracteristicas de las sustancias fijadoras empleadas en microscopia electrénica
dependen de unas propiedades fundamentales:

- isotonia con el tejido para evitar que un choque osmético conduzca a una

deshidratacion o rotura del tejido.

- velocidad de penetracion en el tejido para limitar el tiempo de intervalo

entre obtencion y fijacion del tejido.

- pH constante durante todo el tiempo de fijacion para evitar la precipitacion

de diversos componentes del tejido.

Los principales fijadores empleados en microscopia electrénica son :

Tetroxido de Osmio (OsO4): fija correctamente los acidos grasos,
fosfolipidos, lipoproteinas y determinados grupos de las proteinas como son el
triptéfano y la histidina, mientras que no reacciona con los acidos nucleicos.

Aldehidos: preserva proteinas y nucleoproteinas, tiene buena penetrabilidad
en los tejidos y no desvirtian a los enzimas.Parece ser que su accion sobre las
proteinas es la de formar puentes metilénicos que unen las cadenas polipeptidicas.

Paraformaldehido y glutaraldehido son los fijadores mas empleados. En general,
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conviene que la accion de los aldehidos vaya seguida de un tratamiento posterior
con OsQy, ya que los aldehidos no proporcionan contraste a las imagenes de las
estructuras por ellos fijadas y ademas, no fijan los lipidos ni los fosfolipidos y estos

podrian ser extraidos durante el proceso.

2.3.2 Perfusién vascular

Los animales se anestesiaron profundamente con pentobarbital por via
intraperitoneal y se perfundieron a través de la aorta ascendente con una solucién
fijadora de paraformaldehido al 1%, glutaraldehido al 1% en tampon fosfato 0,1M a
pH=7,5. La perfusion se realiz6 a presion constante gracias a una bomba
peristaltica, utilizando 300 ml de fijador por raton. Previamente al fijador, se pasaron
50 ml de solucion salina tamponada (PBS) a pH 7,5 para arrastrar la mayor

cantidad posible de células del torrente sanguineo.

Tras la perfusion, los cerebros se post-fijaron en el mismo liquido fijador
durante toda la noche. Al dia siguiente, los cerebros se sometieron a dos lavados
en tampon fosfato 0,1 M a pH 7,5 y dos lavados mas en agua destilada, siendo el
tiempo de cada lavado de 10 minutos. A continuacion, los cerebros se introdujeron
en una solucion crioprotectora de sacarosa al 25% en tampon fosfato 0,1 M pH 7,5
a 41 C, hasta que se hunden totalmente. Posteriormente, se procedié a su

congelacion a -201C. Una vez estuvieron congelados, se obtuvieron con criostato

cortes de 100um de espesor y se procedi6 a la inclusién en araldita.
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*Tincion Nissl

Con el fin de elegir los cortes mas adecuados, asi como para comprobar la
inocuidad de la inyeccion i.c.v. en el estado del tejido, procedimos a realizar una
tincion de Nissl en secciones coronales de 100um de distintos niveles respecto al
punto bregma, obtenidas mediante vibratomo, de cerebros de ratdénes tratados y
perfundidos como hemos detallado en el apartado anterior. El método consta de los
siguientes pasos:

* Mantener durante 1-2 horas en cloroformo-alcohol 1001 (1:1)

* Alcohol 1001 durante 3 minutos

* Alcohol 961 durante 3 minutos

* Alcohol 701 durante 3 minutos

* Alcohol 501 durante 3 minutos

* Agua destilada 3 minutos

* Tionina acida a pH 4.5 durante 5 minutos. Este es el colorante y esta
formado por: 60 cc de solucion B (6 cc de acido acético glacial y 1000
cc de agua destilada), 40 cc de solucién C (13,6 g de acetato sédico
cristalizado y 1000 cc de agua destilada) y 4 cc de solucion A (1 g de
tionina en polvo y 1000 cc de agua destilada)

* Pasar por agua destilada

* Alcohol 501 durante 3-5 minutos

* Alcohol 701 durante 3-5 minutos

* Alcohol 961 durante 3-5 minutos

* Alcohol 1001 durante 3-5 minutos, dos veces

* Xilol durante 3-5 minutos, dos veces

Montar en portas gelatinizados con DePeX (BDH Laboratories).

66



Materiales y Métodos

2.3.3 Inclusién

Las estructuras deben incluirse en una resina plastica especial (araldita), a
fin de conferir suficiente resistencia y rigidez mecanica en el momento que se corten

las secciones ultrafinas.

Para ello, una vez fijada y lavada la seccion, se procede a la deshidratacion
completa mediante el paso por una serie gradual de alcoholes etilicos (701,961, dos
pasos en alcohol absoluto y dos ultimos pasos en acetona pura). Cada una de estas
etapas no debe durar mas de 10 minutos y puede hacerse a temperatura ambiente.
Posteriormente, las muestras se introducen en una mezcla araldita/acetona (1:1)
durante una hora. La composicion de la resina araldita es :

Mondmero: (resina epoxi) 10 gr de araldita 502 resin (TAAB)
Endurecedor: (anhidrido de un &cido dicarboxilico con cadena lateral alifatica)
8 gr de DDSA (TAAB)
Acelerador: (derivado fendlico con grupo amino) 0,3 ml de DBP (TAAB)

Plastificante: (ftalato de butilo) 0,5 ml de BDMA (TAAB).

A continuacion, los cortes se sumergieron en araldita pura y se guardaron
toda la noche. Al dia siguiente, se prepard nueva araldita en la cual se introdujeron
las muestras durante 3-4 horas, esta vez a temperatura ambiente. Una vez
transcurrido este tiempo, los cortes se montaron en portas y cubreobjetos
siliconizados, con siliconas distintas para poder separarlos posteriormente, y se
procedio a polimerizarlos en una estufa a 601C durante 48 horas. para asi abreviar
esta fase. En los portaobjetos se utilizdé silicona comercial Serva y en los

cubreobjetos silicona comercial Sigma.
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2.3.4 Obtencién de cortes ultrafinos en el ultramicrotomo:

Tras la polimerizacién, se procedio a retirar el cubreobjetos de la preparacion
y se observo al microscopio Optico para seleccionar las areas de estudio. La zona
elegida incluida en la resina, se separd del portaobjetos y se deposité sobre un
bloque de araldita polimerizada en el que se pone una gota de adhesivo cianocrilico
en su superficie, quedando asi el corte adherido y listo para ser retallado. Para ello,
se utiliza una cuchilla de vidrio tallada por el propio microtomista, cortando laminas
de 5 a8 mm de grueso de manera que se forme un filo con un angulo de 451. Antes
de colocar el bloque en el ultramicrotomo debe procederse a la operacion de
piramidarlo (recortarlo de forma tal que la cuchilla solo corte una minima parte y lo
haga segun el plano que interese). Esta operacion se hace fijando el blogue y
tallandolo con gran cuidado con una cuchilla de afeitar, para darle forma de una
piramide truncada de base trapezoidal. Los bloques se cortaron en un
ultramicrotomo Reichert-Jung ULTRACUTE, con un espesor de 1-2 micras,
obteniendose asi los cortes semifinos.

Seguidamente, estos cortes se depositaron en portaobjetos y se tifieron con
azul de toluidina-borax. Tras ser observados al micoscopio Optico, se seleccionaron
las zonas de interés y se efectla seguidamente los cortes ultrafinos con un
ultramicrotomo Reichert-Jung ULTRACUTE a 70 nm recogiendose dichos cortes
sobre rejillas cubiertas con una membrana de Formvar. Los cortes ultramicrotomicos
se recogen por flotaciébn en agua destilada contenida en un pequefo recipiente
adosado a la cuchilla convenientemente, sobre las rejillas ya preparadas e

invertidas. Los cortes ultrafinos quedan inmediatamente adheridos.

Luego se colocan estas rejillas sobre un papel de filtro y una vez secas
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guedan listas para su observacién al microscopio electrénico. Finalmente, los cortes

se observaron con un microscopio JEOL 1200EXII a 80 KV.

2.3.5 Tincidn de las rejillas.

Todos los reactivos deben prepararse con 24 horas de antelacion y se
mantendran en frio hasta su uso.

Acetato de uranilo: (CH3-CO0)2UO,.2H,0)

H,O destilada 25 ml
acetato de uranilo dihidratado 0,509r

Nitrato de Plomo: Pb(NO3);

H,O destilada y desgasificada 30 ml
Nitrato de Plomo 1,33 gr
Citrato sodico CgHsNaz0O7.2H,0 1,76 gr

Dejar reposar 5 minutos
NaOH 8 ml

H,O destilada desgasificada hasta 50 ml

Se colocan las rejillas en el porta-rejillas de goma sobre una gota de acetato
de uranilo previamente filtrado y se mantiene en la oscuridad durante 1 hora.
Posteriormentese efectian tres lavados con agua destilada y se procede a pasar las
rejillas a otra gota de nitrato de plomo en un recipiente o placa de Petri que
contenga unas lentejas de NaOH, consiguiendose asi una atmosfera saturada
NaOH, la cual evita la formacién del precipitado de carbonato de plomo que
entorpece la observacion de los cortes en el microscopio. Por ultimo se lavan las

rejillas nuevamente con abundante agua destilada y se dejan secar.
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3. Estudios de actividad bioldégica

3.1 Administracién intracerebroventricular:

La estabulacion y utilizacion de los animales se realizd siguiendo
estrictamente la normativa vigente en la Union Europea sobre el uso y

experimentacion con animales de laboratorio (Council Directive 86/609/EEC).

Todas las administraciones i.c.v se realizaron en un volumen final de 4 pl,
unilateralmente (ventriculo lateral derecho), en animales ligeramente anestesiados
con éter, empleando una jeringa Hamilton de 10 ul a una profundidad de 3 mmy en
un punto que dista 2 mm hacia la zona lateral y 2 mm hacia la zona caudal de la
Bregma, a una velocidad de 1 ul cada 5 segundos. Es importante sefialar, que
pruebas habituales en screening farmacoldgicos no registran cambios en la
conducta de los animales inyectados con una unica dosis (0,1 pg/ul) de proteinas
recombinantes, o de IgGs (0,25 ug/ul) purificadas por afinidad a partir de sueros

frente a subunidades Go..

3.1.1 Administracion de PTX

Estudios previos han mostrados que la administracion i.c.v. de la toxina
pertusica (que cataliza in vitro la ADP ribosilacion de la Gai y Gawo, Hildebrandt y col,
1983) reduce la antinocicepcién mediada por los receptores p del cerebro (Parentiy
col.,1986) y meédula espinal (Przewloki y col., 1987) de rata. Este tratamiento,
también reduce la analgesia mediada por receptores opioides p y 6 en el ratén

(Sanchez-Blazquez y Garzon, 1988, 1993).
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El protocolo de administracion que se ha seguido en el presente estudio es el
siguiente; 0,5 pg/raton de la toxina en 4 ul de agua, fueron administrados i.c.v. a un
grupo de 15-20 ratones, segun la técnica descrita en el apartado anterior. Al sexto
dia de este tratamiento se procedié a medir el efecto analgésico de los agonista
empleados en este estudio o bien a recoger las muestras para seguidamente

procesarlas segun los protocolos requeridos para microscopia confocal.

3.1.2 Administracion de oligodeoxinucleétidos antisentido.

Para reducir la expresion de proteinas implicadas en la sefializacion, hemos
administrado in vivo oligodeoxinucleétidos antisentido dirigidos al ARNm que

codifica su sintesis.

Para medir la especificidad del tratamiento con ODNs se disefiaron tres
grupos de animales control que fueron incluidos en todos los experimentos: un
grupo de animales no inyectados, otro al que se administré i.c.v. el vehiculo (suero
salino), y animales inyectados i.c.v. con el random (ODN-RD). El resto de los

animales recibieron el tratamiento con uno de los ODNs frente a la subunidad Gaiz, 0

frente al receptor opioide p.

Las soluciones de ODNs fueron hechas en un volumen apropiado de agua
estéril inmediatamente antes de su uso y administradas i.c.v. Para minimizar la
posibilidad de que repetidas inyecciones i.c.v. originen neurotoxicidad, las
administraciones de los ODNs fueron hechas en un intervalo de 24h (Chiasson y

col., 1994).

El tratamiento con cada oligodeoxinucleotidos fue hecho en un grupo distinto

71



Materiales y Métodos

de 15-20 ratones usando el siguiente patron: el 1°"y 21 dia con 1nmol, los dias 3y 4
con 2 nmol y el 51 dia con 3 nmol. Al 61 dia fueron inyectados i.c.v. los opioides
agonistas y sus actividades antinociceptivas fueron evaluadas por el test del tail-
flick. Para el estudio in vitro, tras el tratamiento con los diferentes ODNSs, se

procesaron los cerebros de estos animales para microscopia electrénica.

3.2 Valoracién del efecto analgésico evocado por opioides.

En los ensayos de analgesia, la antinocicepciéon se midié6 30 minutos
después de la administracioni.c.v de los agonistas morfina (Merck), B-endorfina, y
clonidina (Sigma), o 15 minutos después de la administracion de DPDPE

(Peninsula Labs).

Para evaluar el efecto antinociceptivo supraespinal producido en ratones, se utilizo
el test de "tail-flick" realizado segun la técnica descrita por Nott (1968). Para Para
ello, se introducen dos tercios de la cola del ratbn en una cubeta con agua
termostatizada a 521C y se mide el tiempo (en segundos) que el animal tarda en

retirarla, con un enérgico coletazo o sacudida corporal.

Los tiempos de latencia, en segundos, se miden antes, latencia basal (LB), y
a diferentes intervalos después de la administracion de morfina, latencia del test
(LT). Se seleccioné un tiempo de corte de 10 segundos para no producir dafio
tisular al animal y la actividad antinociceptiva se expresdé como un porcentaje del
efecto analgésico maximo, (% M.E.P.). Se utiliz6 la siguiente ecuacién. %M.E.P =

100 x (LT - LB)/(10 - LB).

4. Estudios sobre cultivos celulares
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Como extension del estudio expuesto anteriormente, hemos querido
caracterizar el comportamiento de células especificas del Sistema Nervioso Central
tras la administracion exdgena de las distintas Ga sensibles a toxina pertusica. Para
ello, hemos empleado cultivos celulares obtenidos segun indicamos en el apartado
1.2 de Materiales, incubados en presencia de varios subtipos de Ga (Gaiz, Gai,
Gaiz Y Gay), centrandonos fundamentalmente en el analisis tanto del mecanismo de
entrada y funcionalidad de estas proteinas, como en los posibles factores que

podrian estar implicados en estos procesos.

La metodologia que hemos empleado en este estudio, corresponde
fundamentalmente a técnicas inmunocitoquimicas con anticuerpos monoclonales
(GFAP, SMI-32) o policlonales (anti-Ga., anti-caveolina...) revelados con diversos
fluoréforos (cianinas, Texas Red, Alexas-FLUOR 488 y 549). En todos los casos el
estudio se completd con la observacién de las muestras en el microscopio confocal
(LEICA TCS 4D), empleando para tomas generales de la poblacion celular el

objetivo 40, y para las magnificaciones y detalles objetivos 63 y 100.

Los protocolos completos, especificidad de cada anticuerpo, tiempos de
incubacion y cantidades administradas, se detallan puntualmente en cada uno de

los experimentos correspondientes.

4.1 Ensayos de inmunofluorescencia
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Los cultivos de astrocitos obtenidos de corteza de rata postnatal (PO) fueron
preparados como indicamos en el apartado 1.2 de Materiales y siguiendo el
protocolo establecido por McCarthy y Vellis (1980). Tras alcanzar la confluencia, la
monocapa celular fue tripsinizada y plaqueada en cubres de 10mm tratados con
poli-L-lisina (1,5 ug/ml). Al cabo de 24 horas se disminuy0 el contenido de suero en
el medio hasta el 1% durante 12 horas para conseguir que todas las células

estuviesen sincronizadas antes de comenzar los tratamientos.

En la primera parte de nuestro estudio se siguieron dos protocolos distintos,
uno en el que los astrocitos se incubaron con las distintas subunidades Ga-FLUOS
a distintos intervalos de tiempo: 15 min, 30 min, 1 hora, 2.5 horas y 12 horas. Otro
grupo se obtuvo para el tratamiento de astrocitos con 3, 10, 25 y 50 pm/100pl
durante 24 horas. Transcurridos los distintos tiempos sefialados para la incubacion,
se procedié a lavar las células con PB 0,1M para retirar los restos del medio de
cultivo y de los tratamientos para posteriormente proceder a su fijacion con 4%
paraformaldehido. Posteriormente fueron montadas con glicerol-PB al 50 % para

mejorar la calidad de observacion en el microscopio confocal.

Posteriormente disefiamos protocolos especificos con el propésito de
establecer la implicacion de las caveolas en el mecanismo de entrada de estas
proteinas en las células gliales y/o la posible variacion de dicha entrada de Gai2-
miristoiladas cuando las células reciben tratamientos con compuestos que alteran la

endocitosis.

Otro punto de estudio fue las variaciones que introducian los tratamientos con
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compuestos que inhiben PKC o PKA como detallamos a continuacion.

4.1.1 Cambios en el patron de internalizacion de ai2-miristoilada tras

modificar los procesos de endocitosis

Las células fueron tratadas durante 7 horas con el macrolido filipin I
(5ung/ml), o con glucoésido cardiotonico digitonina (5ug/ml), ambos compuestos son
capaces de unirse al colesterol, desplazandolo de la membrana, disminuyendo la
densidad de la misma causando la desorganizacién de las caveolas y alterando por
tanto el proceso de endocitosis. A otro grupo de células se las someti6 al
tratamiento con colchicina (1,5 ug/ml) y nocodazol (1,5ug/ml), ambos compuestos
unen tubulina, previenen la mitosis y disminuyen la endocitosis por procesos
independientes a la alteracion del colesterol de membrana. Como controles se
emplearon astrocitos tratados con polimixina B (50 ug/ml) capaz de interaccionar
con lipidos de la membrana pero sin alterar el colesterol (Bradley y col., 1980) al

igual que B-ciclodextrina al 2% y pentobarbital (2,5 uM).

Transcurrido el periodo establecido para el tratamiento, se adicionaron las
subunidades Gaj,-miristoiladas (0,1 pg/ul) marcadas con FLUOS y se incubaron
durante toda la noche a 371C y 5% CO.. Las células fueron posteriormente lavadas
con PB 0,1 M, fijadas en 4 % de paraformaldehido y selladas con glicerol- PB 0,1M

al 50% para su posterior observacion al microscopio confocal.

4.1.2 Inhibicion de PKC/PKA

75



Materiales y Métodos

De la misma forma que en el caso anterior, los astrocitos plaqueados sobre
cubres de 10 mm de didmetropretratados con poli-L-lisina (1,5 mg/ml) fueron
tratados esta vez con H7 (1 nM) que inhibe PKC3IPKA, H8 (1nM) inhibidor de
PKA3PKC, cheleritrina (1 nM) y monensina (1 nM) inhibidores de PKC. De la
misma forma, a las 7 horas del tratamiento con los distintos compuestos, los
astrocitos fueron incubados con las subunidades Gaj-miristoiladas (0,1 pg/ul) a
371Cy 5% de CO, durante toda la noche. Posteriormente, las células se lavaron en
PB 0,1 M, se fijaron en 4% paraformaldehido durante 10 minutos y se montaron en

glicerol-PB para su observacion al microscopio confocal.
4.2 Administraciéon de ODNSs a cultivos de astrocitos

Tras alcanzar la confluencia celular (8-10 dias de cultivo en BME/F-10S), los
astrocitos se tripsinizaron para separarles del sustrato y se replaguearon en una
densidad de 3,5 x 10°células/pocillo (12 pocillos), BME/F-10S durante 24 horas.
Posteriormente, se procedio a administrar 2uM de ODNs en BME/F-1S durante 24
horas, repitiendose este mismo tratamiento durante tres dias consecutivos previo
lavado y suplemento de medio fresco; Transcurrido este intervalo de tiempo las
células fueron fijadas en 4% paraformaldehido durante 15 min para su posterior
tratamiento inmunocitoquimico. Para este estudio se han empleado ODNs dirigidos
al ARNm que codifica a la proteina Gaiz, y el ODNs dirigido a la caveolina,
componente fundamental de las caveolas; como control en ambos casos se ha
utilizado un oligodeoxinucleétido antisentido de secuencia aleatoria (ODN-RD) que

se sabe no interfiere con la sintesis de estas proteinas.
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4.3 Inmunocitoquimica.

Las células se cultivaron en BME/F-10S, sobre placas cubreobjetos de vidrio,
previamente recubiertas de poli-L-lisina. Posteriormente se sustituyo el medio por
otro similar con suero al 1%, conteniendo las distintas fracciones a ensayar y se

incubaron a 371C, 5% de CO, durante el tiempo indicado en cada caso .

Para la deteccion de la proteina acida fibrilar de glia (GFAP), las células tras
los distintos tratamientos, se lavaron con PBS y se fijaron con 4% paraformaldehido,
durante 15 minutos. Posteriormente, se incubaron los cultivos fijados, durante 1
hora y a temperatura ambiente, con una dilucion 1/500 de GFAP ¢ en el caso de
neuronas, anti-neurofilamentos (SMI-32) (anticuerpo monoclonal de Boehringer) en
0,1% de Tritdbn en PB. Para bloquear los lugares inespecificos que podrian
enmascarar la observacion se empled 0,25 % de suero de cabra. Se eliminé el
exceso de anticuerpo primario con 3 lavados con PB y seprocedio a la incubacién
durante una hora a 201C en la oscuridad, de anticuerpos secundarios conjugados
con Alexa dilucién 1/1000. Por ultimo se montaron sobre portaobjetos de vidrio con
tampon PB/glicerol y se almacenaron a 41C en la oscuridad. La observacion y

microfotografias se llevaron a cabo en el microscopio confocal.

4.4 Estimacion de la proliferacion celular

Existen en la actualidad diversos métodos para identificar y cuantificar
proliferaciones celulares. La corta duracion de la mitosis en comparacion con el ciclo
celular completo y la dificil visualizacion de la condensacion de cromatina hacen de

meétodos basados en estos hechos, un pobre indicador de la capacidad
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de proliferacion. Considerando al mismo tiempo, que las células de un cultivo
proliferante no son sincrénicas y que coexisten en un mismo cultivo células en todas
las fases, en el presente estudio hemos llevado a cabo dos métodos diferentes para

el andlisis de proliferacion celular inducido por subunidades Ga-miristoiladas.

El marcaje mas comunmente empleado es la timidina portadora del is6topo
radiactivo, tritio (timidina tritiada) porque, en primer lugar, la timidina es necesaria y
especifica para la replicacion cromosémica y, en segundo lugar, porque, al estar
marcada radiactivamente, permite la cuantificacion de las células en las que se ha

incorporado.

El segundo método empleado en este estudio est4 basado en la deteccion
inmunohistoquimica de células en fase S de la mitosis, cuyo ADN incorpora y
retiene loduro de propidio (IP). Es una de las formas citoldgicas mas faciles y
rutinarias actualmente empleadas que otorga una vision completa y consecuente, al
permitir registrar las diferencias del nUmero de células totales que incorporan este

marcador nuclear en cultivos controles y tratados.

El IP intercalado en el ADN celular, es detectado mediante microscopia
confocal (Abs/Em 530/615) y los datos asi obtenidos pueden ser cuantificados
mediante un programa de analisis de imagen. En nuestro caso, hemos empleado el
programa de Leica Q500 M.C. Los protocolos que se han seguido en ambos casos

se detallan seguidamente.
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4.4.1 Incorporacion de timidina tritiada

Para los ensayos de la actividad mitética con incorporacién de timidina
tritiada, se utilizaron placas de 96 pocillos, en las que se sembraron inicialmente
1,5x10™ células por pocillo, resuspendidas en BME/F-10S. Se permitié su adhesién
durante 5-6 horas y se cambiaron a medio BME/F-1S, en el que permanecieron 10-
12 horas. A continuacion se eliminé este medio y se cambi6 por las soluciones de
las fracciones a ensayar preparadas con BME/F-1S como disolvente. Como

controles se utilizaron pocillos con los medios mencionados.

En un primer paso se admistré a los astrocitos sembrados como
anteriormente hemos indicado, a distintos tiempos de incubacion y distintas
concentraciones (0,02, 0,2 y 2 nM) de la subunidad Gai,-miristoilada. La estimacion
de la division celular promovida por la administracion de estas proteinas Ga., requirié
12 horas de incubacion y fue medida mediante la incorporacion de timidina tritiada

(Amersham)

Los datos obtenidos en este experimento, nos sirvieron de base para
complementar el analisis grafico obtenido tras el examen confocal del tratamiento
con los compuestos que alteran tanto la endocitososis, como el mecanismo de
accion de PKA/PKC anteriormente comentados. El protocolo que se siguio es el
siguiente: Los astrocitos sembrados en placas de 96 pocillos a la densidad y
caracteristicas indicadas en el parrafo anterior se les incub6 durante 1 hora, con
concentraciones decrecientes (10 a 10™) de filipina, colchicina, nocodazol,
monensina, cheleritrina, H7 y H8. Posteriormente y sin retirar los tratamientos

efectuados, adicionamos Gai,-miristoiladas (0,2 nM/pocillo) junto con un pulso de
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timidina tritiada ( 0,5 uCi/pocillo) incubandose en estufa a 371C y en atmosfera de

5% de CO, durante 12 horas.

Transcurridas 12 horas de incubacion, se elimind el medio, se lavaron los
cultivos dos veces con PBS 0,1 M, y se les afiadio 20 ul SDS 0,04% junto con 200l
de liquido de centelleo (CYTOSCINT/ ICN Biomedicals). Tras 6 horas de

incubacion se midié su radioactividad en un contador de centelleo liquido LKB.

4.4.2 Ensayos con ioduro de propidio

Todos los tratamientos detallados en el apartado anterior, se llevaron
paralelamente en astrocitos plaqueados sobre cubres de 10 mm de diametro
pretratados con poli-L-lisina, para realizar sobre estos, estudios de proliferacién
celular con el marcador especifico loduro de propidio (IP) (Sigma), marcador
fluorescente que detecta ADN tanto de una como de dos cadenas. Contiene un
grupo plano que le permite intercalarse entre las bases del ADN y tiene un espectro

de emision de 590 nm.

El protocolo que seguimos tras respetar los distintos periodos de incubacion
indicados en cada apartado fue el siguiente: como primer paso, se realizaron
sucesivos lavados con PB 0,1 M para posteriormente proceder a la fijacion de las
células con paraformaldehido al 4 % durante aproximadamente 15 minutos. Tras
efectuar otros dos lavados con PB 0,1 M vy retirar asi los restos posibles del
aldehido, las células fijadas sobre los cubres se incubaron sobre una gota (45 ul)
del marcador especifico IP (1:1000) en 0,1% de Tritbn en PB 0,1 M durante 15

minutos. Posteriormente se retird el exceso de marcador y se montaron sobre
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portaobjetos de vidrio con tampdn glicina-glicerol para realizar con el microscopio
confocal tomas de diferentes campos correspondientes a cada tratamiento. La
media del numero de nucleos tefiidos con el marcador especifico fue analizada
mediante el programa Leica Q 500 y tratada posteriormente con Excel para la

obtencion de los correspondientes histogramas.

5. Anélisis estadistico

En los experimentos de analgesia, las diferencias significativas se
determinaron por analisis de varianza (Anova) seguido del test de Student-
Newman-Keuls. El nivel de significacion empleado fue p#0,05, utilizando el
programa estadistico Sigma-Stat SPSS. Inc (versién 2.0).Para cuantificar la
informacion de las imagenes obtenidas mediante microscopia confocal, se han
obtenido los histogramas correspondientes a las mismas, cuya informacién ha sido
posteriormente procesada utilizando el sistema de tratamiento de imagen IDL

(version 5.4).

La incorporacién de *H-timidina en astrocitos, se ha medido con el contador
de centelleo liquido LKB, determinandose las diferencias significativas al igual que
en analgesia, mediante andlisis de varianza (Anova), test de Student-Newman-
Keuls, empleando el programa estadistico Sigma-Stat. La cuantificacion de los
nacleos de las células en cultivo, tefiidos previamente con IP y registrados con el
microscopio confocal, se llevd a cabo mediante el programa especifico LEICA

Q500MC Image Analysis System.
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1. Estudios estructurales
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Para descartar posibles dafios tisulares como consecuencia de la
administracion de los tratamientos mediante inyeccion i.c.v. se realizé una tincion
Nissl. Los niveles prioritariamente seleccionados fueron la zona periventricular
adyacente al lugar de la inyeccién 140 um anterior a la bregma y la sustancia gris
periacueductal, correspondiente a un corte 2.060 um posterior al punto bregma
segun el atlas de Paxinos y Franklin ya que en esta estructura se localizan la gran
mayoria de los receptores opioides que median la analgesia supraespinal (Mansour
1987, 1989). En la figura 8 (superior), mostramos una seccidn representativa a nivel
del punto bregma tefiida con Nissl confirmando que la administracion i.c.v. no
provoca dafios tisulares, manteniendose en todo momento la integridad estructural
del tejido que hace posible llevar a cabo los correspondientes estudios

estructurales.

1.1 Deteccion de zonas especificas de union IgGs anti-Ga/proteina Ga;,

endogena

Por estudios previos realizados en nuestro laboratorio sabemos que una
Unica administracion de IgGs purificadas frente a Ga, es capaz de reconocer y
unirse a dicha subunidad in vivo (Garzoén y col., 1998). Basandonos en ello, en el
presente trabajo hemos realizado un estudio con el microscopio de fluorescencia
AXIOVERT 35 (ZEISS) sobre cortes coronales seriados de 20 um de espesor de
cerebros de ratones tratados con 0,25 ug/ul de 1gGs anti-Gaj,-marcadas con
fluorescencia, segun el procedimiento detallado en el apartado 1.6 de Materiales y
Métodos En paralelo y para comprobar la especificidad del inmunomarcaje, se

llevaron cortes de cerebros de animales a los que se les administré durante los 4
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dias previos al contacto con el anticuerpo, un ODN dirigido al ARNm que codifica
dicha proteina Gaj, impidiéndose asi su sintesis (protocolo indicado en el punto
3.1.2 de Materiales y Métodos), y como controles, cortes pertenecientes a animales
tratados con un oligo de secuencia aleatoria (ODN-RD) que se sabe no interfiere
con la sintesis de estas proteinas (Sanchez-Blazquez y col., 1995). Tras el
tratamiento, se procedi6 a la extraccion, congelacion y obtencién de los cortes en
criostato, los cuales se recogieron sobre portas gelatinizados y se almacenaron a -

20° C hasta su observacion.

Los resultados obtenidos confirman que tras su administracioni.c.v. las IgGs
anti-Go.z son capaces de detectar la presencia de la proteina Gaj, en diferentes
estructuras del cerebro de ratén confirmando que se produce un proceso de difusién
desde la cavidad ventricular al espesor del tejido. Por otra parte, mientras que el
tratamiento con el ODN-RD previo a la administracion de estas IgGs, no altera el
patron inmunofluorescente correspondiente a la entrada de esta proteina, el
considerable descenso en la sefal fluorescente que se observa en los animales
Gajp-deficientes tras la administracion de ODNs especificos, demuestran la
selectividad del inmunomarcaje, confirmando en este punto que la entrada de estas

lgGs es dependiente de la presencia de su antigeno especifico.

Posteriormente, y una vez comprobada la especificidad del inmunomarcaje,
llevamos a cabo un minucioso andlisis de todas las estructuras cerebrales
comprendidas entre el nivel 1,18 mm anterior a 4,96 mm posterior al punto bregma,
pudiendo identificar un claro marcaje tanto en zonas de la corteza frontal,

concretamente en cingula y cuerpo calloso, como a nivel del caudado putamen.
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Ademas se identificd una intensa sefial periventricular, con evidente difusién hacia
zonas mas internas incluyendo a estructuras como habénula y nucleos
paraventricular y periventricular. Este marcaje se mantuvo en cada corte de 20 um
estudiado, hasta alcanzar un total de 2 mm tanto posteriores como anteriores al
nivel bregma, si bien y en ambos sentidos, se redujo progresivamente la intensidad

del marcaje en cuerpo calloso y especialmente, en cingula.

A 3,88 mm posterior al punto bregma segun el atlas de Paxinos y Franklin, se
ha detectado una considerable sefial a nivel de la amigdala y nucleo del rafe, si bien
el maximo nivel de deteccion se localiz6 a la altura del acueducto, mas
concretamente en la sustancia gris periacueductal, por lo que nos centramos en
esta estructura de forma sistemética para nuestro estudio comparativo de
microscopia confocal, ya que, como anteriormente indicamos, en ella se localizan la
gran mayoria de los receptores opioides que median la analgesia supraespinal.
En la tabla 3 hemos recogido los resultados de este estudio, representando con
cruces la mayor o menor sefal fluorescente observada y sirviendonos de base para
un posterior examen con el microscopio confocal de las estructuras de mayor

interés para nuestro estudio.

1.2 Resultados de la administracién in vivo de proteinas recombinantes Ga;z-
miristoiladas
En paralelo al estudio anterior, llevamos a cabo la observacion con el
microscopio de fluorescencia de cortes coronales seriados de 20 um de espesor de

cerebros de ratones inyectados con la proteina recombinante Gaj-miristoilada
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marcada con una sonda fluorescente. Este examen hizo posible comprobar la
internalizacion de esta proteina administrada in vivo y de caracterizar su
localizacion. Los animales recibieron mediante microinyeccién en el ventriculo
lateral derecho, una Unica dosis de 0,1 pg/ul de Gai-miristoiladas-Fluos.
Posteriormente se procedié como en el caso anterior, al sacrificio, extraccion e
inmediata congelacion de los cerebros.Tras su inclusion en Tissue-tek, se
obtuvieron los cortes seriados de 20 um de espesor en el criostato que se
recogieron sobre portas gelatinizados y se conservaron a -20° C hasta su

observacion en el microscopio de fluorescencia.

De la misma forma que se hizo para la deteccion de las zonas de union del
anticuerpo con la proteina enddgena, se analizaron todas las estructuras cerebrales
comprendidas entre los niveles 1,18 mm anterior a 4,96 mm posterior al punto
bregma sobre los cortes coronales de los cerebros tratados con la proteina
recombinante Gaj,-miristoiladas-Fluos, observando su ubicacion principalmente en
zonas comprendidas entre los niveles 1,20 mm anterior a 3,50 mm posterior a la

bregma.

Tabla 3: Estudio comparativo de las zonas de entrada y localizacion del
anticuerpo anti-Gaj.-fluos y la proteina recombinante

Gaj-miristoilada-fluos

Gaijz-miristoilada IgGs anti-Gaijz
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Telencéfalo

n. accumbens - -

cingula - ++
cuerpo calloso - ++
hipocampo - -
nucleo acumbens - +
caudado putamen + 4+
Diencéfalo

n. supraoptico + ++
n. paraventricular ++ 4+
n. arcuado - +

n. periventricular ++ 4+

n. centromedial - -

habénula + +++

Mesencéfalo

SGPA +++ 4+
amigdala + ++
n. dorsal del rafe ++ F++

En esta tabla hemos representado con cruces la mayor o menor intensidad de sefial
fluorescente observada en distintas estructuras de cerebro de ratén tras la
administracidni.c.v de 4ul de proteinas recombinante Gai,-miristoiladas-luos(0,1pg/ul)
o de IgGs anti-Ga,, (0,25ug/pl).

En los niveles anteriores, la sefial se localizé alrededor de los ventriculos,
débilmente en estriado, llegando a ser inapreciable a nivel de corteza, cuerpo
calloso y cingula. En niveles més posteriores, el marcaje fluorescente se localizé
Unicamente en la sustancia gris periacueductal, siendo apenas inapreciable la sefial

en estructuras como amigdala y rafe. (Tabla 3).
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1.2.1 Cambios en el patrén de la internalizacién de IgGs anti-Ga;z,

inducidos por el tratamiento con agonistas o PTX.

Hasta este punto, hemos confirmado como la administracién de ODNs frente

a secuencias especificas de la proteina Gaiz, provoca un descenso considerable en

la entrada de anticuerpos anti-Gai; y hemos establecido tanto las zonas de union de

la 1gGs anti-Gai, con la subunidad Gai,-enddgena como la localizacion de la

proteina recombinante Gai; al ser administrada via i.c.v.

Seguidamente analizamos en ratones tratados con IgGs anti-Gaz (0,25

ug/ul) o con subunidades Gaj,-miristoiladas (0,1 ug/ul), las posibles diferencias en la

entrada y localizacidén que podrian promover los tratamientos con PTX, toxina que

impide el acoplamiento funcional de las subunidades Gai;-enddgenas y el efecto de

la administracién de un agonista opioide como morfina, a dosis capaces de producir

un efecto analgésico en animales controles de 80% MEP (10 nmoles/raton). Las

pautas de administracion se muestran en el siguiente esquema:

0,25 ug/ul 1gGs anti-G a2

0,1 pg/yl Gajp-miristoilada

control
morfina 10nmoles/raton (DE8O )/30 min antes 10 nmoles/ratén(DES8O )
PTX 0,5 pg/raton (previamente) 0,5 pg/raton (previamente)

PTX-morfina 0,5 pg PTX+Morfina (DE8O )

0,5 ug PTX+Morfina (DE8O )
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Trabajamos con cuatro grupos de animales diferentes para el estudio con
lgGs y otros cuatro grupos paralelos para las administraciones de subunidades Gap.
Los controles recibieron mediante microinyeccién en el ventriculo lateral derecho,
0,25 ug/ul IgGs anti-Gaj; 0 0,1 ug/ul de proteina recombinante Gaj,-miristoilada
mientras que a otros animales se les administré 30 minutos antes del anticuerpo o
de la proteina marcada, una dosis aguda de morfina (DE80). Otro grupo fueron
tratados con la toxina pertusica (0,5 pg/raton i.c.v.), 5 dias previos a la
administracion de las IgGs o de las proteinas y el ultimo grupo recibié ademas una

dosis aguda de morfina (DE80).

Los resultados obtenidos fueron analizados con el microscopio de
fluorescencia, observandose una intensa sefial fluorescente tanto a nivel
periventricular como en la sustancia gris periacueductal, en los cortes
correspondientes a cerebros de animales que habian recibido morfina 30 minutos
antes de la administracion de las IgGs. El pretratamiento con PTX, provoco un
descenso de esta sefal fluorescente en SGPA y a nivel periventricular, llegando a
ser nula en estructuras como cingula, cuerpo calloso y estriado. Por el contrario, ni
el agonista opioide, ni el pretratamiento con la toxina indujeron cambios en el patrén
de entrada de la subunidad Gai,-miristoiladas-Fluos administrada i.c.v.

Hay que mencionar que en ninguno de los casos, se detectaron otras zonas
de internalizacion diferentes a las anteriormente descritas. El analisis detallado de
los resultados observados a nivel del SGPA tras la administracion de anticuerpos

anti-Gai, 0 de la proteina recombinante, se muestran en el siguiente apartado.

2. Microscopia confocal
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Una vez identificadas las estructuras que presentan una mayor entrada y
localizacion de la IgGs anti-Gaiz como de la proteina exdgena al ser administradas
in vivo, hemos procedido a registrar los niveles mas relevantes (3,88 mm posterior
al punto bregma) de los tratamientos anteriormente mencionados, realizando esta
vez una deteccidon y posterior analisis de las imagenes captadas mediante

microscopia confocal para hacer posible la cuantificacién de las mismas.

El estudio de microscopia confocal se llevo a cabo sobre los cortes coronales
recogidos en portas gelatinizados y conservados a -20°C, pertenecientes a ratones
que recibieron el mismo tratamiento que los analizados en el microscopia de
fluorescencia. En todas las tomas se utilizé un objetivo de 16, excepto en algunas
ocasiones en las que se requirié una observacién mas minuciosa, empleandose
entonces objetivos de 40, 63 6 100, manteniendose los parametros seleccionados
en virtud de una buena visualizacion de los controles, para el resto de los
tratamientos y que corresponden a las siguientes medidas: Pinhole 90; Voltaje 589y

Fondo O.

Para valorar la informacién de las imagenes, se han obtenido los
histogramas correspondientes a las mismas. Cada histograma es una medida de la
distribucion relativa de los niveles de intensidad de una imagen, indicando el nUmero
de pixels que corresponde a cada nivel de intensidad. La representacion gréafica del

histograma tiene como abscisa el nivel de intensidad en el rango dinamico entre Oy
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250, mientras que en eje de ordenadas se indica el nimero de pixels para cada

nivel de intensidad en la imagen, expresado en escala logaritmica.

Los histogramas muestran un maximo, correspondiente al nivel de fondo de
imagen, con una distribucion de niveles de intensidad de 0 a 40. Por otro lado, a
partir de niveles de intensidad 150 se obtiene una distribucion irregular
correspondiente a un numero muy bajo de pixels que podemos considerar
irrelevante. Por tanto, la distribucién del histograma en el rango 40 a 150 es la que
proporciona una medida del contenido de informacion, que se corresponde

directamente con el marcaje detectado en la imagen confocal.

Posteriormente se ha procedido a cuantificar de forma objetiva este nivel de
informacion para cada imagen analizando los histogramas, como mostramos en el

punto 2.3 de este mismo apartado.

El analisis conjunto de los histogramas obtenidos, es al mismo tiempo, una
herramienta fundamental para control de calidad del experimento. Se observa que
las imagenes han sido tomadas en las mismas condiciones, ya que las
distribuciones de los histogramas en torno al valor maximo, correspondiente al nivel
de fondo imagen, son similares. Por otra parte, no se observa saturacion apreciable
en ninguna de las imagenes (nivel 255). Podemos concluir, por tanto, que las

imagenes experimentales son comparables.

Estos datos han sido procesados utilizando un sistema de software

ampliamente utilizado en el campo experimental para analisis interactivo y
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visualizacion de datos cientificos denominado IDL (Interactive Data Language),

version 5.4.

Figura 8: Seccion representativade los ventriculos laterales a nivel del punto bregma
teflida con Nissl (A). En la parte media se muestran las imagenes obtenidas mediante
microscopia confocal con objetivo 16-1,60 zoom (B y C), procedentes de cortes
coronales a este mismo nivel correspondientes acerebros de ratones alos que seles
administré 0,25 pg/ul 19Gs anti-Ga;, (B), 6 0,1 pug/ul de proteina recombinante Gai-
miristoilada (C) marcadas con fluoresceina.

La informacion aportada por estas imagenes fue analizada en sus correspondientes
histogramas (inferior), cuya interpretacién determina la gran diferencia en la
distribucién del valor maximo entre ambas imagenes. El marcaje del anticuerpo anivel
ventricular muestraunadistribucion delos niveles de intensidad maxima entre 0 a 40,
mientras que para Ga,-exdgenas estos valores estdn comprendidos entre 0 a 20. Estas
diferencias dificultan el estudio cuantitativo, eligiéndose para llevar a cabo este
estudio, otras estructuras en las que tanto el nivel de fondo como los niveles maximos

presentan una distribucién semejante.
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Resultados

1 Resultados de la administracion de IgGs anti-Ga;; analizados mediante

microscopia confocal.

Mediante microscopia confocal hemos sido capaces de detectar en los
distintos niveles la sefial correspondiente a la entrada de estas IgGs marcadas con
fluorescencia administradas in vivo. Para profundizar en el estudio, hemos elegido

la SGPA, por ser la estructura que mas informacion nos ofrecia tanto por el
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incremento en la inmunosenal fluorescente observada a este nivel, asi como por
localizarse en ella la gran mayoria de los receptores opioides que median la
analgesia supraespinal Los resultados obtenidos, corresponden a cuatro grupos de
animales sobre los que realizamos los siguientes tratamientos. El grupo control (Fig
9A) recibio 4 ul de IgGs anti-Ga, purificadas marcadas con fluoresceina (0,25ug/pul),
segun el procedimiento detallado en la seccién 1.6 de Materiales y Métodos. Otro de
los grupos recibié una dosis aguda(10 nmoles/ratdn) del agonista opioide morfina,
30 minutos previos a la administracion de la IgGs anti-Gai,-Fluos (Fig 9B). Los otros
dos grupos, fueron tratados con la toxina pertusica (0,5 pg/raton i.c.v.) 5 dias
previos a la administracion de IgGs anti-Gai,-Fluos (Fig 9C), y uno de los dos recibio

ademas morfina, 30 minutos antes de la administracién del anticuerpo (Fig 9D).

Transcurridos 10 minutos de la administracion de las IgGs-FLUOS, se
sacrificaron los animales para la inmediata obtencién y congelacion de los cerebros,
los cuales, incluidos en Tissue-tek se cortaron en secciones coronales de 20 um de

grosor en el criostato, se recogieron sobre portas gelatinizados.

Las preparaciones se montaron posteriormente en PB/glicerol para facilitar su

observacion confocal.

Figura 9: Imégenes obtenidas mediante microscopia confocal (objetivo 16)
correspondientes a cortes coronales de 20 um de grosor de cerebro de ratén a nivel
del SGPA. En este estudio se han procesado distintos grupos siguiendo los

protocolos indicados en el apartado 3.1 de Materiales y Métodos, en donde los
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controles recibieron 0,25 pg/ul de 1gGs anti-Ga;, (A), 6 0,1 pug/ul de la proteina
recombinante Ga;, (E) unidos a una sonda fluorescente; la administraciéon se realizé
viai.c.v. en el ventriculo lateral derecho a ratones ligeramente anestesiados con éter
en un volumen final de 4 pl. Otro de los grupos de animales recibieron 30 minutos
antes del anticuerpo (B) o de la proteina recombinante marcada (F), una dosis aguda
del agonista opioide morfina (DE80). El resto de las imagenes mostradas en esta
figura, corresponden a pretratamientos con 0,5 pg/pl de PTX, toxina que altera la
transduccion mediada por proteinas Gi/o, 5 dias antes de la administracion del
anticuerpo anti-Ga,; (C) o de la subunidadGai,,-miristoilada (G). Algunos animales de
estos grupos, recibieron ademas una dosis aguda de morfina, 30 minutos antes de la
administracion de la IgGs (D) o de Gai, (H),marcadas en todos los casos con FLUOS.
Labajada de sefial observadatras el tratamiento con PTX (C), asi como el aumento de
marcaje fluorescente tras laadministracion de morfina (B) indica que lainternalizacion
de IgGs anti-Ga,; es dependiente de la presencia de su antigeno correspondiente. Al
mismo tiempo el andlisis de estas imagenes muestra como la entrada de subunidades
Gaiz administradas in vivo no se ve afectada por PTX(G) ni por la administracion del
agonistamorfina (F) ya que en ambos casos la sefial recogida es semejante alade los

controles (E) .
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Las imagenes mas representativas se muestran en la figura 9; todas ellas
estan comprendidas entre zonas 3,02 mm a 4,5 mm posterior al punto bregma y
centradas en la observacion del SGPA por ser, como hemos dicho anteriormente,
la estructura que aporté mayor informaciéon para nuestro estudio. Cada imagen
corresponde a uno de los tratamientos anteriormente indicados, pudiendo
establecer que las IgGs anti-Go,, detectan la presencia de la proteina Gaip
enddgena en esta estructura. Para aportar mas informacion a este estudio, en la
parte superior de la figura 10, mostramos una magnificacion obtenida mediante
microscopia confocal de este mismo nivel donde podemos observar como las IgGs-

FLUOS difunden hacia el espesor del tejido.
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La cuantificacion de la informacion de las imagenes (figura 9 A,B,C y D)
obtenidas en el microscopio confocal esta representada en los histogramas de la
figura 11.Se establece que el nivel de fondo y el rango de saturacién son iguales en
todas las imagenes, lo que confirma que todas ellas han sido tomadas en las
mismas condiciones experimentales, haciendolas por tanto, comparables entre si. El
histograma correspondiente al grupo control, del tratamiento con IgGs anti-Gap,

decae de forma continua desde el nivel 40 a 150.

Comparando los histogramas, observamos que existe un nivel mayor de
sefal en las tomas correspondientes a los animales que han recibido el agonista
morfina respecto a los controles y para los tratados con PTX, en niveles bajos de
intensidad, se detecta menor sefal que en los controles. Esta disminucién, debida
al tratamiento con PTX, se recupera sutilmente con la administracion de morfina,
observandose solo niveles superiores de intensidad de sefial en rango entre 60 y

150 y llegando a igualarse con los controles en niveles entre 80 a 150.

2.2 Andlisis confocal de la internalizacion e incorporacion a la cascada de

sefiales de proteinas Gaj-miristoiladas-exdgenas

La observacion confocal de la internalizacion de esta proteina se realizo
sobre cortes coronales seriados de 20 um de espesor de cerebros de cuatro grupos
de ratones. El grupo control recibié una unica dosis de 0,5 ug/ul de proteinas

recombinantes Gaoj>-miristoiladas, marcadas con una sonda fluorescente. Otro de
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los grupos recibié una dosis aguda del agonista opioide morfina, 30 minutos previos
a la administracion de la subunidad Gai,-Fluos. Los otros dos grupos, fueron
tratados con una dosis Unica de toxina pertusica (0,25ug/raténi.c.v.), 5 dias previos
a la administracion de la proteina recombinante Gaip-miristoilada Fluos, y uno de los
dos recibié ademas morfina, 30 minutos antes de la administracién del anticuerpo.
La extraccion, congelacion, obtencion de cortes y procesado de las muestras para la
observacion posterior en el microscopio confocal, se realiz6 siguiendo el mismo

protocolo empleado en la administracion de los anticuerpos.

Figura 10. Magnificaciones obtenidas mediante microscopia confocal (objetivo de 63)
del SGPA de ratones que recibieron 4ul de IgGs anti-Ga;, (0,25 pg/ul) o de la proteina
recombinante Ga;, (0,1 pg/ul). Como podemos apreciar, las IlgGs marcadas con
fluoresceina penetran en el espesor del tejido, mientras que lasubunidad Ga;,-FLUOS
marca prioritaria e intensamente cuerpos celulares.(indicado mediante flechas en la

figura)

104



SONTA-¢ -
0VO-1UL $HJ| SONTd-BPR[I0)SLITW-205)



Resultados

El analisis confocal (figura 9 E, F, G y H) confirma la internalizacion de esta
proteina administrada mediante microinyeccion en el ventriculo lateral derecho, al
identificar un intenso y puntual marcaje en niveles 3,20 mm a 4,02 mm posterior al
punto bregma segun el atlas de Paxinos y Franklin, localizandose
fundamentalmente en estructuras como SGPA y de menor manera en el nicleo del

rafe.

En niveles anteriores al punto bregma, solo se identifico sefial fluorescente
en zonas periventriculares, siendo el marcaje a este nivel menor que el observado
en SGPA. Al mismo tiempo es importante destacar, que tanto el tratamiento agudo
con el agonista opioide morfina (DE80), 30 minutos antes de la administracion de
Gajp-miristoilada-FLUQOS, como el pretratamiento con PTX 5 dias antes de recibir
dicha proteina exégena marcada, no provoca ningun cambio significativo de

intensidad de sefial, ni afecta en la entrada de esta proteina a los niveles
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analizados.

La cuantificacion de la informacién de las imagenes obtenidas en el
microscopio confocal estd representada en los histogramas de la figura 12. El
histograma correspondiente al tratamiento con la proteina Gai,-miristoilada, muestra
una zona caracteristica de mayor intensidad en niveles de pixel comprendidos entre
40y 60 unidades, que no se observa en las mismas condiciones bajo el tratamiento

con IgGs.

El analisis cuantitativo correspondiente a las imagenes de los animales
tratados con morfina, 30 minutos antes de recibir la subunidad Gaj,-miristoilada
exdégena, no muestra niveles de intensidad superior a la de los controles,
pudiéndose observar que incluso se atenua la discontinuidad caracteristica obtenida

en los mismos entre los niveles 40 a 60.

Esta misma apreciacion la podemos observar en la representacion
correspondiente a los tratamientos con PTX al mismo tiempo que registramos una
sutil disminucion de la intensidad de la sefial respecto a los anteriores, concluyendo
por tanto, que ninguno de estos tratamientos influyeron aparentemente en la

entrada de esta proteina administrada directamente en cerebro de raton.

El andlisis del histograma correspondiente a animales que tras el tratamiento
con PTX recibieron morfina 30 minutos antes de la proteina recombinante, muestra
una pequefa recuperacion de esta zona de mayor intensidad caracteristica del

tratamiento con subunidades Gai;-exégenas, si bien no se aprecian diferencias
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significativas respecto a los controles. Si bien y como ya hemos indicado, nos
hemos centrado en la caracterizacion de los efectos observados a nivel de SGPA
por ser la estructura que aporta mayor informacion a este estudio, en este punto
mostramos el analisis de los histogramas correspondientes al nucleo del rafe
(iméagen confocal no mostrada), en donde pudo detectarse marcaje fluorescente
entre los niveles 4,48 a 5,20 mm posterior al punto bregma Este estudio se ha
llevado en paralelo y sobre los mismos cortes correspondientes a los animales a los
que se les administrd bien IgGs anti-Gai; 0 las subunidades Gai-exdgenas

(controles), siguiendo el protocolo detallado en este mismo apartado (Figura 13).

El analisis de esta informacion, no aporta mas datos que los recogidos
anteriormente, ya que la inmunosefal a este nivel es mas débil, si bien confirmamos
que los valores correspondientes a la administracion de la proteina recombinante es
inferior a la sefal recogida por las IgGs, y que presenta el nivel discontinuo de

intensidad entre 40 a 60 pixels caracteristica de esta proteina.

2.3 Analisis cuantitativo de los histogramas

Como indicamos en el punto 2 de este mismo apartado de resultados, se ha
calculado para cada imagen de la figura 9, la suma ponderada del logaritmo natural
de distribucién del histograma, que proporciona una estimacion de la cantidad de
informacion en el rango dinamico considerado como relevante en nuestros
experimentos (40-150), segun indicamos seguidamente, donde | es nuestra
estimacion de la cantidad de informacion y Hpiyes el valor del histograma para el

nivel “ni"de la imagen.

150
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I = Z ni |Og H(ni)

1=40 [Eq. 1]

| = cantidad de informacion
H () = valor del histograma para el nivel “ni” de la imagen

Los resultados aparecen resumidos en la tabla 4, donde se indica el valor |
calculado para cada una de las imagenes anteriormente mencionadas. Como
podemos comprobar, la administraciéon de morfina induce un aumento significativo
de la inmunosefal correspondiente a la unién de IgGs marcadas, con Gaip-

miristoiladas.
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g

morfina

g

PTX-morfina

Figura 11. Histogramas correspondientes alas imagenes representadas en lafigura 9

(A, B, C y D). Cada histograma indica la distribucién relativa de los niveles de

intensidad de unaimagen indicando el nimero de pixels para cada nivel de intensidad.

En abscisas se indica el nivel de intensidad en el rango de cuantificacion entre 40 a

150, mientras que el eje de ordenadas muestra, para cada nivel de intensidad, el

numero de pixels en laimagen, expresado en escala logaritmica.
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Figura 12. Histogramas corrrespondientes alas imagenes representadas en lafigura9 (E,F, G
y H). Cada histograma indica la distribucion relativa de los niveles de intensidad de una
imagen indicando el niumero de pixels para cada nivel de intensidad. En abscisas seindicael
nivel de intensidad en el rango de cuantificacion entre 30 a 150, mientras que el eje de
ordenadas muestra, para cada nivel de intensidad, el niumero de pixels en la imagen,
expresado en escala logaritmica.
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endogenas activadas por el agonista, mientras que el tratamiento con PTX
provoca una disminucion de la sefial respecto a los controles, lo que indica que la
entrada de estas IgGs esta condicionada por la presencia del antigeno. Al mismo
tiempo los datos recogidos indican que la internalizacion de Gaj,-miristoilada no se
ve alterada por toxinas que afectan directamente la funcionalidad de estas
proteinas, ni por la administracion de agonistas frente receptores G como morfina,
cuya accion depende de la integridad de esta proteina enddégena, mientras que este
mismo agonista, si bien promueve un gran aumento de la inmunosefal en el nivel
seleccionado (SGPA), no es capaz de alcanzar los valores controles tras la pérdida

funcional de la transduccion promovida por PTX.

Tabla 4: Analisis cuantitativo de los histogramas (figuras 11 y 12) de
imagenes obtenidas mediante microscopia confocal, (figura 9)
correspondientes a cerebros de ratones tratados con IgGs anti-Gaz 0
con la proteina. *Indica diferencias significativas respecto al grupo

control. El nivel de significacion empleado fue p<0,05

Tratamiento lgGs anti Gai» Gaiz-miristoilada
control 12926 + 1105 11148 + 1074
morfina 20222* + 1297 13685 + 1126
PTX 9110 + 855 10617 + 973
PTX-morfina 12824 + 1135 10924 + 1001

112



IVvVuUuUvILUYU UL 1411 v

19Gs anti-Gai2-fluos

s T

50 100 150

Control

300

L
50 100 150 200 350

morfina

Proteina recombinante Gai2-mir-fluos

50 100 150

Control

300

ST T

300

O gy

50 100 150 550

morfina

300

11
v/

Figura 13: Histogramas correspondientes alas imagenes obtenidas a nivel del nucleo

del rafe de animales controles alos que se les administr6 0,25 pg/ul de IgGs anti-Ga,, 0

0,1 pg/ul de la proteina Ga,,-miristoilada (imagenes confocales no mostradas) o que

recibieron morfina 30 minutos antes de estas proteinas. Al igual que observamos a

nivel del SGPA, en el nacleo del rafe el histograma correspondiente al tratamiento con

Gayx-miristoilada presenta una discontinuidad en niveles de pixels comprendidos entre

40 a 60, y una menor intensidad de marcaje respecto a las IgGs.
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3.-Estudios ultraestructurales: Microscopia electréonica

3.1. Entrada y localizacion de la proteina Ga-miristoilada

Para caracterizar la localizacion a nivel subcelular de las subunidades Gai,-
miristoilada tras su internalizacion, se prepararon conjugados de esta proteina con
oro coloidal de diferentes tamafos de particula (6 nm y 15 nm), siguiendo el
procedimiento descrito en el apartado 1.7.2 de Materiales y Métodos,
administrandose a grupos de ratones previamente anestesiados, en un volumen

final de 3 uly 7 ul mediante microinyeccion en el ventriculo lateral derecho.

De forma similar a los experimentos realizados con la sonda fluorescente se
procesaron varios grupos de ratones; uno de ellos recibié una proteina patron, BSA
conjugada igualmente a oro coloidal de los diferentes tamafios anteriormente
indicados, y el otro grupo control un concentrado de particulas de oro suspendidas
en el mismo volumen que en casos anteriores. Se designaron 2 intervalos distintos
de tiempo tras la administracion de la proteina recombinante Gaj,-miristoilada
marcada con oro coloidal, 15 minutos y 2 horas, transcurridos los cuales, se
procedio a la fijacion de los cerebros mediante perfusion vascular con una solucion
fijadora de 1 % paraformaldehido, 1 % glutaraldehido en solucién tampon fosfato
salino 0,1 M. Tras la perfusién, los cerebros se post-fijaron en el mismo liquido
fijador durante toda la noche y se cortaron mediante vibratomo en secciones de 100

pm.
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Las muestras tratadas posteriormente con 1% de tetroxido de osmio en
solucion tampon salina 0,1 M, se deshidrataron con alcoholes de concentracion
creciente para la inclusion en la resina araldita facilitandose asi, la obtencion de los
cortes semifinos de 2 um en el ultramicrotomo Reihert-Jung ULTRACUTE. Estos
cortes semifinos, se tifieron con 1 % de azul de toluidina-borax para seleccionar en
el microscopio 6ptico las zonas de interés y obtener con el ultramicrotomo, los
cortes ultrafinos de 70 nm sobre los que realizamos nuestro estudio en el
microscopio electronico JEOL-1200EX. En estructuras de alto contraste (teflidas con
plomo), el pequefio tamafio de las particulas de oro y el bajo nimero de las mismas
esperado en las secciones ultrafinas del neuropilo, complica su deteccion entre las
estructuras celulares. Para evitar este problema, se utilizaron en este estudio

también, cortes ultrafinos no tefidos.

Pudimos comprobar que tanto a nivel del SGPA como a nivel ventricular, en
las preparaciones correspondientes bien a animales que habian recibido la proteina
recombinante Gai-miristoilada conjugadas a oro 15 nm, existian grandes acumulos
de estas particulas en el exterior del tejido, si bien ninguna era capaz de penetrar al
interior de las estructuras. Estos resultados fueron independientes de las distintas
concentraciones (3 y 7 ul) y de los distinto intervalos de tiempo de corte
transcurrido tras la administracion de proteina marcada con oro (15 minutos y 2

horas), por lo que al no observar entrada en ninguno de los casos, manejamos la
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posibilidad de que el tamafio de particula fuera excesivamente grande, empleando
para nuestras siguientes observaciones las preparaciones en las que habiamos
realizado los tratamientos con los conjugados de oro con tamafio de particula de 6
nm. De la misma forma, se descarta la penetracién de oro concentrado e incluso de
BSA en tiempos de incubacion de 15 minutos. Asi mismo a las 2 horas, en las
muestras controles correspondientes a los animales tratados con oro concentrado,
no pudimos observar particulas electrodensas en el interior celular que indicasen en
mayor o menor grado, el paso del oro por si mismo (imagenes no mostradas), se
observan pocas particulas rodeando el acueducto, escasas a nivel de la luz del

ventriculo, y las que se ven estan asociadas a los cilios.

En las preparaciones pertenecientes al otro grupo control de animales
tratados con la proteina patrén BSA marcada con oro de 6 nm la cual penetra en las
células por pinocitosis, si bien pudimos localizar algunas particulas de oro en la
superficie luminal de ependimocitos, no se encontrd ningun fragmento en el interior

del citoplasma en ninguno de los niveles examinados en nuestro estudio (Fig 14A).

Lafigura 14 (B y C) muestra zonas equivalentes de animales tratados con la
proteina recombinante Gaj-miristoilada marcada con oro coloidal. En este caso
localizamos multiples particulas electrodensas en el espesor del tejido cerebral, no
observadas en situaciones controles que nos indica por tanto, la internalizacién

especifica de la subunidad Ga,; acoplada al oro tras ser administrada in vivo.
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Asi comprobamos una entrada masiva de particulas de oro a nivel de la
sustancia gris periacueductal y en las zonas cercanas a los desmosomas, con gran
concentracion de estas particulas que se adhieren la superficie luminal y a los cilios

de ependimocitos periventriculares.

Es interesante indicar que se observaron numerosas particulas de oro bien
aisladas o formando cumulos, en citoplasma asociadas a la membrana plasmatica
de diferentes procesos de células neurales y formando parte de sinapsis; la entrada
de oro, parece darse de forma preferente a través de unas células determinadas,

aunque luego se distribuya a las otras a través de las uniones celulares.

Al mismo tiempo pudimos establecer que la entrada de esta proteina al
interior de las células neurales, si bien se produce mayoritariamente en los 15
minutos de la administracibn y no aumenta significativamente en tiempos
superiores, si es proporcional a la cantidad administrada, ya que en los cortes
correspondientes a animales que recibieron 7 ul ( Figura 14 C) pudimos detectar un
mayor numero de particulas de oro que en los cortes correspondientes a los
animales que recibieron tan solo 3 ul (Figura 14 B). Es por ello, que en nuestros
estudios posteriores elegimos 15 minutos como intervalo o6ptimo tras la
administracion de la proteina recombinante, y como ya hemos mencionado, tamafio

de particula de oro 6 nm
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3.2 Caracterizacion del mecanismo de entrada de las proteinas Ga,-
miristoiladas al interior celular

Para analizar el mecanismo implicado en el paso de la proteina recombinante
Guaiz-miristoilada al interior celular, trabajamos con un grupo de 15 a 20 ratones, a
los que se les administré durante 5 dias consecutivos, un ODN generado frente a la

proteina Kinasa CB1 impidiéndose asi su sintesis.

Figura 14: Imagenes obtenidas mediante microscopia electrénica de ratones tratados
in vivo con la proteina patron BSA (A), con 3 ul (B), 6 7ul (C) de subunidades Gaijz-
miristoiladas conjugadas con oro coloidal de 6 nm. Como podemos apreciar, la
proteina patrén no consigue penetrar y las particulas electrodensas se concentran en
el exterior del tejido (A), mientras que Ga, Se internaliza especificamente en el espesor
del tejido cerebral. Micrografias de mayor aumento correspondientes a animales que
recibieron 7 pl de Ga;; marcada (C), nos permitieron localizar esta proteina bien aislada
o formando camulos en el lumen del ventriculo, cerca de fibras de mielina (izda) y en
zonas de glia envolvente (dcha). Todas imagenes de esta figura mostradas a la
derecha, se realizaron sobre cortes ultrafinos tefiidos con acetato de uranilo y nitrato
de plomo, segun el protocolo indicado en el apartado 2.3.5 de Materiales y Métodos
facilitandose asi la identificacion de las estructuras donde se localizan las particulas
electrodensas, mientras que las de laizquierda corresponden a cortes paralelos sin
tinciéon para mostrar que las particulas de plomo no han enmascarado al oro y verificar

por tanto la autenticidad del marcaje. Escala 0,10 um en Ay B,y de 0,18 um en C.
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Como controles llevamos en paralelo animales tratados igualmente durante 5
dias consecutivos, bien con suero salino o bien con un ODN de secuencia aleatoria
(ODN-RD) que se sabe no interfiere con la sintesis de estas proteinas (Sanchez-

Blazquez y col., 1995).

Todas las administraciones se realizaron mediante microinyeccion en el

ventriculo derecho de animales previamente anestesiados con éter. El sexto dia,
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todos los animales recibieron, igualmente via i.c.v, la proteina recombinante
conjugada a oro coloidal de 6 nm, 15 minutos antes de la perfusion intracardiaca
para, posteriormente, recoger, fijar, obtener cortes ultrafinos y procesar las muestras
segun indicamos en los apartados anteriores, almacenandose cuidadosamente

hasta su observacion en el microscopio electrénico JEOL-1200EX.

Los resultados del analisis de las muestras determind la selectividad del
mecanismo de entrada de las proteinas Gaj,-miristoiladas al comprobar que en los
animales en los que se habia impedido la sintesis de PKCB1l se redujo
drasticamente la entrada de esta proteina (Figura 15). Las particulas de oro ligadas
a Goi se localizaron en el exterior de la membrana plasmatica distribuidas a lo largo
de los cilios y en ninguno de los niveles examinados pudieron detectarse particulas

en el espesor del tejido o en el interior de células ependimales.

En las preparaciones controles correspondientes a animales tratados bien
con salino, bien con el ODN de secuencia aleatoria (ODN-RD), y por tanto en los
gque se mantuvo integra la estructura de PKCp1, encontramos tanto a nivel
ventricular como en los niveles posteriores analizados, una entrada masiva de
particulas de oro acopladas a la proteina recombinante, observando en las zonas

cercanas a los desmosomas gran concentracion de estas particulas.
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Figura 15. Marcaje de células del SNC tras la inyeccion i.c.v de subunidades Ga;,-
conjugadas con oro. En las imagenes correspondientes a un grupo de ratones que
habian sido tratados con ODN-RD y que fueron perfundidos a los 15 minutos de la
administracion de Gaj;-miristoiladas-oro (A) pudimos localizar particulas
electrodensas en el interior de células ependimales (Ep), asi como en el lumen
ventricular (LV), mientras que en ratones tratados con ODN-PKCB1 (B), las particulas
de oro se distribuyen a lo largo de los cilios (C), quedan en la parte externa de la
membrana plasmatica (am) y no se observa marcaje en ependimocitos. En Cy D
mostramos como subunidades Ga,;administradas in vivo y ligadas al oro alcanzan el
neuropilo; con baja magnificacion (C) las localizamos bien aisladas o formando
pequefias agrupaciones y en las de alta magnificacién (D), las particulas de oro se
detectaron en sinapsis de una dendrita con espinas (Sp) e incluso en niveles
postsinapticos; como sv se sefialan diversas vesiculas sinapticas localizadas en esta
misma micrografia.Todas las micrografias mostradas en esta figura corresponden a

cortes sin tefiir. Escala: 0,16 pm para A; 0,08um paraDy 0,11 um paraB y C.
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4. Estudios comportamentales

4.1 Efectos de la administraciéon in vivo de subunidades Ga-miristoiladas en

la antinocicepcidn supraespinal evocada por agonistas opioides

Una vez comprobada la internalizacion de las subunidades Gaj,-miristoiladas
en el S.N.C de ratdén, procedimos a estudiar su posible influencia sobre un

pardmetro funcional, el modelo de analgesia supraespinal inducida por distintos
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agonistas de receptores opioides py d y a-adrenérgico. Para establecer el grado
de analgesia producido por la administracion i.c.v. de los diversos agonistas
empleados en este estudio, hemos utilizado el test del “tail-flick” con estimulo
nociceptivo térmico. Antes de administrar los diferentes tratamientos a los animales
se procedio a medir la respuesta basal frente a este estimulo, obteniendo en todos
los grupos experimentales (n=10-15 ratones) un valor medio + E.E.M. (error
estandar de la media) de 1,6 + 0.2 segundos. Todas las medidas de analgesia
fueron realizadas 30 minutos después de la inyeccion i.c.v de los diferentes

agonistas, que corresponde con el pico de maximo efecto analgésico.

En la primera fase de nuestros estudios de analgesia, hemos analizado los
efectos de la microinyeccion de subunidades Gai-miristoiladas (0,1 ug/ul) 90
minutos antes de administrar dosis crecientes de B-endorfina, opioide enddgeno con
afinidad por el receptor u y 8. Todas las inyecciones fueron unilaterales y en un
volumen final de 4 pul/ratén. En paralelo se llevd un grupo control que recibié suero

salino.

Como podemos apreciar en la curva dosis efecto representada en la figura
16, la administracion de estas subunidades si bien no produce variaciones
importantes del efecto analgésico de las dosis altas, si parece aumentar el efecto
analgésico inducido por dosis que producen un nivel de analgesia por debajo del
40%. Podemos concluir por tanto, que en condiciones fisiolégicas normales la
transduccion asociada al receptor es 6ptimay que la aportacion de Gaj, exdgena no

repercute en cambios notables del sistema.
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Fgura 16. Curvas dosis efecto de la analgesia evocada por el agonista opioide B-endorfina en

animales controles y pretratados con 0,1 pg/ul de Gai,-miristoiladas administradas mediante
microinyeccion en el ventriculo lateral derecho. El efecto analgésico del agonista se midi6 a
los 30 minutos de lainyeccion por medio del test del “tail-flick” Los valores se expresan como
las medias +E.S.M. de grupos de 10-15 ratones. Las diferencias significativas se determinaron

por analisis de varianza (Anova) seguido del test de Student-Newman-Keuls. El nivel de
significacion empleado fue p<0,05. Se empled el programa estadistico Sigma—Stat.*Indica

diferencias significativas respecto al grupo control,

4.2 Administracion de subunidades Ga;-exdgenas en animales “knock-down”

4.2.1 Efectos en animales pretratados con ODN-Ga;,

Los datos anteriormente mostrados, nos llevaron a investigar el posible
efecto de la administracion de Gai,-exdgenas en animales que presentan un

deterioro en la respuesta funcional, inducido por el tratamiento subcrénico de ODN
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dirigido a una secuencia especifica de nucleétidos del ARN mensajero de la
proteina Gai, para reducir la sintesis de dicha subunidad (Garzény col., 2000). Los
ratones se inyectaron durante 5 dias consecutivos con dosis crecientes del ODN-
Gaip; el sexto dia se les administraron las subunidades Ga,-miristoiladas a
cantidades crecientes, 30 minutos antes de una dosis fija de 0,6 nmoles/raton del
agonista opioide B-endorfina y posteriormente se midi6 el efecto analgésico evocado
por el agonista mediante el test del tail-flick. En paralelo, llevamos tres grupos de
animales controles, un control no tratado para descartar posibles cambios debidos a
la manipulacion, uno inyectado con salino y otro con una secuencia aleatoria de
nucleétidos (ODN-RD), para evaluar el posible efecto téxico de la administracion de

nucleoétidos sulfotionados en el vehiculo.

En los datos recogidos de los grupos controles, no apreciamos diferencias en
la potencia antinociceptiva entre el grupo de animales inyectados con salino y el
grupo inyectado con el oligodeoxinucleétido aleatorio (ODN-RD), no especifico para
Gaiz, por ello en la figura 17 hemos representado como Unico dato control el
correspondiente al ODN-RD.

En esta figura podemos observar la reduccion del efecto analgésico en los
animales tratados con el ODNs asi como en estos sistemas Gaj,-deficientes, la

administracion mediante microinyeccion en el ventriculo lateral derecho de distintas
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dosis de proteina recombinante Gaj-miristoiladas, restaura de manera dosis-
dependiente, y siempre de forma significativa, la analgesia supraespinal del agonista

opioide B-endorfina.

Figura 17. Recuperacion del efecto analgésico de B-endorfinatras laadministracién de
Gaj>-miristoiladas en animales con tratamiento subcrénico de ODN-RD (blanco) o con
ODN anti-Ga,,. Las subunidades Ga,,-exégenas, se administraron en cantidades
crecientes 60 minutos antes de la administracion 0,6 nmoles/ratdn del agonista opioide
B-endorfina. El efecto analgésico se midié a los 30 minutos mediante el test del tail-
flick. Los valores serepresentan como las medias zE.S.M. de grupos de 10-15 ratones.
Como en los experimentos anteriormente analizados, las diferencias significativas se
determinaron por andlisis de varianza (Anova) seguido del test de Student-Newman-
Keuls El nivel de significacion empleado fue p<0,05. Se empled el programa estadistico

Sigma-Stat.*Indica diferencias significativas respecto al control.

Posteriormente, para confirmar los efectos observados tras la administracion
de Gaip-exdgenas, llevamos a cabo un estudio comparativo con otros agonistas de
receptores acoplados a proteinas G sensibles a PTX. Se emplearon dos grupos,
uno inyectado con un ODN-RD, el cual se sabe no interfiere en la sintesis de la
proteina y otro grupo con un tratamiento subcrénico de ODN-Gai; siguiendo para
ello, la misma pauta de administracion anteriormente detallada; este grupo nos daria
informacién sobre los efectos del ODN en la analgesia supraespinal evocada por los

agonistas opioides y no opioides empleados en este estudio.

Otros grupos llevados en paralelo e igualmente tratados, recibieron ademas
0,1 pg/ul de la proteina recombinante Gaj-miristoilada, 90 minutos antes de la

administracion de clonidina, un agonista presinaptico del receptor a-adrenérgico, o
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del alcaloide morfina, agonista del receptor opioide p, midiendose el efecto

analgésico a los 30 minutos de dicha administracion mediante el test del tail-flick.

Los datos asi obtenidos (Fig 18) muestran al igual que ocurriera en el caso
anterior, como en los animales que habian recibido el tratamiento subcrénico con el
ODN-Gui, se produce una bajada significativa del efecto analgésico producido por
ambos agonistas. Esta disminucion del efecto analgésico se recupera tanto en el
caso de clonidina como para morfina, en los animales a los que se les administraron

las subunidades Gaj,-exdgenas, llegando a alcanzar los niveles controles.
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Figura 18. Efecto de subunidades Ga,,-miristoiladas administradas in vivo sobre la
analgesia evocada por diferentes agonistas en ratones “knock-down”. Los distintos

grupos de animales recibieron 4ul de Ga,; (0,1ug/ul) 90 minutos antes del tratamiento
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con clonidina o morfina. El efecto analgésico se midié a los 30 minutos mediante el
test del tail-flick. Los valores se representan como las medias +E.S.M. de grupos de 10-
15 ratones. Las diferencias significativas se determinaron por analisis de varianza
(Anova) seguido del test de Student-Newman-Keuls, segin indicamos en el apartado 5

de Materiales y Métodos. El nivel de significacion empleado fue p<0,05. Se empled el

programa estadistico Sigma-Stat.*Indica diferencias significativas respecto al control.

4.2.2 Efectos de la administracion de subunidades Gai-exdgenas en

animales tratados con PTX

En este apartado de estudios comportamentales mostramos los resultados
obtenidos tras la administracion de proteinas recombinantes Gaj,-miristoiladas en
animales en los que se ha provocado un deterioro, en la funcion de las proteinas G
mediante la administracion de una dosis Unica de PTX, toxina bacteriana que

cataliza la ribosilacion en un residuo cisteina del C-terminal de subunidades Gai/Go.0
impidiendo la regulacion de la Gafy por el receptor y bloqueando asi la

antinocicepcion (Sanchez-Blazquez y col., 1988).

La toxina (0,5 ug/raton) se inyecto via i.c.v a grupos de 10-15 ratones; al
sexto dia de este tratamiento, se procedié a medir mediante el test del tail-flick, el
efecto analgésico producido por 10 nmoles/ratébn de DPDPE, agonista del receptor

opioide 6, administrados igualmente via i.c.v.

Como podemos apreciar en la figura 19, PTX disminuye en un 40% el efecto
antinociceptivo del agonista DPDPE. Para observar si esta bajada del efecto
analgésico era recuperada por Gai-miristoiladas exogenas, se administraron 0,1
ug/ul de estas subunidades a otro grupo de animales pretratados con PTX, 2 horas 6

24 horas antes de recibir el agonista DPDPE. En animales que recibieron las
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proteinas Gaj, 2 horas antes, el DPDPE recupera su actividad antinociceptiva
mientras que en los animales que habian recibido esta proteina 24 horas antes del
agonista opioide no se observa esta recuperacién, debido posiblemente, a que la

presencia de PTX causa la inactivacion el efecto de las Gaoi, administradas.

En funcion de los resultados obtenidos en los estudios estructurales,
procedemos por ultimo a ver el efecto debido a una bajada de PKCB1. Asi, esta
recuperacion de la funcién promovida por la administracién de subunidades o de las
proteinas G, tras el deterioro funcional provocado por PTX no se detecta si los
animales han tenido previamente un tratamiento subcronico con ODN frente a
PKCp1, lo que indica la implicacion directa de esta proteina en el mecanismo de

entrada de subunidades Ga-exdgenas (fig 19, B).
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Figura 19.Figura 19. Efecto de la administracion de Gaj,-miristoiladas en animales
tratados con PTX (A). Implicacion de PKCB1 en el mecanismo de entrada de estas
subunidades (B). El efecto analgésico del DPDPE se midi6 como en los casos
anteriores, a los 15 minutos de la inyeccién por medio del test del “tail-flick”. Los
valores se expresan como las medias +tE.S.M. de grupos de 10-15 ratones. Las

diferencias significativas se determinaron por andlisis de varianza (Anova) seguido del
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test de Student-Newman-Keuls, segln indicamos en el apartado 5 de Materiales y

Métodos. El nivel de significacion empleado fue p<0,05. Se empled el programa

estadistico Sigma—Stat.*Indica diferencias significativas respecto al control.

4.2.3 Efectos en animales pretratados con ODN-u

De forma paralela a los experimentos efectuados en el apartado anterior,
realizamos un tratamiento subcrénico durante 5 dias consecutivos en dos grupos de
10-15 ratones con dosis crecientes de un oligodeoxinucleoétido antisentido esta vez

frente a una secuencia especifica del receptor opioide p, reduciéndose asi la sintesis
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Figura 20. Tras el deterioro provocado por la administraciéon del ODN a nivel del
receptor p, detectamos unadisminucion significativa en el efecto antinociceptivo de f3-
endorfina respecto al grupo control (ODN-RD). Los datos correspondientes a los
animales que recibieron la proteina recombinante Gaj-miristoiladas tras el
pretratamiento con el ODN-u, muestran que en este caso de deterioro a nivel del
receptor, estas subunidades Ga-exdgenas no son capaces de recuperar el efecto

analgésico del agonista. Como en los casos anteriores, las diferencias significativas se
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determinaron por andlisis de varianza (Anova) seguido del test de Student-Newman-
Keuls, segun indicamos en el apartado 5 de Materiales y Métodos. El nivel de

significacion empleado fue p<0,05. Se empled el programa estadistico Sigma-Stat

Como control llevamos un grupo de animales inyectados con un
oligodeoxinucleotido de secuencia aleatoria (ODN-RD) y uno de los grupos que
habia recibido el pretratamiento con el ODN-p, al que no se le administraria las Gaip-
exdgenas y serviria por tanto como medida de los efectos provocados por el ODN. El
sexto dia el otro grupo pretratado con el ODN-u y el grupo control (ODN-RD),
recibieron mediante microinyeccion en el ventriculo lateral derecho, una dosis Unica
de 4ul de la proteina recombinante Gai,-miristoilada (0,1 pg/ul), siempre 60 minutos
antes de la administracion igualmente via i.c.v de 0,6 nmoles/raton de B-endorfina,
midiendose a los 30 minutos el efecto antinociceptivo del agonista opioide por el test

del tail-flick.

En la figura 20 se muestran los resultados obtenidos, pudiendo establecerse
gue tras el deterioro provocado por la administraciéon del ODN a nivel del receptor p,
se detecta una disminucion significativa en el efecto antinociceptivo de p-endorfina
respecto al grupo control (ODN-RD). Los datos correspondientes a los animales que
recibieron la proteina recombinante Gaj,-miristoilada tras el tratamiento con el ODN-
1, muestran que en este caso en el que el receptor se ve dafiado estas subunidades

Ga-exdgenas no son capaces de recuperar el efecto analgésico del agonista.

133



Resultados

5. Cultivos celulares

Los resultados hasta ahora expuestos ponen de manifiesto la internalizacion
de Ga-exdgenas y revelan la importancia funcional de estas subunidades tras su
incorporacion a la cascada de sefalizacion. Las aproximaciones para definir los
mecanismos por los cuales se produce su captacion por células del SNC han
revelado su selectividad. Sin embargo con el fin de proceder a una caracterizacion
mas completa decidimos poner a punto un modelo de cultivos de células de cerebro

de raton.

Los elementos celulares del SNC, esencialmente neuronas y células gliales
son de morfologia compleja. Estas células acumulan numerosos receptores en la
superficie de sus membranas plasmaticas, establecen entre si relaciones troficas,
tanto en el sistema nervioso intacto como en el lesionado, de tal modo que pueden

especializarse en la deteccién de minimos cambios que pueden ser interpretados
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como sefiales de comunicacion y que aportan los argumentos esenciales para
considerar a estas células fundamentales en la organizacion de los seres vivos. Por
ello, tras caracterizar la presencia de subunidades o en astrocitos, hemos
considerado de especial interés estudiar si se lleva a cabo la internalizacion de
subunidades Ga-exogenas en estas células neurales y profundizar en el significado

fisiolégico que conlleva.

5.1 Caracterizacion de las subunidades « de las proteinas G presentes en
astrocitos de rata:

Astrocitos obtenidos de corteza cerebral de rata (P0O-P1), fueron crecidos
sobre placas de Petri de 9 cm estériles en BME/F-10S hasta alcanzar la confluencia
(8-10 dias), manteniéndose durante este periodo de tiempo en un incubador a 37°C,
en atmoésfera de 5% CO, saturada de vapor de agua. Posteriormente se procedio
mediante rascado a recoger las células para su solubilizacién con SDS al 1%.
Seguidamente fueron analizados por electroforesis en geles de poliacrilamida
(PAGE) en un gradiente de 10-20% de acrilamida/2,6% bisacrilamida. Las proteinas
fueron transferidas a membranas de difluoruro de polivilideno de 0,2 pm.
Posteriormente se realizé el ensayo de inmunodeteccion con los anticuerpos
policlonales frente a las distintas subunidades o de las proteinas G (Gaii, Gaiz, Galiz
y Goa,,) Observandose bandas inmunorreactivas de 39kDa, que corresponde al peso
molecular descrito para estas proteinas, lo que indica su presencia en células

astrogliales (Figura 21).

Anticuerpo: ai2  ai3 oo ag/ll

Astrocito
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Figura 21. Western-blotting de solubilizados de fracciones de astrocitos de rata han
confirmado que las subunidades Ga;, de las proteinas G se expresan en células
astrogliales y pueden ser reconocidas por anticuerpos especificos Ga, -selectivos.

Proteina total por calle: 80 ug

5.2 Captacion por astrocitos de IgGs anti-Ga

De forma semejante a los estudios llevados a cabo sobre SNC de raton,
hemos comprobado en células astrogliales la internalizacién de IgGs anti-Ga
marcadas con fluoresceina.

Asi, astrocitos replaqueados sobre cubres de 10 mm de didmetro, colocados
en placas de 24 pocillos en un volumen final de 300 pul/pocillo de BME/F-1S, se
incubaron durante distintos intervalos de tiempo (30 minutos, 1, 2, 6, 8 y 16 horas)
en presencia de 1,5 ul (0,25ug/ul) de 1gGs anti-Gaii, anti-Gap, anti-Gaiz y anti-Ga,
marcados todos ellos con FLUQOS, siguiendo el protocolo indicado en el apartado 4.1
de Materiales y Métodos. Posteriormente, y tras el correspondiente lavado (PB
0,1M, pH 7,3) y fijacion de las células (4% paraformaldehido) para retirar el
anticuerpo que no habia penetrado al interior celular, se procedié a montar las
preparaciones para la observacién en el microscopio confocal. Mediante el analisis
de los resultados comprobamos la internalizacién tiempo-dependiente de estas IgGs
(datos no mostrados), de tal forma que elegimos las 16 horas como el tiempo de
incubacion Optimo para realizar nuestros siguientes experimentos. Tras este
intervalo de tiempo detectamos una leve sefial punteada a nivel del citoplasma de
las células incubadas con el anticuerpo anti-Gai;, mucho mas intensa en los cultivos
correspondientes a la incubacién con IgGs anti-Ga.o; en las células incubadas en

presencia de IgGs anti-Ga y anti-Gais, Si bien la sefial fluorescente sigue siendo
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punteada, se puede observar un marcaje de la totalidad del contorno celular (Figura

22 superior).

A la vista de estas imagenes, podemos confirmar que estos anticuerpos son
capaces de incorporarse a las células in vivo y de unirse a sus dianas
correspondientes, permitiendo establecer que Gai2)Gaiz)Ga, ~ Gaiz, se distribuyen
de una forma homogénea en el citoplasma. Si bien se ha descrito un mecanismo de
activacion de estas subunidades en respuesta a factores de crecimiento que lo
relacionan con una posible capacidad mitogénica de estas proteinas enddgenas, en
nuestras condiciones de trabajo con astrocitos mantenidos en un nivel basal, no se
produjo en ningun caso el paso de anticuerpos a través de la membrana nuclear, sin
embargo es posible que, tras la activacién receptorial, o incubaciones en

concentraciones superiores de suero, o fuera posible su localizacién en el nucleo.

5.3 Internalizacion de Ga;,-miristoiladas exdgenas

Una vez caracterizada la entrada y union a sus correspondientes antigenos
de IgGs frente a las distintas subunidades Ga, procedimos a caracterizar la
internalizacién de subunidades Gai-miristoiladas exégenas en cultivos de primarios.
Cultivos de astrocitos crecidos sobre cubres de 10 mm de diametro pretratados con
poli-L-lisina, introducidos en placas de 24 pocillos, fueron incubados in vivo en
presenciade 0,5,16 1,5 ul (0,1ng/ul) Gair/Gaip/ Gais/ Go-miristoiladas-FLUOS en
300 pul de BME/F-1S/pocillo durante 1, 2, 4, 6, 8 y 16 horas (figura 22. Tras
sucesivos lavados del tratamiento con PB 0,1 M estéril, las células se fijaron de la
misma forma que en el caso anterior con 4 % de paraformaldehido y se montaron

en portas con PB-glicerol para su observacion al microscopio confocal.

Figura 22. Imagenes obtenidas mediante microscopia confocal correspondientes ala
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incubacién de astrocitos con IgGs anti-Ga;; anti-Ga;,, anti-Gaz y anti-Ga,, (superior) o
con proteinas recombinantes Gaj;, Gai;, Gaiz y Ga, marcadas con FLUOS. La
especificidad de la entrada de esta proteina (verde) para cada tipo celular se muestra
en las imagenes obtenidas tras los ensayos de inmunofluorescencia de doble marcaje
con GFAP (rojo) en el caso de astrocitos o con NF-L (rojo) en neuronas. Las imagenes
mostradas en la parte inferior de esta figura corresponde a la internalizacion de Ga,-
miristoilada tras distintos intervalos de incubacion (1, 4, 8 y 16 horas)en astrocitos,
oligodendrocitos y neuronas. La retirada de esta proteina tras los correspondientes
tiempos de incubacién, provoca la pérdida de adhesion de las neuronas a la matriz,
dejando “lechos” vacios al ser arrastradas en los lavados previos a la fijacion.
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Resultados

En funcién de la relacibn de menor cantidad de proteina requerida e
intensidad de sefial obtenida, elegimos como administracion idénea 1ul (0,1 pg/ul)
y tiempo de incubacion de 16 horas (o/n), a los que corresponden las imagenes

mostradas en el panel central de la figura 22.

Los resultados mostraron que Gaix» Gaiz» Gaie» Gaijr Se incorporan de una
forma concentracion/tiempo-dependientes y se distribuyen en membrana plasmatica
y citosol (Figura 22), si bien so6lo Gaiz y en menor grado Gais, Go,, SON capaces de
traslocarse desde la periferia hasta nucleo. Las imagenes de la figura 22 (inferior),
muestran la internalizacién en astrocitos de Gaj-miristoilada marcada (verde)
administrada en el medio de cultivo a distintos intervalos de tiempo. Tras 1 hora de
incubacion se detecta ya un marcaje uniforme en el citoplasma celular que se
intensifica a tiempos mayores. A las 4 horas pudimos al mismo tiempo identificar, un
aumento de sefal fluorescente en niveles perinucleares, sefal, que se condensa
proporcionalmente al tiempo de incubacion en el interior del nucleo, indicando el
paso de esta proteina a través de la membrana nuclear. Asi, a las 6-8 horas, la
sefal correspondiente a Gai-Fluos marcaba completamente el nucleo celular y

alcanzaba su grado maximo de deteccion e intensidad tras las 16 horas.
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Estos cultivos fueron identificados posteriormente con un 95% de pureza
mediante técnicas de inmunocitoquimica y empleando anticuerpos especificos de
astrocitos adultos (GFAP: siglas inglesas para la proteina glial fibrilar &cida, un
filamento intermedio de 51 kDa muy abundante en estas células gliales) revelados
con Alexas-Fluor.

Al mismo tiempo comprobamos que esta traslocacion de subunidades Gaiz
desde el citoplasma al nucleo si bien es maxima tras 16 horas de incubacioén, ya a
las 2 horas promueve una activacion de la mitosis celular, observandose un alto
porcentaje de poblacion celular en division. A las 8 horas, y coincidiendo con un
aumento de sefial fluorescente a nivel nuclear que indica la localizacion preferente
de Guai;-FLUOS, aumenta el numero de células en division siendo a las 16 horas
cuando se obtiene el maximo tanto de division, como de intensidad de sefial, lo que
sugiere que las subunidades Ga., juegan un papel inductor de divisién celular. Estos
datos son la primera evidencia de la mitogénica sefial inducida directamente tras la

internalizacion de exogenas subunidades Ga.

De la misma forma, hemos examinado la presencia de fluorescencia
asociada con las subunidades Gai-miristoiladas exdégenas en otro tipo de células
gliales. En oligodendrocitos, si bien las subunidades Gai; administradas en el medio
de cultivo eran captadas e integradas en el cuerpo celular observandose un marcaje

fluorescente uniforme, (Figura 22 panel inferior).

En nuestro estudio examinamos también la presencia de fluorescencia
asociada a subunidades Go-exdégenas en cultivos de neuronas corticales de
embriones de rata (E15) crecidas sobre cubres recubiertos con poli-L-Lisina, segun
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indicamos en el apartado 4 de Materiales y Métodos; las células se incubaron in vivo
con 1ul (0,1 pg/ul) de subunidades Gaip-miristoiladas-marcadas con FLUOS durante
2/16 horas, siguiendo posteriormente el mismo protocolo de fijacion y analisis
confocal, pudiendo apreciarse que Gai;-FLUOS se incorporaba independientemente

del tiempo en membrana plasmatica y en citoplasma.

El tratamiento inmunocitoquimico tras la fijacion de las células con
anticuerpos frente a neurofilamento L revelado con Texas Red, verifica la
especificidad del cultivo. Queremos mencionar que estos cultivos presentaron un
rasgo inesperado, aun por analizar, y es que las neuronas en el proceso de lavado y
fijacion posteriores a la incubacion con Gai,, perdian su adhesion a la matriz siendo
arrastradas y dejando sus correspondientes “lechos” detectables en la exploracion

confocal (Figura 22).

5.4 Caracterizacion de la entrada de Gg;>-miristoiladas

5.4.1 Implicacién de las caveolas

Un aspecto esencial de nuestra investigacion es la caracterizacién de las
estructuras (proteinas) implicadas en la internalizacion de las proteinas Ga. Segun
datos previos, la caveolina, componente mayoritario integrante de las caveolas,
interacciona directamente con la subunidad o de las proteinas G (Li y col., 1996
Couet y col., 1997; Garcia-Cardena y col., 1997; Cameron y col., 1997;0kamoto y
col., 1998).

En este trabajo, hemos analizado la participacion de las caveolas en los
procesos de union, reconocimiento y posterior internalizacion de Gai,-miristoiladas

exdgenas en astrocitos. La fase preliminar del estudio consistié en la deteccién
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mediante Western-blotting de la presencia de caveolina en astrocitos (Figura 23
panel superior) empleando distintos anticuerpos dirigidos a secuencias N-terminal
(Transduction 1:10000 y sc-894 de Santa Cruz 1:1000) y C-terminal (sc-7875
Santa Cruz). Posteriormente, utilizando técnicas de microscopia confocal
confirmamos que la caveolina, principal proteina de las caveolas, es abundante en
cultivos confluentes de astrocitos, detectandose una fuerte sefial punteada que se
distribuye a nivel de la membrana celular de forma organizada. Los resultados
mostrados en la figura 23 A, corresponden a un protocolo de inmunocitoquimica
convencional como el indicado en el apartado de Materiales y Métodos de este
trabajo, en donde se somete a las células tras el proceso de fijacion, al tratamiento
con el anticuerpo anti-caveolina 1:200 (Transduction) procediendose
posteriormente al revelado del mismo con Alexa-Fluor; de esta forma obtuvimos
unas imagenes en donde la caveolina describe con nitidez las estructuras

caveolares en la membrana celular.

Las imagenes mostradas en la figura 23 C, corresponden a astrocitos
mantenidos durante 24 horas en BME/F-1S que tras el proceso de fijacion se les
sometié a un doble proceso de inmuno marcaje con anticuerpo anti-caveolina
revelado con Alexa-Fluor 594 (C1y C2) y con el anticuerpo especifico de glia anti-
GFAP revelado con Alexa-Fluor 488 (C3). En estas imagenes podemos apreciar
tanto las zonas de colocalizacion (C) de ambas proteinas en estas células, asi como
el intenso marcaje caveolar en la superficie de la membrana nuclear (C1) que
desaparece en niveles mas internos correspondientes al nacleo (C2). Si bien el
marcaje obtenido no ofrece la misma nitidez que en el caso anterior, pudimos
confirmar que este anticuerpo se une tanto in vivo como in vitro a caveolina en las

células astrogliales. Siguiendo otro protocolo diferente, obtuvimos las imagenes
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mostradas en la figura 23 B, donde los astrocitos fueron incubados in vivo durante 6
horas, con el anticuerpo anti-caveolina 1:200 (Transduction) previamente ligado al
fluoréforo (2 horas a temperatura ambiente). Hemos de indicar que en este
protocolo incluimos como control células incubadas unicamente con dicho fluoréforo
en la misma concentracion y periodos de tiempo, recogiendose tras el analisis
confocal, ninguna sefial en estas células que indicara el marcaje de este compuesto
por si mismo y confirmando por tanto, la especificidad del marcaje del anticuerpo
anti-caveolina (imagenes no mostradas). Por tanto, el epitopo de la caveolina es
visible desde el exterior en al menos una parte de los astrocitos y resulta ser un

candidato como proteina de union con Ga. para su internalizacion.

Para evaluar la contribucion de caveolas en la internalizacion de la sefal
mediada por subunidades Ga., distintos cultivos de astrocitos se trataron durante los
15 minutos previos a la administracion de las Gaip-miristoiladas-FLUOS, con
antibioticos poliénicos como filipin 111 (1.5 pg/ml) y nystatina (15 pg/ml), o bien con el
glucésido cardioténico digitonina (100 ug/ml), todos ellos unen colesterol y lo
separan de la membrana causando la desorganizacion irreversible en la membrana
de las caveolas ( Bradley y col., 1980; Schnitzer y col., 1994). Como controles se
llevaron tratamientos paralelos con B-ciclodextrina (2%) y polimixina-B-sulfato (50
ug/ml) durante 30 minutos, los cuales interaccionan con lipidos de membrana, pero
no con colesterol, o bien grupos de células que recibieron tnicamente 1ul (0,1 ug/ul)
de Gaj-miristoilada unida a una sonda fluorescente para permitir su localizacion.
Mediante microscopia confocal observamos que en los astrocitos tratados con filipin
lll, nystatina y digitonina durante los 15 minutos previos a la administracion de las

Gai>-mir-FLUOS, se atenuaba fuertemente la entrada de esta proteina, mientras
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gue en los controles o en los pretratados con polimixina-B-sulfato, no afectaban al
patron fluorescente correspondiente a la entrada de las Ga. Los resultados de
estos estudios se muestran en la figura 31 junto los datos obtenidos de otros
experimentos que complementan esta informacion, realizados sobre cutivos de

astrocitos con los mismos tratamientos.

Con el fin de confirmar nuestros datos en otro grupo de experimentos hemos
comprobado que al atenuar la sintesis de caveolina mediante la administracion de
ODN:s frente a esta proteina, se dificulta la entrada de subunidades Gai-miristoilada
marcada. Previamente empleando astrocitos de rata solubilizados con SDS y
analizados por SDS/PAGE comprobamos mediante inmunodeteccién con
anticuerpos frente a secuencias N y C-terminales de la proteina su presencia en el
astrocito, llevando como controles células endoteliales humanas. También se
analizé la selectividad y eficacia del ODN-caveolina con el anticuerpo dirigido a la
secuencia N-terminal de la proteina. EI ODN-caveolina (Figura 23 E) redujo la
intensidad de la sefial detectada con respecto al ODN-RD, utilizado como control, el
cual no interfiere en la sintesis de dicha proteina y en donde las subunidades Ga,-

FLUOS se internalizan en citoplasma y nucleo (Figura 23 D).

Figura 23. Inmunodeteccion de caveolina en astrocitos de rata con distintos
anticuerpos frente a secuencias Ny C-terminales de la proteina. Células endoteliales
humanas fueron utilizadas como control. La eficaciay selectividad del tratamiento con
el ODN-caveolina, fue comprobada con el anticuerpo N-terminal de la proteina.

Inmunocitoquimica in vitro (A) o in vivo (B) de astrocitos con anticuerpo frente a la
secuencia N-terminal de caveolina (1:200), revelado con Alexas-fluor 596 (1:1000).
Posteriormente y paracomprobar la especificidad del inmunomarcaje en estas células
gliales, se ha realizado un doble marcaje con GFAP (1:500)-Alexa-fluor 488 (verde)
empleando para ello técnicas de inmunofluorescencia y siguiendo el protocolo

indicado en el apartado 4 de Materiales y Métodos (C); C1y C2, corresponden a dos
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planos transversales consecutivos de 2 um de una misma célula. Las imagenes
mostradas en la parte inferior corresponden a zonas intracelulares donde colocalizan
las sefiales obtenidas tras la internalizacion de Gaj,-miristoilada-FLUOS (verde) y
anticuerpo anti-caveolina revelado con Alexa-Fluor 549 (rojo) en astrocitos tratados

durante 3 dias consecutivos bien con 0,2ug/pocillo de ODN-caveolina (E) o de ODN-RD

(D).
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Para realizar los estudios de inmunofluorescencia hemos seguido el protocolo
indicado en el apartado 4.1 de Materiales y Métodos, partiendo de astrocitos
crecidos en cubres de 10 mm de didmetro y mantenidos en placas de 12 pocillos en
un volumen de 300 pl/pocillo BME/F-10S tratados durante 3 dias con 0,2 ug/pocillo
de ODN-caveolina. Como controles se llevaron en paralelo astrocitos tratados
igualmente durante 3 dias con un ODN de secuencia aleatoria (ODN-RD).
Transcurrido este periodo de tiempo, ambos grupos se incubaron durante 16 horas
con subunidades Gaj>-FLUOS y, como en los casos anteriores, tras sucesivos
lavados con PB 0,1 M, se procedio a la fijacion de las células y al montaje de las

preparaciones para llevar a cabo el estudio correspondiente.

Los resultados obtenidos tras la exploracion con el microscopio confocal.
verifican una bajada de la sefial fluorescente correspondiente a la internalizacion de
Guaiz, €n astrocitos que habian sido tratados con el ODN-caveolina respecto a las
células controles que habian recibido el ODN-RD, (Figura 23 E). Estos datos
demuestran que es necesaria la integridad estructural de estas invaginaciones de la
membrana y la implicacion de su componente fundamental, la caveolina en la

internalizacion de proteinas recombinantes Gaip.

5.4.2 Papel de endocitosis dependiente de PKC en lainternalizacion de

Ga-miristoiladas

De forma semejante a lo observado en el SNC de ratén, resultados en
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cultivos de astrocitos que seguidamente mostramos, confirman la entrada de Ga-
exodgenas como un mecanismo de endocitosis de fase fluida activo con implicacion
de PKC.

En los astrocitos en los que la actividad de PKC esta alterada por el
tratamiento con 1 nM de H7, un inhibidor de PKC y PK dependientes de AMPc,
durante los 30 minutos previos a la administracion de la proteina Gai-FLUOS, se
observa un impedimento en la entrada de esta proteina que se manifiesta en las
imagenes como una disminucién de la sefal fluorescente, mientras que el
tratamiento de astrocitos con H8 (1nM) , un inhibidor de PKA y PK dependientes de
GMP-ciclico, o con otros compuestos que alteran mecanismos diferentes de
endocitosis como monensina y colchicina, cheleritrina y pentobarbital (todos a
concentraciones igualmente 1 nM), no alteran apenas el perfil de entrada respecto
a los controles. Las concentraciones de estos inhibidores fueron elegidas en
base a estudios previos realizados por Jeffry y col., (1997) y Texeira y Cazaubon

(1998).

Las imagenes obtenidas las mostramos en la figura 31, en donde las células
controles que recibieron 1 ul (0,1 pg/ul) de Gai,-fluos durante 16 horas, presentan
un intenso marcaje distribuido uniformemente en citoplasma e intensificandose la
sefal en el nucleo, al mismo tiempo que podemos observar un alto porcentaje de

células en divisién dentro del cultivo.

6. Traslocacion de Gaj-miristoiladas al nucleo: Estudios de proliferacion

celular y sintesis de DNA

La corta duracion de la mitosis en comparacion con el ciclo celular completo y
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la dificil visualizacion de la condensacién de cromatina hacen de métodos basados

en estos hechos, un pobre indicador de la capacidad de proliferacion

Como hemos indicado en el apartado 4.4 de Materiales y Métodos, hemos
empleado para nuestro estudio un método para la medida de la proliferacion celular
basado en la deteccién inmunohistoquimica de células en fase S de la mitosis, cuyo
ADN incorpora y retiene loduro de propidio (IP) y otro, la incorporacién de timidina
junto con un marcador radiactivo, el cual permite la cuantificacion de las células que

lo incorporan.

6.1 Estudios de proliferacion celular

Para estos estudios hemos empleado cultivos subconfluentes de astrocitos
sembrados en una densidad de 1,5x10° células sobre cubre-objetos de 10mm de
diametro pretratados con poli-L-lisina, manteniendolas durante 24 horas con BME/F-
10S para permitir su adhesion a la matriz. Posteriormente, tras efectuar un lavado
con BME//F-0S, se situaron los cubres con las células en placas de 12 pocillos (3
cubres/pocillo) obteniendose asi los distintos grupos, todos inicialmente en las

mismas condiciones, sobre los que llevariamos a cabo nuestro estudio.

El grupo control se incub6 durante 6 horas en 300 pl/pocillo de BME con
distintos porcentajes de suero 0,1%,1% 06 10%; a otro grupo ademas de estos
mismos porcentajes de suero se les administré 1 ul/pocillo (0,1ug/ul) de Gaiz; otro
grupo de células fueron tratadas con 0,1 ug de PTX o con 0,25 nug/ul de anticuerpos

anti-Gaiz, en 300 pl/pocillo BME/F-1S.
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En paralelo se llevaron otros células en idénticas condiciones a las detalladas
anteriormente, las cuales recibieron igualmente durante 6 horas, BME/F-1S junto
con 1 nM de H7 (inhibidor PKC>PKA) 6 H8 inhibidor (PKA>PKC) o bien con 1,5
ug/ul de filipin 111, todos ellos compuestos implicados en los mecanismos de entrada

de subunidades Ga- exégenas.

Figura 24. Imagenes obtenidas mediante microscopia confocal de distintos cultivos de
astrocitos tratados durante 4 horas bien con 0,1 pg PTX, con el anticuerpo anti-Ga,
(0,25 pg/ul), con 1 pl/pocillo (0,1pg/ul) Gai, 0 sin tratar (controles) en distintas
concentraciones de suero (0,1%, 1%, 6 10%) Posteriormente se procedid a efectuar
sucesivos lavados con PB 0,1M y retirar asi los restos del tratamiento, para fijar las
células con 4% de paraformaldehido. Los astrocitos fijados sobre los cubres, se
incubaron sobre una gota (45 pl) de IP (1:1000) durante 15 minutos, seguidamente se
retiré el exceso de marcador y se montaron sobre portaobjetos de vidrio con tamp6n
glicerol/PB para su observacion y obtencion de micrografias en el microscopio
confocal-panel superior-. En los cultivos controles, el nimero de células, detectado
por latincion nuclear con IP, aumenta proporcionalmente al porcentaje de suero en el
gue se realiz6 la incubacion. Los tratamientos con anticuerpos anti-Ga,, y en mayor
grado con PTX, inhiben la proliferacion celular, si bien esta bajada es mas acusadaen
incubaciones con la toxina a porcentajes mas bajos de suero. En paralelo se han
llevado dos series de células tratadas con agentes implicados en los mecanismos de
entrada de subunidades Ga (H7 y H8 1 nM por inhibicion de PK, o 1,5 pg/ul de filipin 11l
por alterar el colesterol de la membrana caveolar); una de estas series fue incubada
posteriormente con lasubunidad Ga,;-exdgena. Se ha seguido el mismo protocolo de
inmunomarcaje nuclear con IP anteriormente indicado. La entrada de Ga;; en
astrocitos incubados en BME/F-1S se ve afectada tras tratamientos con filipin llly con

H7, detectandose unaconsiderable bajada en el nUmero de nlcleos tefiidos respecto a
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los controles, mientras que H8 apenas no interfiere. A la izquierda de las imagenes
correspondiente a este experimento, se muestran los datos obtenidos sobre cultivos

controles en BME/F-1S +Ga;>-miristoiladas.
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Seguidamente, se procedi6 tras retirar los distintos tratamientos a fijar las
células para mediante técnicas de colorimetria e inmunodeteccion, marcar el total
de nucleos de la poblacién celular con loduro de Propidio 0,001% (Sigma),
marcador fluorescente que detecta ADN tanto de una como de dos cadenas,
contiene un grupo plano que le permite intercalarse entre las bases del ADN y tiene
un espectro de emision de 590 nm. Los resultados obtenidos fueron detectados
mediante microscopia confocal, cuantificados mediante el programa especifico
LEICA Q500MC Image Analysis System, y representados en un diagrama de barras
(Figura 25).
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Figura 25. Representacion de los datos analizados mediante el programa LEICA
Q500MC de las imagenes mostradas en lafigura 24 correspondientes atincién nuclear
con IP de astrocitos incubados en presencia de Ga,;,.miristoilada, (1) y tratados con H7
1 nM (2), H8 1nM (3), 1,5 pg/ul filipin 11 (4), 0,25 pg/ul anticuerpo anti-Gai, (5) y 0,1 pug
PTX (6) en 200 pl/pocillo del medio de cultivo suplementado con 0,1%, 1%y 10% de
FCS (S1-S3). Como podemos observar, en las células controles la proliferaciéon es
proporcional al porcentaje de suero en el que fueron incubadas. Los tratamientos con
agentes que alteran la endocitosis 6 PKC>PKA asi como los anticuerpos especificos

anti-Ga,, no alcanzan valores controles de proliferacion celular
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El diagrama de barra en el que hemos representado los datos obtenidos
mediante microscopia confocal, presenta en dos dimensiones las medias de nacleos
marcados con IP, obtenidas a partir de poblaciones con un nimero semejante de
astrocitos crecidas en cubres de 10mm de diametro, pertenecientes a las imagenes
recogidas en la figura 24 superior (astrocitos controles, tratados con 0,1ug PTX o
con 0,25 ug/ul anticuerpos anti-Gai,, incubados en presencia de Gajx-miristoilada
en BME/F-0,1,1,6 10-S), y figura 24 inferior (astrocitos tratados con distintos

compuestos implicados en endocitosis y alteracion de PK).

6.2 Sintesis de DNA

6.2.1 Induccion de sintesis de DNA mediada por suero

Los estudios de incorporacion de timidina tritiada, establecieron la relacion
entre la sefial fluorescente observada en el nucleo tras el tratamiento con las

distintas subunidades Ga sensibles a PTX y la estimulacién de la sintesis de ADN.

El suero requerido para la adhesion y desarrollo de los cultivos de astrocitos,
induce en mayor o menor grado, una activacion mitogénica y una division de la
cromatina nuclear. Considerando al mismo tiempo que las células de un cultivo
proliferante no son sincrénicas y que coexisten en un mismo cultivo células en todas
las fases, hemos caracterizado el efecto del suero sobre cultivos de astrocitos
sincronicos y asincrénicos para poder establecer asi las condiciones éptimas en
este estudio. Para sincronizar el crecimiento de un cultivo, de tal forma que todas
las células se encuentren en la misma fase, se requiere mantener las células en

BME/F-1S durante 24 horas previas a realizar los tratamientos.

Distintos grupos de cultivos puros de astrocitos sembrados en placas de 96
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pocillos en una densidad inicial de 1,5x10%células/pocillo, se incubaron durante 2
horas con BME/F-10S para permitir su adhesion a la matriz; posteriormente se
procedié bien a sincronizar parte de los cultivos (24 horas BME/F-0,1%S) o bien a

mantenerlos en BME/F-1S durante el mismo periodo de tiempo (asincronicos).

Seguidamente se incubaron con BME y 0,1%, 0,5%, 1%, 5%, 10%, 40 % de
suero fetal bovino (FCS) junto con un pulso de timidina tritiada (metil-*H-timidina, 48
Ci/mmol; Ammersham, 0,5 uCi/pocillo) durante 2, 6 y 16 horas. Tras efectuar tres
lavados con PB 0,1 M para retirar el exceso de timidina que no habia sido
incorporada, afiadimos a los distintos pocillos 20 ul de SDS al 0,04% y 200ul de

liquido de centelleo durante 6 horas.

Transcurrido este tiempo, se midio la radioactividad incorporada en un
contador de centelleo liquido LKB; los datos obtenidos se analizaron seguidamente
con el programa Sigma-Stat estableciendose que, concentraciones superiores al 1
% de suero inducen sintesis de ADN de una manera dosis dependiente,
estableciendose por tanto esta cantidad, 1% como la basal, a partir de la cual
hemos referido nuestros estudios. El méximo de incorporacién de timidina-sintesis
de ADN, se corresponde con el 10% de suero; cantidades superiores de FCS
dificultan la aportacion suficiente de otros nutrientes fundamentales para el normal
desarrollo. Las diferencias observadas en la incorporacion de timidina con los
distintos porcentajes de suero, fue semejante en cultivos sincrénicos y asincronicos,
eligiendo los primeros para sucesivos estudios, por ofrecer resultados mas

evidentes y precisos.
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Figura 26. Efecto de distintas concentraciones de suero en la incorporacién de H-

timidina. Los cultivos de astrocitos sembrados en placas de 96 pocillos en una
concentracion de 1.5x10%cel/pocillo, se mantuvieron durante 24 horas en BME/F-0,1S
paralograr que todas las células estuvieran en el mismo estadio de divisién (cultivos
sincronizados) y periodo de latencia para incubarse posteriormente con las distintas
cantidades de suero y el pulso de ®H-timidina. Los resultados se muestran en gréficas
donde en ordenadas se representan DPM (desintegraciones por minuto) y en abcisas

los distintos porcentajes de suero

6.2.2 Resultados de laadministraciéon de toxina pertisicay anticuerpos

especificos Anti-Ga,

Para analizar la posible implicacion de las subunidades Ga-sensibles a PTX
en los efectos promovidos por el suero, cultivos semiconfluentes de astrocitos
sincronizados sembrados en placas de 96 pocillos en la densidad detallada en el
apartado anterior, se trataron durante 4 horas con 0,1ug de PTX, o con 1 pul del
anticuerpo anti-Gai, (0,25 ug/ul) en 200 ul de BME/F- 0,1, 0,5, 1, 5 6 10 % de suero
junto con un pulso de timidina (0.5 uCi/pocillo) durante 16 horas a 37° C y 5% de

COo..
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Figura 27. La activacién mitogénica estimulada por el suero en células en cultivo,
resultainhibida en un 25% tras la administracion de una dosis Unica de 0,1pg/pocillo
de PTX y en un 55% en el caso de la administracion de 1ul anticuerpos anti-Ga;,

(0,25ug/wl) durante 4 horas. Estos resultados son independientes del porcentaje de

suero en el que se mantuvieron las células durante el periodo de incubacion.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 27, donde en ordenadas
se representa el numero de desintegraciones por minuto obtenidas (DPM) y en
abscisas los diferentes porcentajes de suero y tratamientos. Establecimos que, la
mayor lectura recogida para el suero corresponde a porcentajes comprendidos entre
el 1y 10%, si bien las mayores diferencias se establecen entre el 0,1 y el 1%,
siendo este ultimo al que hemos referido todos nuestros datos considerandole como
basal. Al mismo tiempo observamos que, independientemente de la concentracion
de suero, la sintesis de ADN en astrocitos queda inhibida en un 25% tras la
preincubacién de las células con PTX o en un 55% cuando estos cultivos se
incubaron en presencia de anticuerpos especificos anti-Gaup,

6.2.3 Induccion de sintesis de ADN mediada por la administracion de
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Gaio-miristoiladas exdgenas

La sensibilidad de proliferacion celular inducida por las distintas Ga-exégenas
sensibles a PTX en presencia de, 1% de suero fetal bovino fue analizada sobre
cultivos semiconfluentes de astrocitos sembrados en placas de 96 pocillos (1,5x10*
cel/pocillo). Distintas concentraciones comprendidas entre 1 uM a 10 pM de las
distintas Ga-miristoiladas fueron adicionadas a cada pocillo junto un pulso de *H-
timidina (0.5 pCi/pocillo) y manteniendo todo el tratamiento a 37°C y 5% CO
durante 16 horas. Tras efectuar tres lavados con PB 0.1 M para retirar el exceso de
timidina tritiada que no habia sido incorporada, afiadimos a los distintos pocillos 20
ul de SDS al 0,04% y 200 ul de liquido de centelleo durante 6 horas.
Posteriormente, se midié la cantidad del marcador tritio incorporada en un contador

de centelleo liquido LKB.

Figura 28. Evaluacion de los resultados obtenidos en los estudios de proliferacion
celular sobre cultivos de astrocitos tratados con Ga-miristoiladas sensibles a PTX,
referidos a los datos obtenidos frente a la basal (1% FCS). Cada punto corresponde
con la media de los valores por sextuplicado. Para cada gréfica se ha incorporado
imagenes correspondientes a cultivos de astrocitoss incubados en presencia de las
correspondientes Ga marcadas con fluorescencia. Como podemos observar, mientras
el marcaje correspondiente a Ga;;-miristoilada se detecta fundamentalmente a nivel de
citoplasma, Ga,<Ga,zy en especial Ga,, -miristoilada, se internalizan de forma dosis
dependiente tanto a nivel citoplasmatico como en nuacleo promoviendo sintesis de

DNA.
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Los resultados obtenidos estan representados en la figura 28. La figura
superior izquierda corresponde a la proliferacion promovida por concentraciones

crecientes de suero, superiores al 1% (basal); asi un suplemento de hasta un 5%
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registra 150% de incorporacion y un maximo del 200%sobre la basal en porcentajes
correspondientes al 10%, a partir del cual la incorporacion de timidina se estabiliza.
El resto de las gréficas corresponden a curvas dosis efecto de la administracion de
concentraciones uM a fM de las distintas subunidades Go-exdgenas sensibles a

PTX, sobre cultivos de astrocitos, referidas siempre a la basal (1% suero).

Podemos observar como Gai;, N0 supera practicamente los valores basales a
ninguna de las concentraciones empleadas; en el resto de las subunidades Ga
investigadas, la incorporacion de timidina es dependiente de la concentracion
administrada, ya que mientras que Gaiz,Ga, Y Gapy, promueven un 50%sobre la
basal en concentraciones nM, concentraciones inferiores no logran alcanzar estos
valores. Sorprendentemente, la incubacion de astrocitos en presencia de
subunidades Guaj-exdgena indujo de forma dosis dependiente, desde
concentraciones uM a nM, una incorporacion de timidina marcada, directamente
implicada en la replicacion cromosémica superior a la conseguida por el suplemento
del 10% de suero. En este punto es importante recordar que todos estos datos
estan referidos al 1% de FCS (basal). Como resultado de las importantes
variaciones registradas tras el tratamiento con Gaj,-miristoiladas respecto a otras
Ga-sensibles a PTX analizadas en este estudio, realizamos un seguimiento
especifico de esta proteina administrando distintas concentraciones comprendidas
entre uM/ nM de Gaiz (0,02 nM, 0,2 nM, 2 nM y 3nM) en el medio de cultivo
enriquecido con cantidades crecientes de suero (0,1%, 1%, 5%y 10%), y a distintos

intervalos de tiempo.

La gréfica representada en la figura 29 muestra los resultados de este

estudio, pudiendo comprobar como anteriormente habiamos indicado, que
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cantidades inferiores de suero a las requeridas para un minimo mantenimiento y
desarrollo normal de un cultivo astroglial (0,1%), registra tras la administracion de
concentraciones 3 nM de Gai;-miristoilada un considerable incremento en la sintesis
de ADN respecto incluso, a las inducidas por concentraciones superiores de suero.
Al mismo tiempo en esta figura, hemos incluido imagenes obtenidas mediante
microscopia confocal, empleando en todas ellas un objetivo 100, en las que
mostramos astrocitos en fase de division pertenecientes a la poblacién mayoritaria
de un mismo cultivo tras ser incubadas durante los distintos periodos de tiempoy a
las diferentes concentraciones de suero indicadas en la grafica, con subunidades
Gajp-miristoiladas marcadas con FLUOS. En todas las micrografias podemos
apreciar como la internalizacion de esta proteina alcanza el nucleo en el que se
concentra una fuerte sefal fluorescente, promoviendo mitosis celular en células

mantenidas en un minimo porcentaje de suero.

Figura 29. Im4genes obtenidas mediante microscopia confocal (objetivo 40y 2,41 de
zoom), correspondientes a diferentes poblaciones de astrocitos en division tras ser
incubados en presencia de Ga;,-FLUOS durante 16 horas. En la parte inferior se
muestran los resultados de estudios de proliferacion promovidos por esta proteina a
distintas concentraciones de suero y tras distintos periodos de tiempo. Las
subunidades Ga;,-exdgenas incubadas en el medio de cultivo suplementado con 0,1%
de suero promueven a tan bajas concentraciones, insuficientes para el normal
mantenimiento de las células, un incremento en la incorporacion de timidina 25%
superior alabasal (1% de suero) tras 2 horas de incubacién, alcanzando un 100% a las
6 horas y superando el 150% tras 16 horas de incubacion con esta proteina. Como
gueda reflejado en la gréafica, porcentajes superiores de suero estabilizan la

incorporacién de timidina en las células llegando a decrecer estos valores hasta un

25% por debajo de la basal, cuando el suplemento de suero fue de un 10% .
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6.2.4 Variaciones en lasintesis de ADN, tras blogquear los mecanismos

de entrada de proteinas Ga;; -miristoiladas

6.2.4.1 Blogueo funcional tras la administracion de anticuerpos especificos

anti-caveolina
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En apartados anteriores de este trabajo de investigaciébn, hemos
comprobado la presencia de caveolina en astrocitos mostrando al mismo tiempo,
como el anticuerpo anti- caveolina es capaz de unirse tanto in vivo como in vitro a
su correspondiente diana; ademas hemos analizado la participacion de las caveolas
en el proceso de reconocimiento y posterior internalizacion de la proteina G, -
miristoilada. Seguidamente mostramos las variaciones en la sintesis de ADN
registradas cuando la entrada de estas proteinas exdgenas se ve impedida, bien por
el bloqueo funcional o de sintesis de caveolina, bien por tratamientos con agentes
especificos sobre los mecanismos de entrada. Los resultados obtenidos en cultivos
subconfluentes de astrocitos (1,5x10* células/pocillo) tratados durante 4 horas, con
dos anticuerpos frente a secuencias diferentes de caveolina, secuencia N-terminal
(Santa Cruz 894) y secuencia C-terminal (Santa Cruz 7875) indicaron una bajada
correspondiente al 10% de incorporacion de timidina respecto a la basal en el caso
del anticuerpo dirigido a la secuencia C-terminal de la caveolina, mientras que el
gue incluye la secuencia N-terminal no afecta a la habitual sintesis de ADN
promovida por el vehiculo. De la misma forma, en las células incubadas durante 12
horas con 0,2 nmoles/pocillo de Gaj-miristoilada tratadas previamente con
anticuerpos anti-caveolina anteriormente sefialados, no alcanza en ninguno de los
dos casos los niveles basales de sintesis de ADN a nivel nuclear promovida por
Gaiz (Figura 30 inferior).

6.2.4.2 Efecto provocado tras la administracion de ODN-caveolina

Los resultados obtenidos en células en las que se impidié la sintesis de
caveolina mediante la administracion en el medio de cultivo con suplemento de 10%
de FCS de un ODN especifico frente a esta proteina durante tres dias consecutivos,
guedan reflejados en la figura 30. En paralelo se llevaron cultivos de astrocitos que
recibieron dosis semejantes de un ODN de secuencia aleatoria. Posteriormente se
siguio el protocolo habitual para poder efectuar la correspondiente lectura de
timidina incorporada a las células en un contador de centelleo, cuyo analisis nos

indicod la bajada de sintesis de DNA promovida por el tratamiento con ODN-
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caveolina no superando los valores recogidos el 2% de sintesis de ADN, mientras
gue en las células tratadas con el ODN-RD, se registraron resultados semejantes a

los obtenidos en los grupos controles.

Figura 30. Al interferirse la sintesis de caveolina por el tratamiento con ODN-
especifico, o bien el bloqueo de su funcion tras la administracion de
anticuerpos frente a secuencias N 6 C-terminal (Santa Cruz) de caveolina,
interfiere en la entrada de Ga-exdgenas. Asi laincubacidn de astrocitos junto
estas subunidades en 1% de FCS, promueve una incorporacion superior al
100% por encima de la basal, mientras que en células con los tratamientos

anteriormente indicados no superan en ningln caso los valores basales

6.2.4.3 Bloqueo por alteracion de los lipidos de membrana

Como hemos mencionado a lo largo de este trabajo, las caveolas,
invaginaciones de la membrana plasmatica implicadas en la sefial de transduccion,
requieren colesterol para mantener su integridad de tal forma, que tratamientos con
antibioticos especificos que actian sobre este lipido afectan directamente en la

transmision de sefales; estos tratamientos repercuten en la entrada de subunidades
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a exdgenas administradas in vivo o en el medio de cultivo de células del SNCy en
los efectos que estas promueven tras su internalizacion. Asi astrocitos incubados
con 0,3 ug/pocillo de filipin Il(antibidtico poliénico que actla selectivamente sobre el
colesterol) en BME/F-1S durante 30 minutos a 37°C, provoca un descenso del 20%
respecto a la incorporacion de timidina tritiada basal (Figura 31), mientras que el
efecto no es tan drastico, 15% por debajo de la basal, en astrocitos que recibieron
un tratamiento con B-ciclodextrina al 2% durante 1 hora, la cual actia sobre otros
lipidos de membrana diferentes al colesterol (datos no incluidos en la figura). Los
resultados obtenidos sobre grupos paralelos de astrocitos incubados en presencia
de 0,2 nmoles/pocillo de Gaj-miristoiladas, los cuales previamente a esta
administracion habian sido tratados con filipinlll siguiendo el mismo protocolo
anteriormente detallado, muestran valores de incorporacion de timidina 50 %
inferiores a la basal que corresponde directamente al impedimento ejercido por el

antibiotico filipin 11l sobre la entrada de la la proteina Gai;-exégena.

6.2.4.4 Efecto de la incubacion de astrocitos con agentes que alteran la

endocitosis

Tanto los resultados comportamentales sobre animales tratados in vivo como
los obtenidos sobre cultivos celulares confirman la entrada de Ga-exdgenas, como
un mecanismo de endocitosis activo con implicacién de PKC. En este apartado
mostramos los efectos sobre la sintesis de ADN inducida por Gai,-miristoilada, en
astrocitos tratados con agentes especificos que alteran el mecanismo de entrada
de esta proteina. Asi, la incubacién de astrocitos sembrados en placas de 96
pocillos (1,5x 10*celulas/pocillo) en 200 ul/pocillo de BME/F-1S con H7 1 nM,
inhibidor de PKC y PK dependientes de AMPc durante 30 minutos, disminuye en un

30% la sintesis de ADN promovida por el 1% de suero en células controles (basal),
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mientras que el tratamiento con H8 1 nM, inhibidor de PKA y PK dependiente de

GMP-ciclico, disminuye los valores basales en un 16% (Figura 31).

Figura 31. Diversos cultivos semiconfluentes de astrocitos sincronizados, se trataron
con 0,3 ug de Filipin 1ll, 1 nM de inhibidores de PK (H8 y H7) en 200 ul BME/F-1S
durante 30 minutos. Posteriormente se cambi6 a medio fresco y se procedi6é aincubar
las células en presencia de 0,2nM Ga,;-miristoiladas/BME/F-1S junto con 3H-timidina
durante 16 horas, procediendose posteriormente a la lectura y analisis de los datos
obtenidos. En la parte superior de esta misma figura mostramos las imagenes
obtenidas mediante microscopia confocal de la respuesta de astrocitos a estos
tratamientos.Los resultados del andlisis de las muestras determiné la selectividad del
mecanismo de entrada de a;;-exdgena, al comprobar que en las células tratadas con
H7, inhibidor especifico de PKCB1, y no en las tratadas con H8, inhibidor de PKA>PKC,
se reduce drasticamente la entrada de esta proteina. De la misma forma la bajada de
sefal fluorescente indica que lainternalizacién de esta proteina se ve en gran medida
afectadatras el tratamiento con el antibiético poliénico filipin lll, el cual interfiere en la
sintesis del colesterol afectando la estructura caveolar. En la gréafica inferior se
muestran los efectos de estos mismos tratamientos en la proliferacién celular inducida
por Gai;, alcanzandose valores 20% por debajo de la basal en el caso de

pretratamientos con filipin Il y hasta 45% inferiores trasinterferir la PKCpB1.
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Resultados obtenidos en cultivos paralelos mantenidos en BME/F-1S
(controles), tratados con H7 6 con H8 1 nM durante 30 minutos e incubados
posteriormente durante 16 horas en presencia de Gaj-miristoiladas en una
concentracion de 0,2 nM/200ul BME/F-1S, muestran que esta proteina induce, un
100% de incorporacion de timidina directamente implicada en la replicacion
cromosomica en células controles, logra un 50% tras el tratamiento con H8

mientras que no se registra sintesis de ADN alguna en las células tratadas con H7.

7 Estudios funcionales
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7.1 Incorporacion de Gaj-exdgena a la cascada de sefalizacion

Una vez comprobada la internalizacion de subunidades Gaj,-exégenas en
astrocitos, hemos procedido a investigar su posible acoplamiento a la cascada de
sefalizacion y su actividad frente agonistas de receptores G. Como hemos descrito
anteriormente, tan solo 2 horas de incubacion de astrocitos con 0,2 nM de Gaz-
miristoiladas en medio suplementados con 0,1% de suero, incrementa la capacidad
de replicacion cromosdmica un 25% por encima de la basal, alcanzando 100% a las
6 horas y superando 150% tras 16 horas de incubacion con esta proteina (Figura

29).

Basandonos en estos datos, hemos procedido a tratar durante 4 horas
astrocitos sincronizados sembrados sobre placas de 96 pocillos (1,5x10*
células/pocillo) con 0,1 ug de PTX o con 0,25ug/ul de 1gGs anti-Gai, en 200ul de
BME/F-1S. Como controles llevamos células sembradas en la misma densidad y
mantenidas durante 24 horas en BME/F-1S. Posteriormente y tras retirar los
distintos tratamientos, incubamos las células en presencia de 0,2 nM de Gaz-
miristoiladas junto con 0,5 uCi/pocillo de *H-timidina. En paralelo llevamos grupos
con los mismos tratamientos a los que ademas, se les administré conjuntamente a
las proteinas recombinantes, 100nM del agonista opioide DPDPE. Todas las células
se incubaron durante 16 horas a 37° C y 5% de COz2, retirandose posteriormente el
exceso de timidina tritiada que no habia sido incorporada, y completandose el
protocolo indicado en el apartado 4.4.1 de Materiales y Métodos para realizar la

lectura en un contador de centelleo liquido LKB.
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Resultados

Los resultados obtenidos estan representados en la figura 32, donde en
ordenadas estén indicados los porcentajes de incorporacién de *H-timidina respecto
a la basal (1%), y en abscisas la media £ SEM de los valores por sextuplicado de

cada tratamiento.

Como podemos observar, el efecto proliferativo inducido por el DPDPE sobre
los astrocitos, es un 40% superior al obtenido en condiciones basales en donde las
células se incubaron unicamente con BME/F-1S. Al mismo tiempo, la presencia de
Gaiz en células controles cuya transduccion es Optima, no supone un estimulo
proliferativo adicional de este agonista opioide, y los valores recogidos en ambos

casos son practicamente iguales.

El deterioro en la transduccion provocado por el bloqueo de Gai-enddgenas
tras los tratamientos con los anticuerpos especificos anti-Gai,, disminuye en un 20%
la eficacia del suero para activar la sintesis de DNA y en un 45% la capacidad
proliferativa del agonista opioide. Las consecuencias son ain mas drasticas tras el

tratamiento con PTX, en donde practicamente se anula la activacion de sintesis del
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Figura 32. Variaciones registradas tras la administracién de subunidades Ga;z-
exdgenas en la estimulacién de la proliferacién celular promovida por el agonista
opioide DPDPE, sobre astrocitos mantenidos en BME/F-1S (controles), o bien en
astrocitos en los que se provocod un deterioro en la transduccién mediante

tratamientos durante 4 horas, con 0,1 pg de PTX o con 0,25 pg/ul de IgGs anti-Gais,

Estos resultados sobre cultivos celulares concuerdan con los datos de la
recuperacion del efecto analgésico opioide tras la administracion de Gaj-exdgenas
in vivo en animales que habian sufrido un deterioro en la transduccién, y vienen a
confirmar la incorporacion funcional a la cascada de sefializacion de subunidades

Guai, de las proteinas G.

Mediante microscopia confocal, hemos procedido posteriormente, a captar a
distintos intervalos de tiempo el efecto del agonista opioide DPDPE, sobre las
subunidades Gaij-exdgenas previamente internalizadas. Para ello partimos de
cultivos de astrocitos sembrados sobre cubres de 10mm, incubados in vivo a 37°C
y 5% de CO2 durante toda la noche con Gaj-miristoiladas-FLUOS en BME/F-1S.
Posteriormente se retiré el medio y el exceso de Gaj, marcadas que no habian sido
incorporadas por las células y se trato a los astrocitos con DPDPE 100nM durante 2,
5, 10, 30, 60 minutos y 2 horas. Como controles, se llevaron células que solamente
recibieron en el medio de cultivo la proteina miristoilada marcada con fluorescencia
(0,1ng/ul). Posteriormente se siguid el mismo protocolo sefialado en los apartados
anteriores para la fijacion y montaje de las preparaciones con glicerol-PB al 50%

facilitandose asi su observacion en el microscopio confocal.
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Las imagenes obtenidas del analisis de estos resultados las mostramos en la
parte superior de la figura 33. Los controles correspondientes a la internalizacion de
subunidades Gaj; administradas en el medio de cultivo, muestran una intensa sefial
tanto a nivel citoplasmatico como nuclear. Los astrocitos que tras la incubacion con
las Gaj-miristoiladas fueron tratadas con el agonista opioide DPDPE muestran
como a los 2 minutos del tratamiento se produce una difusién de la sefial
fluorescente desde el nucleo hacia el citoplasma, llegandose practicamente a ser
inapreciable en las imagenes correspondientes a periodos superiores a 30 minutos

de incubacion con el agonista.

En base a los resultados obtenidos en nuestro estudio y considerando datos
de investigaciones recientes que apuntan al incremento de Gao;y de G enddgenas
en la fraccion nuclear tras la estimulacion con factores neurotréficos, como ultimo
punto de este trabajo de investigacion, hemos utilizado una aproximacion diferente
para observar y registrar mediante microscopia confocal la movilidad de las
subunidades Gai;-enddgenas en respuesta al agonista DPDPE. Es importante
mencionar que se desconoce hasta el momento, si Goj-enddgena se mantiene
unida a Gp en la traslocacion separandose ya en el interior nuclear, o la activacion
de los agonistas induce una disociacion previa de estas subunidades penetrando

por separado en el ndcleo.

Partimos nuevamente, de cultivos de astrocitos sembrados sobre cubres de
10mm a los que se trato in vivo con DPDPE 100 nM en BME/F-1S durante 30
minutos; como controles llevamos células mantenidas solo en BME/F-1S.

Transcurrido este tiempo, se procedio al lavado y fijacion de las células con 4% de
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paraformaldehido para posteriormente mediante técnicas inmunocitoquimicas
proceder a la localizacién de estas subunidades. Hemos empleado anticuerpos
especificos anti-Gaip, 0 bien anti-G1/2 (ambos a una dilucion 1:200), los cuales se
revelaron con Alexas-Fluor, 1:1000 siguiendo el protocolo indicado en el apartado
1.3 de Materiales y Métodos.

La exploracion confocal nos permitié observar un nitido marcaje punteado en
las células controles que confirmaba la presencia de subunidades Gf tanto en
citosol como en el nucleo. Esta localizacion nuclear confirma la estimulacion por el
1% de suero en el medio de cultivo, el cual hemos considerado a lo largo de nuestro
estudio como basal. Las imagenes pertenecientes a células que habian sido
tratadas con DPDPE y revelado con el anticuerpo anti-Gf1/2 nos muestran una
mayor intensidad a nivel nuclear respecto a los controles, confirmando la

traslocacion de estas subunidades tras la estimulacion con el agonista.

Figura 33. Imagenes obtenidas mediante microscopia confocal correspondientes a
astrocitos incubados en presencia de 0,1 pg/ul de Gai,-miristoiladas marcadas con
fluorescencia durante 16 horas; laintensa sefial fluorescente indica lainternalizacion
en citoplasma y nucleo de esta proteina administrada en el medio de cultivo. Otros
grupos de células recibieron tras laincubacién con Ga;,-FLUOS, el agonista opioide
DPDPE 100nM durante distintos intervalos de tiempo (2, 5, 10, 15, 30 minutos, 1y 2
horas). Las imagenes obtenidas tras los 2 minutos del tratamiento con DPDPE
(objetivo 40 y 2,10 de zoom) muestran la movilizacién de Gai,.rLuos hacia el exterior
celular, que es alin mas evidente alos 5 minutos, llegando a ser la sefial fluorescente
imperceptible alos 30 minutos de dicho tratamiento (Fig. 33 superior).

En esta misma figura mostramos al mismo tiempo, imagenes obtenidas mediante
microscopia confocal, (objetivo 63 y 1,20 de zoom para las magnificaciones), de la

traslocaciéon desde el citoplasma hacia el ntcleo de subunidades Ga; y Gp enddgenas
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en células controles mantenidas en BME/F-1S y tras la estimulacién con DPDPE
100nM. Para la deteccidon de estas subunidades se han empleado técnicas de
inmunocitoquimica convencionales, en las que se han empleado anticuerpos anti-Ga,

y anti-GB1/2 (1:200) revelados con Alexas-Fluor (1:1000)
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Resultados

En la parte inferior de la figura 33, mostramos las imagenes correspondientes
a la localizacion de subunidades Gaij,-enddgena con anticuerpos especificos anti-
Gajz. Podemos observar como en las células controles se registra, al igual que en el
caso anterior, un marcaje tanto citoplasmatico como nuclear debido a la activacién
por el suero (controles). Al mismo tiempo pudimos establecer, que la estimulacion
por el DPDPE resulta particularmente inductora de la movilizacion de Gaip-
endogenas, pues las células que fueron tratadas con este agonista, mostraron una
fuerte intensificacion de la sefal fluorescente en la zona perinuclear y nucleo,

disminuyendo al mismo tiempo la intensidad de la sefial a nivel citoplasmatico.
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Segun la forma en que los neurotransmisores, hormonas y factores de
crecimiento transmiten las sefiales al interior de la célula, se han podido establecer
varias familias de receptores. En una de ellas se agrupan los receptores que
forman parte integral de un canal iGnico como el receptor nicotinico, receptor de
glutamato (Cull-Candy y Parker., 1982; Barnard., 1992; Granjay col 1995; Boehm
y Huck., 1995). En otra se incluyen aquellas proteinas transmembrana que en la
zona extracelular presentan el lugar de reconocimiento del ligando y en la cara
interna el lugar enzimatico (receptor para el factor de crecimiento nervioso,
prolactina,...) (Birnbaumer y col., 1990; Offermans y Schultz., 1994). Finalmente,
como ya hemos mencionado en la Introduccion, el grupo mas numeroso lo
componen los receptores acoplados a las proteinas G en el cual se encuadra el

80% de todos los receptores conocidos, entre ellos los receptores opioides.

Dentro de esta familia, la transmision de la sefial que se produce tras la
union de un agonista a su receptor, implica la activacion de unas proteinas en la
cara interna de la membrana, las proteinas G, que a su vez son las encargadas de
transmitir la informacion a los correspondientes efectores (Birnbaumer y col., 1990;
Gilman y col., 1987; Hille y col., 1992). Tet6ricamente la forma mas especifica y
sencilla de transmitir una sefial, seria la interaccién de un receptor con un Unico
subtipo de proteina G. En esta linea, tras lograr la purificacion de los receptores,
las proteinas G y los efectores, se abordaron experimentos de reconstitucion con la
idea de establecer las caracteristicas de los mecanismos de transduccion.
Contrariamente a lo esperado se comprobo la ausencia de especificidad (Neer y

Clappham, 1988; Jahangeer y Rodbell, 1993; Neer, 1995; Garzony col., 1995) ya
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gue un unico subtipo de proteina G puede ser activado por varios tipos de receptor
y a su vez un determinado receptor es capaz de activar mas de un tipo de proteina
transductora (Ueda y col., 1989; Offermans y col., 1994; Law y col., 1994; Lui y
col., 1994; Sdnchez-Blazquez y col., 1993, 1995; Standifer y col., 1996).

En el caso concreto de los opioides, se ha observado que la union de un
agonista a los tipos - y 6- del receptor opioide, promueve la inhibicion de la
actividad de la enzima adenilato ciclasa (Childers., 1991; Johnson y col., 1994;
Chany col., 1995) y la regulacién de canales de calcio y potasio (Heschelery col.,
1987; lkeda y col., 1995; Morikawa y col., 1995). Estos efectos estan mediados
mayoritariamente por la activacion de proteinas G del tipo Gi/G,, que son sensibles
a la toxina pertusica. En los ultimos afios se ha visto que los opioides regulan
ademas la actividad de otros efectores, tales como la fosfodiesterasa del AMPc
(Law y Loh, 1993), fosfolipasa C (Miyamae y col., 1993; Smarty col., 1994; Tsuy

col., 1995), fosfolipasa D y PKC-¢ (Mangoura y Dawson, 1993).

En el comienzo de la década de los 90 se realiz6 un considerable esfuerzo
para establecer las relaciones entre receptores y proteinas G en sistemas
reconstituidos y en lineas celulares en cultivo (Roerig y col., 1992; Laugwitz y col.,
1993; Carter y Medzihradsky, 1993; Moisés y col., 1994; Chany col., 1995; Ikeda y
col.,1995; Morikawa y col., 1995; Tsuy col., 1995; Guzziy Parenti., 2000). En este
campo de investigacion se ha recurrido sisteméaticamente a diferentes métodos
para hacer permeables las células cultivadas e incluso cultivos primarios a ciertas
macromoléculas de interés en investigacion. Los estudios de reconstitucion en
sistemas in vitro con receptores opioides y diferentes clases de proteinas G han

permitido conocer cuales son susceptibles de regulacion por estos receptores, sin
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embargo, esta informacion no es directamente extrapolable a la regulacion

existente in vivo.

La regulacion por receptores opioides de la actividad enzimética de baja Km
asociada a las proteinas G provocada por ciertos agonistas en membranas, refleja
los acontecimientos inmediatos que se producen tras la activacion del receptor, por
lo que constituye una aproximaciéon complementaria de la caracterizacion de los
tipos de proteinas G. Trabajos previos llevados a cabo por nuestro grupo de
investigacion valoraron este aspecto sobre fracciones ricas en sinaptosomas (P2)
procedentes de cerebro total, o de distintas regiones del sistema nervioso de raton
(Garzon y col., 1994) asi como de lineas celulares que expresan el receptor
opioide bien de forma espontanea o transfectado. Las diferencias observadas entre
los sistemas estudiados parecen deberse a la presencia de diferentes subtipos de

proteinas G en las estructuras nerviosas/lineas celulares analizadas.

La disponibilidad de los subtipos de estas proteinas determinara el
predominio de efectos farmacolégicos de uno u otro tipo de receptor opioide. El
numero y/o estado funcional de estas proteinas traductoras puede alterarse como
consecuencia de la exposicion a agentes modificadores de las proteinas G,
neuropéptidos reguladores, agonistas opioides y adrenérgicos. La utilizacion de
anticuerpos especificos generados frente a subunidades a de las proteinas G ha
puesto de manifiesto que en la estimulacion de la actividad GTPéasica mediada por
el receptor opioide u, participan principalmente las subunidades Gai, y Go,
(Sanchez-Blazquezy col., 1993; Garzon y Sanchez-Blazquez, 1994; Garzény col.,
1997a;Garzény col., 1997b), mientras que en la producida por el receptor opioide

d parecen implicadas, fundamentalmente proteinas Gaiz, Gaiz pero no la Goyy,
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(Sanchez-Blazquez y Garzon., 1993).

Al mismo tiempo, la contribucion del Laboratorio de Neurofarmacologia del
Instituto Cajal, ha sido esencial para lograr la identificacion de los subtipos de
proteinas G implicadas en la produccion de los efectos analgésicos de los opioides
(Garzony col., 1994; Sanchez-Blazquez y col., 1993). En la caracterizacion de las
clases/subclases de proteinas G que participan in vivo en un determinado efecto
opioide, se han empleado una diversidad de herramientas capaces de alterar
selectivamente la funcién de grupos afines de proteinas G o incluso de un Unico

tipo.

Entre las primeras se encuentran toxinas bacterianas como la pertusica o la
colérica (Przwlocki y col., 1987; Sanchez-Blazquez y Garzon 1988) venenos
peptidicos como el mastoparan (Sanchez-Blazquez y Garzon 1994), neuropéptidos
como la N-acetil B-endorfina (Sanchez-Blazquez y Garzon 1995); entre los agentes
selectivos estan los anticuerpos frente a subunidades Ga (Sanchez-Blazquez y
Garzon 1993; Garzony col., 1994; Garzén 1995; Sanchez-Blazquez y col., 1995) y
los oligodeoxinucleotidos dirigidos a secuencias génicas de estas subunidades
(Raffa y col., 1994; Standifer y col., 1996; Sanchez-Blazquez y col., 1995;
Sanchez-Blazquezy col., 1998; Sanchez-Blazquezy col., 1999a, 1999b; Garzény
col., 2000).

En el conjunto de estos trabajos se ha logrado establecer la
correspondencia precisa entre los diferentes receptores opioides y aquellas clases
de proteinas G que son reguladas en la produccion de este efecto. Asi, el receptor

u regula Gy;3Giz>Giz>>Gg; el § activa Gix=Giz>Gy2=G11, Si se admiten los subtipos
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del 5, aparte de las proteinas G indicadas, el 3; regula a la Go1 y el 3; a la Gq

(Garzény col., 1998).

Cuando los problemas conceptuales sobre la entrada de ODNSs en células
fueron superados, ciertos grupos de investigacion recurrieron a su uso para reducir
la funcion de las proteinas G en el sistema nervioso (Standifer y col., 1994, Laiy
col., 1994; Bilsky y col., 1996; Sanchez-Blazquezy col., 1997). Los resultados con
los ODNs frente a las proteinas G reprodujeron con absoluta fidelidad los
obtenidos por nuestro grupo con IgGs anti subunidades G. Asi, los efectos
observados tras la administracion crénica de oligodeoxinucleotidos antisentido
sobre la analgesia inducida por los receptores opioides py & en el raton, presentan
el mismo perfil de los resultados obtenidos con los anticuerpos generados frente a
las subunidades Ga de las proteinas transductoras (Standifer y col 1994; Laiy col.,
1994; Bilsky y col., 1996; Sdnchez-Blazquezy col., 1995;Sanchez-Blazquez 1999a;
Garzon y col., 2000). Por tanto, podemos asumir que la administracion icv de
ambas herramientas, ODNs o anticuerpos, produce el bloqueo bien de la sintesis o
de las propias proteinas G localizadas en la membrana celular. El efecto reductor
sobre la analgesia se observa a las 24 h del tratamiento, continua presente durante
3-7 dias y alcanza los valores control entre 10-15 dias después de una Unica

administracion del anticuerpo.

La especificidad de la respuesta se confirmé mediante la utilizacion de
controles de suero preinmune o suero inmune desnaturalizado a 100°C, que no
modificaron la analgesia de distintos opioides. Estos resultados sugieren que para

recuperar el efecto inicial se precisa la sintesis de novo de las proteinas G por la
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célula.

Por otra parte, en nuestro laboratorio hemos comprobado que la
administracion icv en el raton, durante 5 dias consecutivos, de
oligodeoxinucleotidos antisentido a los ARN mensajeros de las subunidades o de
las proteinas G, reducen la inmunoreactividad Ga. en areas concretas del sistema
nervioso central del raton entre un 20 y un 60% (Garzon., 1995; Sdnchez-Blazquez
y col., 1995; Standifer y col., 1996; Shen y col., 1998; Sanchez-Blazquez y
Garzoén., 1998; Garzény col., 2000). Esta disminucion en el nimero de proteinas G
estd relacionada con un descenso significativo de la analgesia inducida por
distintos opioides, y que se observa al menos durante las 48 horas posteriores al

cese del tratamiento.

Todos estos estudios tienen en comudn la reduccion de los efectos
analgésicos de los opioides actuando con toxinas, anticuerpos u
oligodeoxinucleotidos sobre la transduccion regulada por sus receptores, sin
embargo, no se habia explorado la posibilidad de aumentar la eficacia de los

opioides elevando el tono funcional de las proteinas que transducen sus efectos.

Este ha sido el primero de los objetivos del estudio detallado en la
Memoria de Tesis, analizar los posibles efectos fisiol6gicos que se producen tras la
administracion in vivo de subunidades Ga.

Hemos mencionado en este trabajo que Ga requiere para su funcionalidad
enlaces covalentes con grupos miristoilos y/o palmitoilos en las proximidades del
grupo amino terminal como enganche hidrofébico a la membrana (Casey 1994,
Deschenes y col., 1990; Resh, 1994; Bigay y col., 1994; Wedegaertner y col.,
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1995, Milligan y col., 1995; Lambright y col., 1996). Estudios de mutagénesis
revelaron que las miristoilaciones son necesarias para la localizacion en la
membrana de estas subunidades o y por lo tanto, para su actividad biologica

(Gallego y col., 1992; Resh., 1999; Evanko y Wedegaertner., 2000).

Asumiendo estas consideraciones, y teniendo en cuenta que Gaip participa
tanto en los efectos promovidos por los agonistas de receptores py 6, empleados
en este estudio, hemos procedido a administrar a ratones via
intracerebroventricular subunidades Gai-miristoiladas marcadas con una sonda
fluorescente analizando los resultados obtenidos en diferentes zonas del Sistema
Nervioso Central de raton. Este tratamiento se realizd en animales control o sujetos
a tratamientos reductores del tono funcional de la subunidad o de la proteina

reguladora Gaa.

Como se ha demostrado en este estudio, la administracion i.c.v. de
subunidades Gaj-miristoiladas se sigue de la entrada en las células nerviosas y
mas importante aun, de su integracioén funcional como transduccion asociada a
receptores. Estos resultados indican la posibilidad de restaurar
farmacolégicamente la calidad de los efectos mediados por receptores G cuando la

transduccion asociada sufre ciertas alteraciones funcionales.

El paso de anticuerpos anti-Ga y subunidades Ga. al interior neural no
parece deberse a una deficiencia en barreras frente a macromoléculas una vez
alcanzan el espacio periventricular, sino que implica unos mecanismos altamente

especializados. De hecho los anticuerpos inactivados o no dirigidos a las Ga, no
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progresan al interior celular. Esta idea se presenta en este trabajo , en el que se
sugiere un reconocimiento previo a la internalizacion de las IgGs mediante
pinocitosis de fase fluida, mecanismo compartido con los ODNSs. La miristoilacion
N-terminal, es esencial para que tras su entrada en la célula, las subunidades Ga
puedan integrarse funcionalmente y ayudar a restaurar las funciones perdidas tras

PTX u oligos frente a las Ga.

Es interesante la observaciéon de que las Ga exdgenas practicamente no
alteran la funcion normal de los receptores p y 6 opioide y ap-adrenérgico, incluso
en situaciones en las que la disponibilidad de uno de estos receptores, el opioide p,
se habia reducido con el antagonista irreversible 3-FNA o con el correspondiente
ODN frente a dicho receptor. Por tanto, se sugiere que en situaciones de
funcionamiento correcto, la relacion receptores-proteinas G debe ser 6ptima, o no
se dispone de By libres que la sujeten ala membrana, ya que la aportacion de mas

subunidades Ga no supone una mejora en la potencia de los agonistas.

En conclusién, este estudio demuestra que las subunidades Ga
miristoiladas pueden progresar desde el espacio periventricular al espesor del
sistema nervioso donde por mecanismos selectivos penetran en las células
neurales y logran integrarse funcionalmente con los receptores G enclavados en la
membrana plasmatica. La utilidad de este descubrimiento 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 transduccién asociada sufre ciertas alteraciones
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funcionales.

Sabemos de la eficacia de ciertos agonistas opioides en el tratamiento del
dolor y de su limitacién en la clinica por presentar tras administraciones repetidas
fendmenos de tolerancia y dependencia. De hecho, una caracteristica comun a la
familia de receptores G, particularmente destacable en el caso de los receptores
opioides, es la rapida reduccion de la sefial en respuesta a una estimulacion
prolongada, de forma que la dosis de un compuesto capaz de producir inicialmente
una elevada respuesta, se vuelve menos eficaz tras varias horas de tratamiento.
Este proceso de desensibilizacion se ha caracterizado principalmente a nivel del
receptor (su fosforilacion mediante quinasas especificas y posterior union de _-
arrestinas). Sin embargo, en los ultimos afios son cada vez mas frecuentes los
datos que indican que la perdida de sefalizacién de receptores G (en este caso
particular los opioides) puede también producirse sin el concurso de fosforilacion,
internalizacién y reactivacion. Por consiguiente, el receptor constituye la puerta de
entrada de las sefales de los agonistas, sin embargo, los mecanismos
responsables de su perdida de eficacia y del desarrollo de taquifilaxia o tolerancia
pueden implicar también mecanismos postreceptor en el entorno de las proteinas
G. Resultados obtenidos en el laboratorio han demostrado que la administracion de
subunidades alfa de las proteinas Gi2 sirve para prevenir o revertir en su caso la
aparicion de taquifilaxia o tolerancia aguda opioide (Garzén y Sanchez-Blazquez,

2001).

Este estudio sugiere que durante el tiempo en que se produce la activacion
del receptor por un determinado ligando agonista, se produce una reduccion

progresiva de las proteinas G, o al menos de las subunidades Ga, en su entorno
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de forma que un receptor potencialmente activo no encuentra la forma de sefalizar
(receptor silente) y consecuentemente se produce la taquifilaxia / desensibilizacion.
Un aporte de Ga exdgenas logra la rapida reversion de este estado al unirse a los
dimeros Gy libres y reconstituir el heterotrimero funcional (receptor activo). Por el
contrario, la tolerancia a largo plazo, que conlleva la fosforilacion del receptor, no
es sensible al aporte de Ga exdgenas (receptor desacoplado) . Por tanto, la
administracion exdgena de estas subunidades puede ser una valiosa herramienta a
la hora de recuperar la funcionalidad de un sistema en situaciones de

postdependencia.

Un segundo aspecto esencial en este trabajo ha sido abordar la
caracterizacion de los mecanismos implicados en la internalizacion de las proteinas
Ga y de los anticuerpos. Este estudio present6 una serie de dificultades iniciales,
ya que los procedimientos habituales para solubilizar membranas cerebrales
(deteccion por Western blotting) destruian la mayor parte de los complejos
antigeno-anticuerpo formados in vivo, lo que hacia dificil seguir la progresion de las
subunidades Ga-exdgenas o de las IgGs en los compartimentos celulares.
Afortunadamente, la aplicacibn de técnicas inmunohistoquimicas vy
autorradiogréficas sobre cortes cerebrales de animales inyectados in vivo con
anticuerpos frente a las proteinas G, permitieron detectar un marcaje especifico en

zonas periventriculares (Garzén y col., 1999).
Inicialmente se pens6 que la organizacion tan especifica del sistema
transductor en los sinaptosomas podia ser la causa del acceso de las IgGs a sus

antigenos. Coulter y col. (1992) mediante estudios de union irreversible
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(Acrosslinking@) detectaron que las proteinas G interaccionan con las membranas
biolégicas nativas para formar multimeros. Ademas la existencia de péptidos
insertados en la membrana celular capaces de regular directamente a las proteinas
G era consistente con esta idea. Mousli y col. (1990) mostraron un modelo de
activacion de las proteinas G independiente de receptor en el cual ciertos péptidos
interaccionan directamente con estas proteinas adoptando una conformacion en la
membrana plasmatica que permitiria al péptido alcanzar el compartimento

citosoélico favoreciendo la interaccion.

Estudios in situ nos mostraban una amplia distribucién de las proteinas G
endogenas (Worley y col; Asanoy col., 1987) y de los correspondientes ARNm que
las codifican (Largent y col., 1988) en el Sistema Nervioso. Sin embargo, las
densidades se distribuyen de forma heterogénea en las diferentes regiones
cerebrales. Existen una serie de estudios realizados por Asano y col., (1990), sobre
la distribucién regional de Gaii, Gaiz Y Ga, en el tejido nervioso de la rata. En el
cerebro de rata, la Gaj; es la que presenta al parecer una distribucion mas
restringida , 1o que unido al alto grado de conservacion de su secuencia entre
especies sugiere una gran especificidad en su funcion (Kim y col., 1988). Los
estudios de distribucion de Ga,, en rata muestran niveles significativos en corazon
(Asanoy col., 1988a; 1988b) y en cultivos celulares (Giershik y col., 1986b; Milligan
y col., 1986) si bien se localiza principalmente en corteza cerebral, bulbo olfatorio,
hipocampo, hipotalamo, talamo, estriado y cerebelo (Asano y col., 1988, 1990;

Ordford y col., 1991).

El factor decisivo para el desarrollo de nuestro trabajo, fue el empleo de

anticuerpos previamente caracterizados en el laboratorio por su capacidad de
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reconocer selectivamente a las distintas subunidades o de las proteinas G
(Sanchez-Blazquez y col., 1995; Garzén y col., 1997; Garzén y col., 1999).
Posteriormente, y una vez comprobada su eficacia y selectividad para detectar in
vivo a dichas subunidades, procedimos a marcarlos con una sonda fluorescente

realizando un seguimiento en distintas zonas del Sistema Nervioso Central.

Los resultados de nuestros estudios de microscopia confocal, nos
permitieron no solo localizar sino también cuantificar la intensidad del
inmunomarcaje, que al mismo tiempo indicaba, un indice de unién de estos
anticuerpos a sus correspondientes antigenos en zonas concretas del Sistema
Nervioso Central de raton. Por tanto, hemos confirmado que existe una
internalizacion la cual depende de la presencia del antigeno, ya que bien
tratamientos con toxinas bacterianas que afectan la funcion de Ga.p, 0 bien el
bloqueo de la sintesis de dichas subunidades mediante el tratamiento cronico con
ODNs especificos, impide la entrada de estos anticuerpos, no detectandose en

ninguno de estos casos sefial fluorescente

El minucioso analisis confocal llevado a cabo en este estudio, de las
estructuras cerebrales comprendidas entre niveles 1-4 mm anterior y posterior al
punto bregma, nos ha permitido establecer las zonas prioritarias en donde tiene
lugar la unién especifica del anticuerpo anti-Gai, con la proteina enddgena,
correspondiendo fundamentalmente a la sustancia gris periacueductal, seguido de
nucleo del rafe y estriado, sin embargo, los niveles de inmunomarcaje detectados
en ratones control, no concuerda con la abundancia descrita para estos subtipos

de proteinas G (Peraldi y col., 1989; Asano y col., 1990; Garzén y col., 1997).
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En este sentido, hemos de mencionar, que los anticuerpos reconocen mejor
a las Ga libres que a las que forman parte del trimero, de forma que el maximo
nivel de deteccidén corresponderia al caso en que todas las subunidades Ga
estuviesen disociadas (Garzén y col., 1997), explicandose asi el aumento de
inmunosefial fluorescente correspondiente a la internalizacion de IgGs anti-Ga.z
marcadas, en animales en los que las subunidades Ga habian sido activadas

mediante el tratamiento con el agonista opioide morfina.

Al mismo tiempo, estos resultados junto con datos anteriores obtenidos por
nuestro grupo sugerian laidea, de que las IgGs alcanzaban a las subunidades Ga
en la membrana neuronal (Sanchez-Blazquez y col., 1992, 1993; Garzén y col.,
1994). Por tanto los anticuerpos anti-Ga interferirdn no solo con las sefales
mediadas por receptores opioides, sino también con aquellas originadas en otros
receptores celulares que regulan los mismos subtipos de estas proteinas G.
Trabajos anteriores realizados en nuestro departamento, demuestran como tras la
administracion in vivo de anticuerpos especificos anti-Gaip, se disminuyen los
efectos de la clonidina y neurotensina, agonistas del receptor a-adrenérgico

(Garzon y col., 1999).

Igualmente, en este trabajo hemos estudiado la distribucion de fluorescencia
acoplada a subunidades Gaj; administradas in vivo en zonas discretas del Sistema
Nervioso del raton; estriado, corteza, hipocampo, diencéfalo, sustancia gris
periacueductal, rafe, amigdala hipotdlamo, talamo son las estructuras
fundamentalmente analizadas. En virtud de la correspondiente cuantificacion de la

informacion aportada por las imagenes obtenidas mediante microscopia confocal,
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pudimos establecer la estrecha relacion que se observa entre las zonas donde se
identificé el marcaje correspondiente a las IgGs anti-Gai, Y a Gaiz-exdgenas; la
internalizacién de ambas proteinas es detectada en los mismos niveles del Sistema
Nervioso Central, coincidiendo especialmente en estructuras de alta implicacién en
la analgesia opioide, concretamente, a nivel de la sustancia gris periacueductal, a

la que corresponden las imagenes mostradas en la figura 9 de este estudio.

A la vista de los resultados obtenidos, es importante destacar que la
inmunosefial correspondiente a las IgGs-marcadas, se distribuye uniformemente
en el espesor del tejido hacia zonas internas, la bajada de sefial observada tras el
tratamiento con PTX, asi como el aumento de fluorescencia provocado por la
administracion de morfina, indica que la internalizacion de IgGs anti-Gai, es
dependiente de la presencia de su antigeno endogeno Gajz, mientras que las
subunidades Gai,-miristoiladas administradas in vivo, marcan especificamente
cuerpos celulares del Sistema Nervioso y su entrada no se ve afectada por los
tratamientos con PTX o con agonistas como morfina los cuales si interfieren en la

presencia /estado de su homdlogo endégeno.

Técnicas de microscopia electrénica aportaron a este estudio nuevas
evidencias neuroanatomicas de la internalizacion de estas proteinas Go-exégenas
administradas in vivo, revelando como células especificas localizadas en la pared
del ventriculo cerebral eran capaces de internalizar mayoritariamente subunidades
Gaiz; marcadas con oro coloidal de 6 nm, detectandose frecuentes agrupaciones de
particulas de oro en la matriz citoplasmatica de ependimocitos ciliados, asi como

en zona perinuclear y nucleo de glia envolvente; se comprobd su presencia en
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axones neurales, en la periferia de cuerpos celulares asociados con la membrana
de diferentes procesos neurales, pudiendose asi establecer, que estas
subunidades Gai;-exdgenas progresaban principalmente hacia areas sinapticas, lo

cual indicaba su integracién en neurotransmision.

Para asegurarnos de que esta entrada era especifica hicimos pruebas con
un anticuerpo no relevante acoplado a oro coloidal y también con solo particulas de
oro concentrado pudiendo comprobar como en ambos casos no tenia lugar
internalizacion. En las fotografias de las situaciones control las particulas marcadas
se observan en grandes cantidades fuera del tejido cerebral, adheridas a los cilios
de las células epiteliales del epéndimo. No se sabe especificamente cual es el
lugar concreto de internalizacion, aunque parece que entran preferencialmente por
unas células determinadas del epitelio. En algunas fotos podemos ver una entrada
selectiva de los anticuerpos marcados en algunas de las células, e incluso la

entrada parece ser especifica por un punto determinado.

En la actualidad conocemos el proceso mediante el cual actian los ODNSs,
como son captados por la célula mediante una pinocitosis (Stein y col., 1993), y
una vez en el interior celular, como estos ODNs inducen sus efectos interfiriendo
con la transcripcién o desestabilizando el ARN mensajero bloqueando asi la
sintesis de la proteina a la que van dirigidos. Sin embargo, hasta este momento
careciamos de datos precisos sobre el mecanismo por el cual se producia la
internalizacion de subunidades Ga-miristoiladas administradas in vivo, o como los
anticuerpos frente a las proteinas G interaccionan con las secuencias antigénicas
en la membrana celular. Era por tanto relevante para nuestros estudios, indagar la

existencia de un mecanismo fisiolégico que pudiera estar implicado en la entrada
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de estas proteinas, considerando que las IgGs no se mueven liboremente a través
de las membranas celulares y partiendo de dos hipdtesis iniciales: que los
anticuerpos reconocieran a su antigeno en la superficie de la membrana celular y
lo bloqueasen, o que fueran capaces de ser captados de la misma manera que los

ODNSs.

Datos obtenidos por Stein (1993) y otros grupos recogen las interferencias
mostradas en la entrada de albumina, un marcador de pinocitosis, tras la
administracion de oligodeoxinucleétidos antisentido especificos e incluso mediante
tratamientos con inhibidores como H7, staurosporina y DMSO (Yakubov y col.,

1989; Stein y col., 1993; Beltinger y col., 1995).

Estas interferencias estan relaccionadas con la enzima PKCB1 (Steiny col.,
1993) directamente implicada a su vez, en la internalizacion de subunidades Gai2-
miristoiladas como se deduce tras el analisis de los resultados obtenidos en este
trabajo de investigacion, en donde en los animales Aknock-down@ de PKCB1 o
tratados con H7, inhibidor especifico de PKC, se ve reducida drasticamente la
entrada de la proteina exdgena, localizandose las particulas de oro ligadas a Gai2
en el exterior de la membrana plasmatica, distribuidas a lo largo de los cilios no
logrando alcanzar zonas mas internas del tejido examinado, indicandose con ello,

la selectividad de los mecanismos de entrada empleados por esta proteina.

Estos resultados nos permiten afirmar, que si bien los anticuerpos frente
subunidades G alcanzan sus dianas especificas a través de un proceso sensible a
PKC, es principalmente dependiente de la presencia del antigeno, el mecanismo
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de entrada de subunidades G administradas in vivo se debe fundamentalmente a

un proceso de pinocitosos dependiente de la integridad del enzima PKCp1.

Un tercer aspecto abordado en esta Memoria de Tesis fue caracterizar
sobre cultivos celulares la internalizaciéon de las diferentes subunidades Ga-
exdgenas de las proteinas G sensibles a PTX, analizando los posibles efectos en

la sefalizacion provocados por la administracion de estas proteinas.

El cerebro, al igual que todas las estructuras nerviosas, estad compuesto de
dos elementos celulares basicos, las neuronas y las células gliales entre las que se
encuentran los astrocitos, los cuales se encuentran expuestos a la accién de
diversas sustancias que condicionan su desarrollo, funcionamiento y respuesta a la
lesion sel Sistema Nervioso; son a su vez fuente de sustancias , mediante las que
se establecen relaciones tréficas con las neuronas. Durante el desarrollo o en
condiciones de lesién o anémalas, pueden producir o incorporar factores tréficos,
constituyendo asi una fuente de estas sustancias que ayudaria al crecimiento y/o
reparacion de un sistema deficiente.

La idea de una unidad funcional dinamica neurona-glia ha sido formulada a
partir de los afios 80. Las células astrogliales o astrocitos estan intimamente
asociadas a las neuronas; por tener una serie de propiedades se les confiere a
estas células la capacidad de monitorizar (detectar, recibir e interpretar)
continuamente la actividad de las neuronas: Funcionan como controladores del
microambiente neuronal. Cualquier modificacién de esta composicion inicia una
respuesta glial compensatoria, entre las que se incluyen producir o incorporar
factores neurotroficos que permitan la normalizacién y eviten la apoptosis

neuronal. Como estudios muy recientes implican a las proteinas G en patologias
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de desordenes neurales (Nishino y col., 1993; Manji y col., 1995; Kelly y col., 1996;
Liy col, 1996; Simy col., 1996; DeFelipe y col., 1998; Avissar., 1999; Crouch 1990;
1999; 2000; Gershengorn y col., 2001), es especialmente relevante, por tanto, el
aporte realizado por este estudio de investigacion, al otorgar evidencias de la
internalizacién tanto por neuronas como por células astrogliales, de subunidades

Ga-exogenas de estas proteinas G.

Dado que no existen muchos datos bibliograficos al respecto, como punto
de partida de este estudio pretendimos caracterizar la presencia de las diferentes
subunidades Ga. sensibles a PTX en células astrogliales del Sistema Nervioso
Central de ratén. Mediante ensayos de inmunodeteccion con anticuerpos
policlonales frente a las distintas Go, pudimos observar bandas inmunorreactivas
de 39 kDa, que corresponden al peso molecular descrito para la mayoria de estas

proteinas.

La administracion de anticuerpos generados frente a secuencias especificas
de las subunidades Ga marcados con fluorescencia nos permitieron determinar
como estas IgGs son capaces de incorporarse a las células in vivo y de unirse a
sus dianas correspondientes, permitiendo establecer que Gai;>Gaiz>Gao~Gair, Se
distribuyen de forma homogénea en el citoplasma celular no registrandose su paso
a través de la membrana nuclear. En este punto es importante mencionar que
investigaciones recientes han descrito un mecanismo de activacion de estas
subunidades en respuesta a factores de crecimiento que lo relacionan con una
posible capacidad mitogénica de las proteinas enddgenas. Por ello queremos

destacar que en estos estudios las IgGs eran administradas a células in vivo y en
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condiciones basales. Los anticuerpos en estas condiciones se unen a las Ga-
enddgenas e impiden su activacion y por tanto su traslocacion al nacleo, no
descartandose por tanto, que tras la activacion de estas subunidades, estos

anticuerpos se detecten en zonas nucleares.

De la misma forma que estos anticuerpos fueron capaces de llegar a sus
respectivos antigenos , el analisis confocal correspondiente a las imagenes de la
figura 22 de este estudio, muestra como subunidades Ga de proteinas G
administradas en el medio de cultivo se internalizan uniformemente en el
citoplasma tanto de neuronas como de astrocitos, pudiendo llegarse a establecer

la incorporacién tiempo-dependiente y prioritaria de Ga.i2.

La exploracion de la internalizacion de estas proteinas en las distintas
células del Sistema Nervioso Central, nos llevé a establecer una diferencia entre
las poblaciones celulares estudiadas. En astrocitos pudimos detectar una
inmediata y marcada concentracion de Gai;>Gaoiz €n zonas perinucleares y nicleo,
observandose al mismo tiempo, procesos de mitosis celular en un alto porcentaje
de la poblacion, caracteristicos de estas células al ser activadas por factores
neurotréficos. La internalizacion de estas subunidades sobre neuronas se
restringia al citoplasma celular sin detectarse su entrada en el nacleo. La retirada
del aporte de estas proteinas para proceder al procesamiento habitual, implicaba
un desprendimiento de las células de la matriz en la que se habia efectuado el
cultivo. Es decir, que las neuronas se hacian Adependientes@ de la presencia de

Gaiz y solo podiamos procesar las muestras al afiadir estas proteinas a los

diferentes medios de lavado. Por tanto, la presencia de Gaj, parece producir
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cambios aun por determinar en los cultivos de neuronas que no parecen alterar el

normal desarrollo.

Por otra parte, es importante sefialar que, porcentajes de suero inferiores a
los requeridos para el normal desarrollo celular, resultaron ser suficientes y
particularmente fuertes inductores de la acumulacion de Gai2-FLUOS en el ndcleo
en un gran porcentaje de células tras 16-20 horas de incubacion. Todos estos
datos constituyen la primera evidencia de la mitogénica sefial inducida

directamente tras la internalizacion de subunidades Gai2-exdgenas.

En los ultimos afios han sido muy numerosos los trabajos que han sugerido
que las proteinas G se agrupan en unas invaginaciones vesiculares de la
membrana llamadas caveolas (Takashi y col., 1995; Parton, 1996). donde se
produce una rapida transduccion de sefiales celulares al permitirse un estrecho
contacto entre todos los elementos necesarios para ella (Lisanti ycol., 1994a,
1995a). Se establecié que las caveolas estaban presentes en la mayoria de
células y eran especialmente abundantes en células endoteliales, fibroblastos,
adipocitos y células del masculo liso (Parton, 1996) si bien en ese momento se
consideraba que las células neurales carecian de estos compartimentos y que el
ARNmM de la caveolina, principal componente de la estructura de la caveola, no era
detectable en el cerebro (Lisanti y col., 1994; Olive y col., 1995: Bouillot y col.,
1996; Scherer y col., 1996).

Solo un afio después se establecieron fuertes evidencias morfologicas de la
existencia de caveolas en astrocitos (Camerony col., 1997, Okamoto y col., 1998)

demostrandose que las proteinas G enddgenas sensibles a PTX se localizan en las
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mismas y que la caveolina interacciona con Gao (Li y col., 1995, 1996),
reconociendo especificamente solo a la conformacion inactiva GDP de estas

moléculas (Cameron vy col., 1997, Okamoto y col., 1998)

Hoy en dia, se sabe poco sobre la interaccion entre las proteinas G y las
caveolas in vivo, pero este podria ser un mecanismo por el cual estas proteinas se
transportaran al interior celular. En los ultimos afios el grupo de Lisanti y Song han
conseguido co-purificar caveolas junto con diferentes clases de moléculas
sefalizadoras que presentaban modificaciones lipidicas, palmitoilaciones y/o
miristoilaciones, (Lisanti y col.,1994b; Schitzer y col., 1995; Smart y col., 1998b).
Estudios mas recientes sugieren, que la acilacion de estas moléculas
sefalizadoras se requieren para la orientacion en las caveolas (Changy col., 1994;

Lisanti y col., 1994b, 1998b).

En nuestro trabajo de investigacion hemos detectado la presencia de
caveolina en astrocitos mediante AWestern-blott@ e inmunocitoquimica,
verificando que el anticuerpo frente a caveolina es capaz de unirse a su diana
especifica tanto in vivo como in vitro, al detectarse mediante microscopia confocal,
una fuerte sefial punteada que se distribuye a lo largo de la membrana celular de

forma organizada .

Al mismo tiempo, hemos demostrado la relevancia de estos compartimentos
de transcitosis en la entrada de subunidades G-exdgenas previamente marcadas,
al detectar una considerable bajada de inmunosenal fluorescente tras el
tratamiento de las células con ODNSs los cuales interfieren en la sintesis de

caveolina. Como en todos nuestros estudios, la especifidad de la sefal fue
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demostrada al llevar en paralelo cultivos tratados previamente con ODN de
secuencia aleatoria, el cual no interfiere en la sintesis de esta proteina. En estos
grupos, las subunidades Ga administradas en el medio de cultivo, se integraron sin
dificultad en citoplasma y ndcleo de células astrogliales; al mismo tiempo, y gracias
a técnicas de doble marcaje, pudimos comprobar como Gaj-Fluos, eran
transportadas al interior celular por medio de las vesiculas caveolares, ya que
mediante técnicas confocales logramos conseguir imagenes de la colocalizaciéon de
ambos fluoréforos, si bien esta doble sefalizacion desaparecia en cortes internos
a nivel nuclear, en donde solo se captaba la sefal correspondiente a la

internalizacion de subunidades Go.

Otra confirmacion que refuerza la idea de la implicacion de las caveolas en
el transporte de subunidades Gao al interior celular, la aportan los resultados
obtenidos con tratamientos que alteran el colesterol, componente lipidico
fundamental de la membrana caveolar (Keller y col., 1998; Roy y col., 1999;
Schlegel y col., 2000), como filipin 1l (Rothberg y col., 1990; Cazaubon y col.,
1997; Texeira y col.,, 1999 ), el cual atenua fuertemente la entrada de Gai2-
miristoiladas. Los pretratamientos bien con otro antibiotico como nystatina o con
polimixina B, los cuales interaccionan con otros lipidos de membrana pero sin
alterar el colesterol (Rothberg y col., 1990; Texeiray col., 1999), no afecta al patrén

fluorescente correspondiente a la entrada de las Ga.

Otros tratamientos que dificultan la internalizacion de Gaj-exégenas son
aquellos que actuan directamente sobre mecanismos concretos de endocitosis.

Asi, y corroborando los resultados obtenidos en los estudios estructurales, hemos
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podido comprobar la implicacién de la enzima PKCB1 en la entrada de estas
subunidades Go administradas en el medio de cultivo. Los datos recogidos
muestran como la entrada de Go-exdgenas se ve drasticamente impedida tras la
alteraciéon de este enzima por tratamientos con inhibidores especificos como H7
(Parton y col., 1994; Wang y col., 1994; Tokuyama y col., 1995; Schmidt y col.,
1998;), mientras que no la alteran otros compuestos (H8, H89...) que actlan sobre
otras quinasas distintas. Consideramos que los resultados hasta ahora
mencionados aportan evidencias que confirman nuestra hipétesis inicial de que
subunidades Ga-miristoiladas son capaces de llegar al interior de la membrana
celular en virtud de un mecanismo de pinocitosis dependiente de la enzima PKCp1,
siendo posteriormente transportadas hasta el citoplasma por vesiculas de

transcitosis altamente especializadas .

Podemos afirmar por tanto, que inhibidores de PKCf1, asi como
compuestos especificos que alteran el colesterol y por tanto la membrana caveolar,
impiden la internalizacion de estas proteinas exdgenas. Hemos de mencionar, que
si bien las caveolas no estan descritas en las neuronas, si se han registrado otras
proteinas con dominios semejantes a caveolina (Acaveolin-like proteins@) en
complejos aislados de la corteza cerebral y del cerebelo (Cameron 1997). Una
proteina que participa de rasgos comunes a caveolina es la proteina precursora
amiloide (APP), una proteina transmembranal cuyos desdrdenes estructurales
estan implicados en la patogénesis del Alzheimer. Caveolinay APP, miembros de
una larga familia de genes (Panegyres y col.,, 1997; Parton., 1996), estan
presentes en los microdominios resistentes a detergentes no idnicos y se

asemejan tanto en su composicidon como en sus propiedades (Bouillot y col., 1996;
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Monier., 1995). Ambas, regulan a las subunidades o de las proteinas G
heterotriméricas en su forma inactiva unidas a GDP; la activacion de Ga. previene a
su vez, la asociacion de caveolina con APP (Li., 1995; Okamoto., 1995; Nishimoto.,
1993) por lo que trabajos actuales consideran que esta proteina, pueda jugar un

papel semejante a las caveolas en los procesos de sefializacién neural.

Otro aspecto importante investigado en este trabajo ha sido el abordar el
estudio de otras funciones, hasta ahora desconocidas de las subunidades o de las
proteinas G. En las ultimas décadas se consideraba que las proteinas G estaban
implicadas Unicamente en los procesos que se suceden tras la estimulacion de un
agonista por su receptor y la posterior generacién de segundos mensajeros. Sin
embargo, durante los Ultimos afios diferentes grupos han demostrado que estas
proteinas pueden ser reguladas simultanea o alternativamente por sefales
intracelulares (William y col., 2000; Crouch y col., 1999, 2000). La proteina Ga.o
esta presente en grandes cantidades en membranas procedentes de los conos de
crecimiento, la GAP-43 (Murayama ., 1989). Asi mismo, en la linea celular de
neuroblastoma N1E-115 se han observado cambios en la expresion de la proteina
Gao durante la diferenciacion neuronal (Carter y Medzihradsky, 1993; Moises y
col.,, 1994; Chan y col., 1995). Por otra parte, el tipo Gai participa en la
estimulacion de la division de fibroblastos de BALB/c3T3 inducida por factores de
crecimiento (Sternweis y col., 1984; Neer y col., 1984; Goldsmith y col., 1988;
Crouch y col., 1990).

Asi tras la accion de factores neurotroficos, se observa una traslocacion de

Gai a zonas perinucleares y su unién a las bandas de cromatina del nucleo en
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lugares especificos coincidiendo con la divisién celular (Crouch 1994,1997 y 2000;
Gudemanny col., 2000; Heuss y col., 2000). De esta forma las sefiales que inciden
en el extremo del axén alcanzarian el nacleo donde actuarian como un mensajero,
participando en el control del desarrollo neural en el embrion asi como en el
mantenimiento de la integridad en el adulto. M&s concretamente, el subtipo Gai
interviene en el control del crecimiento y diferenciaciéon de células F-9 (Crouch y
col.,, 1989, 1990) y regula la diferenciaciéon de células de teratocarcinoma a
endodermo primitivo. Diversos autores mantienen por tanto, que las proteinas Gau-
endogenas ligadas a GTPs son moléculas de regulacion de crecimiento celular; Gi
se transforma cuando es constitutivamente activa, y tales formas activas de Gi han
podido ser actualmente detectadas en ciertos tipos de tumores (Crouch, M., 1999,

2000).

Los datos de microscopia confocal obtenidos sobre cultivos de astrocitos
inicialmente sincronizados, mostraron que tras el tratamiento con proteinas Gap-
miristoiladas, la estimulacion de tan s6lo un 0,1% de suero, induce la acumulacion
de dos poblaciones principales, unas en fase S y una poblacion diploide
completando la division (telofase o fase post-mitética pre G1) con un alto contenido
de Guai>-FLUOS en el nacleo. El porcentaje méximo de ambas poblaciones se
obtuvo al suplementar el medio de cultivo hasta un 1% se suero, mientras que
cantidades superiores no ofrecieron crecimientos proporcionales, interpretandose
estos hechos como una saturacion del sistema promovido por la alta actividad de

Gaip-exogena.

Los analisis de incorporacion de subunidades Gai, incubadas junto timidina
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marcada, necesaria y especifica para la replicacion cromosodmica y portadora del
isotopo radiactivo tritio, permitié la medida del porcentaje de células que
incorporaron esta base en la nueva sintesis de DNA, comprobando como en
células mantenidas durante 24 horas en un minimo porcentaje de suero
imprescindible para el normal mantenimiento del cultivo, pero al mismo tiempo,
insuficiente para promover sintesis de DNA en mas de un 5% de la poblacion, las
subunidades Gaj-exogenas al ser incorporadas a las células e incubadas en las
mismas condiciones, son capaces de migrar al nucleo después de completar la

fase S y comenzar la mitosis en un porcentaje superior al 70% de la poblacion.

La selectividad del proceso queda suficientemente demostrada, cuando
tanto la administracion de PTX como una Unica administracion de anticuerpos
especificos anti-Gai,, bloquean la fase nuclear S y suprimen la progresion al ciclo
celular promovida por estas proteinas en cultivos subconfluentes celulares e
incubados de 1 a 4 dias con los mismos porcentajes de suero. De la misma forma,
tanto los tratamientos con agentes inhibidores de PKCB1, como aquellos que
actuan especificamente sobre el colesterol, modificando la membrana caveolar,
bloquearon el efecto proliferativo promovido en astrocitos por la administracion de

la proteina Gai-miristoilada.

Los ensayos de inmunocitoquimica con el marcador nuclear especifico
loduro de Propidio, cofirmaron los datos hasta ahora obtenidos, al observar como
un namero definido de células plaqueadas en una matriz apropiada mostraba tan
solo 2 horas después de ser incubadas con una unica concentracion de Gap-

miristoilada, mas de un 60 porciento de multiplicacion de la poblacion en
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comparacioén con los cultivos controles llevados en paralelo y que no recibieron

dicha proteina.

Asi mismo pudimos detectar una bajada en los porcentajes
correspondientes a poblacién en division tras los tratamientos con PTX,
anticuerpos especificos, o agentes que alteran los mecanismos de entrada de Gap.
Es importante mencionar, que la tincion se efectud tras el periodo de incubacion
establecido con/sin el tratamiento sobre las células fijadas, correspondiendose por

tanto el nUmero de nucleos tefiidos con IP con la poblacién total en ese momento.

Como ultimo punto de este estudio proporcionamos los resultados
obtenidosen este trabajo de laincorporacion productiva tras su internalizacion,
de subunidades G-exdgenas a la cascada de sefializacion. La exploracion
confocal a distintos intervalos de tiempo del efecto provocado por el agonista
opioide DPDPE en células que habian incorporado subunidades a-exdgenas
marcadas con fluorescencia, aportd0 a nuestro estudio informacién altamente
interesante ya que se pudo observar como periodos de tiempo inferiores a dos
minutos bastaron para detectar una movilizacién de Go desde el ncleo, en donde
previamente esta proteina se habia internalizado, hacia el citoplasma y de aqui
hacia el medio externo, de tal forma que estas proteinas, tras responder ante el
estimulo de agonistas, quedarian posiblemente susceptibles de ser captadas por
otras células, completandose asi el complejo entramado de reparacion en sistemas

deficientes.

Posteriormente establecimos como en sistemas Ga-deficientes, el agonista
opioide DPDPE no recupera por si solo la bajada de la actividad mitogénica basal
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provocada por PTX o por IgGs procedentes del suero anti-Gai,. La administracion
conjunta de este agonista con la proteina Gai-miristoilada, consigue una
recuperacion del 40%de sintesis de DNA, si bien en estas células en las que se
habia provocado un deterioro en la transduccion, no se llegaron a alcanzar en

ninguno de los casos los valores basales.

Nuestros ultimos resultados recogidos en esta Memoria, muestran mediante
técnicas inmunocitoquimicas convencionales, como anticuerpos especificos
detectan selectivamente la internalizacion de la proteina Gai,-endogena en el
ndcleo celular en respuesta al 1% de suero en el medio de cultivo, al mismo tiempo
que el DPDPE induce una activacion de la division celular inducida por estas
proteinas enddgenas. Creemos que nuestras investigaciones aportan datos
relevantes que verifican y amplian de manera sustancial los trabajos anteriores
limitados a efectos enddgenos al poner de manifiesto que subunidades Ga-
exdgenas son capaces de internalizarse, incorporarse a la cascada de sefializacion
y como hacen las Ga enddgenas, provocar en células en cultivo procesos de

sintesis de DNA y mitosis.

Como conjuntamente a la presencia de diferentes cambios que se observan
en diferentes neuropatologias, en toda enfermedad neurodegenerativa existe un
deterioro de la sefializacion en el que las proteinas G estan implicadas, los
resultados mostrados pueden permitir el desarrollo de nuevas estrategias para
tratamiento de multiples patologias a nivel de proteinas G (Gershengorny Osman,
2001). Existe la posibilidad de que las subunidades o de las proteinas G se

comporten como segundos mensajeros de ciertos factores de crecimiento como,
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por ejemplo, FGF el cual no se internaliza en las neuronas (Willard y col.,1998),
posiblemente debido a su unién a la matriz extracelular. Estas moléculas podrian
interaccionar con receptores en el terminal neuronal y generar segundos
mensajeros estables que son los que experimentaran el transporte retrégrado por
el axdn hasta el soma para actuar incluso a nivel del nicleo (Hendry y Crouch,

1991).

En apoyo de esta hipétesis estan los trabajos de Hendry y Crouch (1991,
1992) y de Crouch y col.,, (1994) en los que se observé que existia una
acumulacion de Ga; y Go en los lados proximal y distal de una ligadura realizada
en el nervio ciatico de raton, demostrando que existe tanto transporte retrégado
como anterogrado de estas subunidades a lo largo del axén. Esta seria una forma
de transmitir informacion no sélo desde el cuerpo celular hasta el axén, sino
también desde el axén hasta el ndcleo, actuando como un mensajero de las
conexiones neurales de la periferia, y también llevando mensajes desde los

organos diana de esos factores de crecimiento hasta las neuronas.

Ademas, la subunidad o de la proteina G; parece tener un papel como
mensajero en la induccién de la mitosis por esos factores de crecimiento que
normalmente estdn asociados con receptores de tirosina kinasa. Estos hechos
podrian explicar la presencia de anticuerpo anti-Go; marcado con oro coloidal en el
ndcleo de alguna neurona que hemos observado en las preparaciones del
microscopio electrénico. Considerando nuestras y otras observaciones de que las

subunidades o de las proteinas G se internalizan en la célula pasando de unas
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células a otras, e incluso llegando al nucleo celular, podemos pensar que las
proteinas G actuarian como mensajeros de algun factor de crecimiento viajando
entre neuronas. Tendrian unas rutas de transporte establecidas y ejercerian asi un
papel importante en la comunicacion celular, aparte del ya conocido hasta ahora

como proteinas transductoras acopladas a receptor.

Existen bastantes evidencias de transporte retrogrado en vesiculas
recubiertas, sin embargo, no es asi en el caso de proteinas aisladas. Debe de
existir alguna modificacion de estas proteinas, como la incorporacion de algun
lipido que les permita asociarse en vesiculas recubiertas, o la sustitucion de un
grupo acilo por otro grupo que permita a la proteina abandonar la membrana
plasmatica, aunque estas modificaciones no estan claras en este momento. En los
terminales nerviosos ocurren muchas reacciones de acilacion/deacilacion que
pueden generar proteinas modificadas y listas para el transporte retrégrado
(Hendry, 1992). Por todo esto se puede pensar que las Ga; pueden ser
transportadas unidas a la membrana en vesiculas recubiertas como ocurre en el

transporte retrégado de NGF (Schwab, 1977).

En trabajos del grupo de Rasenick (1996), se apunta la posibilidad de que la
tubulina (proteina con actividad GTPasa) forme complejos con determinadas
proteinas Gy que esos complejos puedan proporcionar un lugar para la interaccion
de componentes del citoesqueleto y de la transduccion de sefiales. En estos
trabajos se observo el efecto inhibitorio de la tubulina sobre la AC. Los autores

proponian que esto era debido a la transferencia de un analogo del GTP resistente
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a la hidrdlisis por parte de la tubulina a las subunidades «; de las proteinas G. Esto
parece ser un mecanismo de regulacion intracelular de la AC neuronal que podria

participar en la modulacion de la respuesta de los neurotransmisores.

Otro papel diferente del tipico asignado a las proteinas G, es el mencionado
por Moxham y col. (1993) que realiz6 experimentos con ratones transgénicos
carentes de la subunidad aj, de las proteinas G. La pérdida de expresion de esta
subunidad se relacion6 con un aumento en los niveles basales de AMPc y con
pérdida de la inhibicion de la AC mediada por receptor. Ademas, demostraron que
Gaiz es necesaria en el desarrollo de la grasa y del higado, puesto que la
supresién de la proteina en estos tejidos, produjo una dramética reduccion en el
crecimiento neonatal. Esto sugiere que la reduccion en la expresion de Ga, induce
una alteracion metabdlica adversa afectando al crecimiento y no sélo a los 6rganos

diana, sino también provocando efectos metabdlicos pleiotrdpicos.

Ademas de los efectos ya mencionados, las proteinas G son capaces de
regular in vivo procesos como la regulacion hormonal de lipolisis, glicogenolisis y
gluconeogénesis (Chambers y col., 2000), ademas de estar implicadas en la
oncogénesis y la diferenciacion (Entschladen y Zanker., 2000; Avissar., 1999;
Crouch y col., 1999, 2000). Por todo esto, podemos asumir que las proteinas G

tienen un papel mas amplio que el que se le asignaba hasta ahora.

De los resultados de nuestro trabajo se sugiere que las proteinas G en el

SNC no estarian Unicamente situadas en el interior de las células y asociadas a la
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membrana plasmética de una manera estatica, como se pensaba hasta ahora,
sino que al menos sus subunidades a serian moviles e incluso podrian salir al
exterior celular para servir como moléculas mensajeras capaces de traslocarse
de célula a célula en el SNC. Esta hipotesis en la que las subunidades a se
liberasen desde el terminal postsinaptico al presinaptico aportaria pruebas de
funcionalidad sinaptica, independientemente de que el neurotransmisor implicado
sea inhibitorio o excitatorio, que es esencial en el desarrollo y mantenimiento de
conexiones, la supervivencia celular y correcto funcionamiento de las neuronas.
Finalmente, la observacion de la captacion de las subunidades Ga miristoiladas
desde el espacio periventricular al espesor del sistema nervioso, y su incorporacion
a la cascada de sefializacion puede tener una enorme relevancia fisiol6gica ya que,
la utilizacion de subunidades Ga exdgenas podria llegar a consolidarse como una
opcion terapéutica alternativa o complementaria a las ya existentes en el
tratamiento de determinados desordenes neurolégicos en los que estén implicado

un deterioro funcional de las proteinas G.
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La exploracién confocal a distintos intervalos de tiempo del efecto provocado por el
agonista opioide DPDPE en células que habian incorporado subunidades o-
exdgenas marcadas con fluorescencia, aporté a nuestro estudio informacion clave
e inesperada, ya que periodos de tiempo inferiores a dos minutos bastaron para
detectar una movilizacién de Ga desde el nucleo, en donde previamente esta
proteina se habia internalizado, hacia el citoplasma y de aqui hacia el medio
externo, de tal forma que estas proteinas , tras responder ante el estimulo de
agonistas, quedarian posiblemente susceptibles de ser captadas por otras células,

completandose asi el complejo entramado de reparacién en sistemas deficientes
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1.- La microinyeccion en el ventriculo cerebral del raton de subunidades Gaip-
miristoiladas recombinantes acopladas a marcadores fluorescentes,conduce a su
captacién/internalizacion por las células neurales localizandose fundamentalmente

en zonas periventriculares, estriado, nucleo del rafe y sustancia gris periacueductal.

2.- Las imagenes inmunofluorescentes obtenidas tras la administracion de las
proteinas recombinantes Gai,, son cualitativamente idénticas a las observadas al
inyectar in vivo anticuerpos especificos anti-Ga;; acoplados al mismo marcador
fluorescente, lo que sugiere que ambas proteinas emplean la misma ruta de

entrada.

3.- El analisis ultraestructural mediante microscopia electrénica, confirma la
internalizacion de subunidades Gaiy, las cuales son transportadas a traves de las
membranas celulares por un mecanismo altamente selectivo semejante a procesos
pinocitéticos de fase fluida. Estas proteinas exdgenas acopladas a oro coloidal,
fueron localizadas en citoplasma y membrana plasmética de diferentes procesos

neurales, asi como en dendritas y formando parte de sinapsis.

4.- Nuestros datos demuestran, al mismo tiempo, la incorporacion de estas
subunidades a la cascada de sefalizacion iniciada por el receptor, ya que la
administracion de Go-exogenas, restaura la actividad de agonistas en sistemas de
sefializacion que se han hecho experimentalmente deficientes en estas proteinas

mediante la administracion de ODNSs para disminuir su expresion selectiva.

5.- Por el contrario, la administracion de Gaj,, ejercen un minimo efecto sobre la
potencia de agonistas en células/animales control. Esta observacion sugiere que en
situaciones de normalidad, la relacion Receptor/Proteina G en los microdominios de

la membrana es Optima, y no mejora por el aporte de Ga exégenas.

6.- El mecanismo de entrada de Ga-miristoilada semeja los procesos de
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pinocitosis ya que es dependiente de la integridad de la enzima PKCp1, de tal
forma que alteraciones provocadas por tratamientos con inhibidores especificos de
este enzima u ODNs para disminuir la expresion, bloquean la entrada de las

proteinas exdgenas

7.- El andlisis realizado mediante microscopia confocal muestra que tras su
internalizacion subunidades Go-exdgenas de las proteinas G conjugadas a
fluorescencia, alcanzan de forma dosis-dependiente citosol y nlcleo de las células

astrogliales e inducen la division de estas células.

8.- La capacidad de incorporar timidina marcada con tritio al administrar Gai/o,
establecio la relevancia de Ga;, en el ciclo celular. Los resultados de este trabajo
de investigacion son la primera evidencia de la sefial mitogénica inducida
directamente tras la internalizacién de subunidades Ga-exdgenas al provocar
procesos de sintesis de DNA y mitosis superiores a los inducidos por altos
porcentajes de factores neurotroficos.

9.- Tratamientos con filipin 111, antibiético capaz de alterar la membrana caveolar o
de ODNSs selectivos frente a caveolina, muestran la implicacién de estas vesiculas
de transcitosis altamente especializadas, en el transporte hacia el interior celular de

proteinas Ga-miristoiladas.

10.- La integracion funcional de las subunidades Ga-miristoiladas, indica la
posibilidad de restaurar farmacol6gicamente la calidad de los efectos mediados por
receptores G cuando la transduccion asociada sufre ciertas alteraciones
funcionales. Este hallazgo posibilita su uso terapeutico en circunstancias en que
se produce deterioro bien en numero y/o funciones de las correspondientes

proteinas G enddgenas.
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