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RESUMEN

El proceso de maduraci6n del oocito de Xenapus /aew.s es una etapa muy

importante en la preparaci6n de la celula germinal para su fertilizaci6n.  Los oocitos

de  anfibio  en  estado  Vl,  se  encuentran  detenidos  en  la  profase  de  la  primera

divisi6n  mei6tica  y  son  inducidos  fisiol6gicamente  a  reiniciar  la  neiosis  por  la

hormona  esteroidal  progesterona.    EI  proceso  de  maduraci6n,  gatillado  por  la

progesterona, ocurre por una cascada de reacciones que incluyen la inhibici6n de

la   adenilil   ciclasa,   disminuci6n   de   la   actividad   de   las   proteinas   quinasas

dependientes de CAMP y la fosforilaci6n y activaci6n  del  las  proteinas quinasas

Raf-1 y VIP quinasa.

En  oocitos  de  Xenapus  /aew.f,   Ia   acetilcolina   potencia   la  maduraci6n

inducida   por   progesterona   y   el   mecanismo   por   el   cual   se   produce   esta

potenciaci6n  no esfa  atln  claro.    Se  ha  descrito  por  un  lado  que  la  acetilcolina

provoca  la  apertura  de  canales  de  cloruro,  a  traves  de  la  activaci6n  de  la

fosfolipasa  C.     Esta  respuesta  se  debe  principalmente  a  la  activaci6n  de  un

receptor muscarinico M3 y en manor proporci6n a uno del subtipo M1.   La acci6n

muscarinica parece estar mediada por una proteina G del tipo Go/ Gq.   Por otro

lado  tambien  se  ha  descrito  que  la  acetilcolina  provoca  una  inhibici6n  de  la

actividad de la adenilil ciclasa y esta acci6n estaria nediada por una proteina G

sensible a la toxina de Bordefe//a perfuss/s.   En mamlferos se han identificado por

tecnicasdeDNArecombjnante5subtiposdereceptorescolinergicosmuscarinicos

(ml-m5).Estosredeptoresperfenecenalasuperfamiliadereceptoresacopladosa

proteina G.   Los subtipos ml, m3 y m5 se acoplan a la hidfolisis de fosfoinositidos
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a traves de  una proteina  Gq / G„  mientras  que  los  m2  y m4,  se acoplan  a  la

inhibici6n de adenilil ciclasa.

Los  objetivos generales de  este  trabajo fueron  la  caracterizaci6n  a  nivel

moleculardelreceptormuscarinicopresenteeneloocitodeXenapus/aew'syel

estudiodelacoplamientodeestereceptoralaproteinaGyelsistemaefector.

Este trabajo de tesis se inici6 con la secuenciaci6n y analjsis de un CDNA

aislado  previamente  en  el  laboratorio desde  una genoteca  CDNA de  oocitos  en

estadoVI.AIcompararlasecuenciadeaminoacidosdeducidaconlassecuencias

de  receptores  de  mamiferos,  se  encontr6  que  el  de  oocito  se  asemeja  a  un

receptor muscarinico del subtipo m4.

Los  estudios  realizados  por  PCR  y  Southern,  con  el  fin  de  analjzar  la

estructura del gen  codificante para este  receptor,  mostraron  que este  no  posee

intrones en su secuencia codificante.   Este hecho es comdn para muchos de los

receptores acoplados a proteinas G.   Estos analisis no excluyen la presencia de

otros  genes  codificantes  para  otros  subtipos  de  receptores  muscarinjcos  en  el

genoma de XenaptJs.

EI  CDNA codificante para el  receptor nd de  oocito fue  expresado /n  wfro

usando  el  vector  PAGA-2  y  ljsado  de  reticulocito  junto  con  una  fracci6n  de

membranas de oocito de Xenapus.   En este sistema se obtuvo un bajo nivel de

expresi6ndelaproteinaynoselogr6detecfaruni6ndeligando.Debidoaestoel

receptorfueposteriormenteexpresadoendossistemas/nMivo,enS.cerew.s/aey

en c6lulas en cultivo.   En la levadura solo fue posible detectar una baja uni6n del

ligando  [3H]-N-metilescopolamina.    En  c6Iulas  COS-7  se  obtuvo  una  union  muy

buena  que  permiti6  realizar  estudios  de  uni6n  del  ligando  en   presencia  de

diferentes antagonistas especificos e inespecificos.   La afinidad de  union de  los

antagonistascolinefgicosespecfficosfuemuchomayorqueladelosantagonistas

noespecificosindicandoqueelreceptorexpresadosecomportacomounreceptor

muscarfnico.
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Con el objeto de caracterizar el sistema de transducci6n de serial regulado

por  este  receptor,  se  estudi6  la  hidr6lisjs  de  fosfoinositidos  y  la  formaci6n  de

CAMP.   Al expresar el recepfor muscarfnico en celulas HEK-293 se encontr6 que

inhibe  la   activjdad  de   la  aden««   ciclasa,   inhibici6n   que   es   revertida   por  el

antagonista   atropina.      No   se   observ6   ningdn   cambio   en   los   niveles   de

fosfojnositidos.    Al  expresar  el  receptor  en  celulas  COS-7  se  encontr6  que

provoca   la   activaci6n   de   una   proteina   quinasa   activada   por   mit6genos,

denominada RAP quinasa.   Tambien se logr6 determinar que la activaci6n de la

VAPquinasaseproduceatravesdelaactivaci6ndeunaproteinaGsensibleala

toxina de Bordefe//a perfussis y por un mecanismo que  involucra la participaci6n

del dimero Gpy de la proteina G.

Estos   resultados   concuerdan   muy   bien   con   trabajos   recientes   en   la

literatura,   donde   se   describe   que   receptores  tirosina   quinasa   y   receptores

acoplados  a  proteinas  G  convergen  hacia  una  misma  via  de  transducci6n  de

sefiales.     Esto  tambien  esfa  de  acuerdo  con  evidencias  que  indican  que  la

maduraci6nmei6tjcainducidaporprogesteronaesdependienfedelaactivaci6nde

la via VIP quinasa.
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SUMIVIARY

The Xenapus /aevi.s oocyte  maturation  process  is  an  important step  in

preparing this germinal cell for fertilization.   Stage VI oocytes are arrested in the

prophase of the first meiotic division and are physiologically induced to restart

the -second  meiosis  by  the  steroid  hormone  progesterone.     The  maturation

process, induced by the hormone, occurs through a cascade of events including

adenylyl cyclase inhibition,  a decrease  in the CAMP dependent protein  kinase

activity   and    activation    of   protein    kinases    Raf-1    and    MAP   kinase    by

phosphorylation.

Acetylcholine   potentiates   progesterone   induced   maturation   and   the

mechanisms responsible for this potentiation are not clear.   It has been shown

that acetylcholine, through a M3 and to a lesser extent through a Ml  subtype

muscarinic receptor and phospholipase C activation, induces the opening of Cl-

channels.  The muscarinic action seems to be mediated by a G protein of the Go

/ Gq type.    It has  also  been  described  that  acetylcholine  inhibits the  adenylyl

cyclase  activity  and  this  action  is  mediated  by  a  G  protein  sensitive  to  the

Bordefe//a perfuss/.s toxin.    In  mammals,  5  subtypes  of muscarinic  receptors

(ml-m5)   have   been   identified   by   DNA   recombinant   techniques.      These

receptors belong to the superfamily of G protein coupled  receptors.   Subtypes

ml,m3andm5arecoupledtothehydrolysisofphosphoinositidesthroughaGq

/  G"  protein,  while  the  rfe  and  nd  are  coupled  to  the  inhibition  of adenylyl

cyclase.
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The  main  purpose  of this work was  to  characterizate  at the  molecular

level the Xenapus oocyte muscarinic receptor and study its coupling to the  G

protein and the effector system.

This work was initiated  by the sequencing  of a  previously cloned  CDNA

from ai stage VI  oocyte CDNA library.   Comparison of the deduced  amino  acid

sequence with other mammalian sequences showed a high identity with the nd

muscarinic receptor subtype.

In  order  to  study  the  genomic  structure  of  the  gene  the  PCR  and

Southern blot   techniques were used.   The results showed that the gene does

not  contain  introns,  a  common  feature  for  many  G  protein  coupled  receptors

and has at least one copy of the m4 gene per genome, although this study does

not exclude the presence of other type of muscarinic genes in the genome.

The  oocyte  m4   receptor  was  expressed   /.r}   v/.fro  using  the  PAGA-2

transcription vector and a reticulocyte lysate translation system together with a

Xenapus  oocyte  membrane  fraction.     Low  expression  of  the  protein  was

obtained  with  this  system  and  no  ligand  binding  was  observed.  This  finding

moved  us  to  express  the  muscarinic  receptor  /.n  VIivo  in  two  systems,  in  S.

cerevfs/.ae and mammalian cultured cells.   In yeast it was possible only to detect

low  binding  of  the  ligand   [3H]-N-methylscopolamine.     Subsequently  the  m4

receptor was expressed in cultured COS-7 cells where a very good binding was

obtained.   Ligand binding studies were carried  out in the presence of different

specific   and   nonspecific   antagonists.      The   observed   binding   affinities   for

specific   cholinergic   antagonists   were   much    better   than   for   nonspecific

antagonists,  indicating  that the  expressed  receptor behaves  like  a  muscarinic

receptor.

In order to c.haracterize the signal transduction system regulated by this

receptor, the hydrolysis of phophoinositides and CAMP formation were studied.

The  expression  of the  muscarinic  receptor  in  HEK-293  cells  resulted  in  the
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inhibition  of the  adenylyl  cyclase  activity  and  this  effect was  reverted  by the

antagonist atropine.   No changes were observed in phophoinositides levels.  At

the  same  time  expression  of  the  receptor  in  COS-7  cells  resulted   in  the

activation  of the  mitogen  activated  protein  kinase,  MAP  kinase.    It was  also

possible to determine that the activation of MAP kinase is produced through the

activation of a  G  protein  sensitive to the Bordefe/ya perfussi.s toxin,  through  a

mechanismthatinvolvestheparticipationoftheGpydimeroftheGprotein.

These  results  are  in  agreement  with  those  recently  described  in  the

literature that show that the G protein-coupled receptor pathway can converge

toward  the  MAPK  pathway.    These  results  also  are  in  agreement  with  the

findings that indicate that maturation induced by progesterone is dependent on

the activation of the MAP kinase pathway and potentiated by acetylcholine.
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INTRODUCC16N

Todas  las  c6Iulas  poseen  la  capacidad  de  recibir y  procesar  informaci6n

desde  su  entomo.    Las  hormonas  y  la  mayorfa  de  las  drogas  inician  su  acci6n

biol6gica  por  interacci6n  con  receptores  localjzados  ya  sea  en  la  membrana

plasmatica  o  en  el  interior de  la  c6Iula.    Estos  ligandos  extracelulares  actdan  a

concentraciones muy bajas y el reconocimiento por parte del receptor es especffica

y con una afinidad muy alta.

La   mayorfa   de   los   receptores   presentes   en   la   superficie   celular  son

protefnas intrfnsecas de la membrana plasmatica que, cuando son activados por la

uni6n  de  un  ligando,   convierten   la  serial  extracelular  en  una  o  mas  sefiales

intracelulares  que  modifican  la  conducta  de  la  c6lula  blanco.     Al  proceso  de

transferencia  de  informaci6n  desde  el  exterior  hacia  el  interior de  la  c6lula  se  le

denomina transducci6n de serial.

Existen  diferentes  sistemas  de  transducci6n  de  sefiales  presentes  en  la

membrana   plasmatica  de   una  c6Iula  y  que  son   definidos  de  acuerdo   a   los

componentes proteicos que forman parfe de su estructura.   Los mss conocidos en

la  actualidad  son  los  receptores  para  factores  de  crecimienfo  y  los  receptores

acoplados   a   proteinas   G.       Los   receptores   para   factores   de   crecimiento

generalmente   son   homodimeros   que   poseen   actividad   tirosina   quinasa   y   el

mecanismo  de  transducci6n   de   serial   involucra   la  fosforilaci6n   de   diferentes

sustratos intracelulares (Marshall,1995).
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A.  Sistemas de transducci6n de sefiales regulados por proteinas G.

Los  receptores  acoplados  a  proteinas  G,  tal  como  su  nombre  lo  indica,

transducen la serial al  interior de la c6Iula activando una proteina heterotrim6rica

denominadaproteinaG,Iacualasuvezactivaaunsisfemaefector,quepuedeser

un canal i6nico o un sistema enzimatico de membrana (Bimbaumer y cols.,1990).

La  Figura  1  muestra  en  forma  esquematica  los  componentes  del  sistema  de

transducoi6n de sefiales para receptores acoplados a proteinas G.  La transducci6n

de la serial, a trav6s de la membrana plasmatica, se lleva a cabo en van.as etapas.

Pn.mero, uni6n del ligando al receptor y activaci6n del complejo homona-receptor;

segundo,  activaci6n de la proteina G por el complejo hormona-recepfor y tercero,

activaci6n  o  inhibici6n  del  sistema  efector  por  la  proteina  G,  modificandose  los

niveles de segundos mensajeros intracelulares (Bimbaumer y cols.,1990,).   En este

sistema se produce una verdadera ampljficaci6n de la sefial hacia el inferior de la

c6lula,puesunamoleculadereceptoractivadopuedeactivarnumeliosasmoleculas

de  proteinas  G  y  estas  a  su  vez  activar  numerosas  mol6culas  de  sistemas

efectores,   los   cuales  finalmente  sintetizan   miles   de   mol6culas   de   segundos

mensajeros.   Se conocen diferentes tipos de sistemas de transducci6n  de serial

regulados  por  receptores  acoplados  a  protefnas  G  y  en  la  actualidad  son  losI

sistemas mas estudiados y mas conocidos a nivel molecular.

Los  receptores  acoplados  a   proteinas   G  forman   una  gran   familia  de

protefnas de membrana que son activados por una diversidad de sefiales,  desde

fotones  hasta  agentes  odorantes.    Estos  receptores  estan  presentes  desde  las

levaduras  hasta  humanos  (Burkholder  y  Hartwell.,   1985;  Bonner  y  cols.,   1987;

Dixon y cols.,1987; Abe y cols.,1993).

Las proteinas G tambi6n forman una gran familia de proteinas que regulan

la  actividad  de  diferentes  sistemas  efectores.     Su  funci6n  es  dependiente  del

nucle6tido  de  guanjna  GTP  y  pemiten  el  acoplamiento  del  receptor  al  sistema

efector  (Kaziro y cols.,1991).
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ESPACIO EX"CELULAR

SISTERA
EFucTOR

CITOPIAsm

RECEPTOR pRomINA G

Figura 1. Reprosentacj6n esquemftica del 8istema de traneducci6n de eejlales
acoplado a proteina G.
Se indican los componentes de este sistema de transducci6n. Receptor de 7 dominies
de  transmembrana,  proteina  G  heterotrim6rica  con  las  subunidades a,  P  y y    y  el
sistema efector.
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Los sjstemas efectolies regulados por protefnas G  mejor conocidos son  la

adenilil  ciclasa,  la fosfolipasa  C-a,  la  fosfodiesterasa  de  GMP  ci'clico  (CGMP),  Ia

fosfolipasaA2yalgunoscanalesj6nicos.Todosestossistemasefectoressintetizan

compuestos importantes para la delula,, como son el AMP cielico (CAMP), el inositol
' trisfosfato  (lp3),  el  djacilglicerol  (DAG),  el  ion  Ca2+,  el  ion  K+  y  otros  (Taussig  y

Gilman 1995; Exton,1994; Fern.s  y Snyder,1992; Ki.in y cols.,1989).

Estos    compuestos,    denominados    segundos    mensajeros,    varian    su

concentraci6n    intracelular    produciendo    cambios    importantes    a    nivel    del

metabolismo celular,  jnducen la entrada de la c6Iula a estados proliferativos o de

diferenciaci6nyregulanlaexpresi6ndegenesespeci'ficos(Dohlmanycols.,1991).

a.  Receptores acoplados a proteinas G.

La superfamilia de receptores acoplados a  proteinas G  comprende varios

cientos  de  profefnas  que  se  nan  identificado  en  organismos  evolutivamente  tan

djstantes como la  levadura y el  hombre (Strader y cols.,  1994).    Existe una gran

diversidad estructural  en  los  ligandos que son  reconocidos por estos  receptores,.

que   van   desde   pequefias   moleculas   organicas   y   pequefios   peptidos   hasta

hormonasglicoproteicasdealtopesomolecular,pasandodesdeaminoacidoshasta

derivados de acidos grasos, etc.   Sin embargo, a pesar de esta gran diferencia de

estructura   en   los   ljgandos,   todos   los   receptores   acoplados   a   protei'nas   G

identificadoshastaelmomentosonestructuralmentemuysimilares.

A  continuaci6n  se  detalla  esta  superfamjlia  de  receptores  clasificada  de

acuerdo al tipo de serial que los regulan.

Purinas y nucle6tidos: adenosina, CAMP, ATP, UTP, ADP, melatonina.

Aminas    biog6nicas:    5-hidroxitriptamjna,    acetjlcolina,    dopamina,    adrenalina,

histamina, noradrenalina, tiramina, octopamina.

P6ptidos:    hormona    adrenocorticotfofica    (ACTH),    hormona    estimulante    de

melanocitos    (MSH),    melanocortinas,    neurotensina,    bombesina,    endotelinas,.
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colecistoquinjna,  gastn.na,  neuroquinina  8,  taquinina,  substancia  K,  substancia  P,

neuropeptido Y,  factor liberador de tirotrofina  (TRF),  bradiquinjna,  angiotensina  11,

beta-endorfina,  anafilotoxina  C5a,  calcitonina,  quimioquinas,  factor  liberador  de

corticotrofina   (CRF),   dinorfina,   endorfina,   p6ptidos  formilados   (fMLP),   hormona

folieulo  estimulante  (FSH),  feromonas  de  levaduras  a  y  a,    galanina,  glucag6n,

hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH),  hormona liberadora de hormona de

crecimiento   (GHRH),    interleuquina-8,    p6ptidos   opioides,    ocitosina,    hormona

paratiroidea (PTH), secretina, somatostatina, trombina, tirotrofina, p6ptido intestinal

vasoactivo OVIP), vasopresina.

Eicosanos: Prostaciclinas, prostaglandinas, tromboxanos.

Retinal: Rodopsina, pigmentos visuales (11 cis-retinal).

Lipidos:  C,anabinoides,  acido  lisofosfatidico  (LPA),  factor activador de  plaquetas

(PAF) , leucotrienos.

Aminoacidosexcitatoriosyiones:ioncalcio,glutamato.
I

Odorantes: Familia A, grupos 1,2,3,4,5 y 6.

Podemos destacar algunas familias de receptores que han sido estudiadas

con  mayor detalle a  partir de los genes clonados y que  han  sido  recientemente

caracterizados por expresi6n en c6lulas.   La rodopsina, que es activada por luz en

la retina de los vertebrados quttinghofer,1994); receptores olfatorios en el epjteljo

nasaldelosverfebrados(Abeycols.,1993);receptoresparafactoresdefusi6nory

a   de   levaduras   (Burkholder  y   Hartwell,    1985;   Ki.tamulia   y   Shimoda,    1991);

receptores or y P adren6rgicos (Kobilka,  1992);  receptores muscarinicos (Hulme, y

cols.,   1990);   los   receptores   para   dopamina   (Zhou   y   cols.,   1990),   his`tamina

Oramashita  y  cols.,   1991),   angiotensina   (Jackson   y  cols.,   1988)   y   hormona

luteinizante (Loosefelt y cols. ,  1989).



a.1.  Estructura de los receptores acoplados a proteinas G.

Estos  receptores  son  protel'nas  monom6ricas  de  membrana,  Ios  cuales

segananaljsisdesusecuenciapn.man.adeaminoacidosdeducidadesdelosgenes

clonadosydesusperfilesdehidropatfa,presentarianunatopologiacomanatodos

ellos.   La Figura 2 muestra la estructura propuesta para este tipo de receptores y

que consisfe en 7 dominios hidrofobicos de transmembrana, quedando el extremo

aminoterminalhaciaelladoextracelularylaregj6ncarboxilotermjnalhaciaellado

intracelular (Dohlman  y cols.,  1991,).    Los segmentos  hidrofobicos se conectan  a

trav6s  de  segmentos  hjdrofflicos  de  longitud  van.able.     Existen  tres  segmentos

hidroffljcosextracelulares(E-1,E-2,E-3)ytressegmentoshidroffljcosintracelulares

(I-1,~ I-2,I-3), siendo el segmento 13 el que mas varfa en longitud.   Las regiones de

transmembrana  tienen   una  longjtud  entre  20-25  residuos  y  segdn   el  modelo

propuestoestarfanformandoestructurasor-h6lices(Straderycols.,1989a).

Existenvariosresiduosdecisteinaconservados,dosdeloscualesparecen

ser  muy  importantes.    Estas  cistei'nas  se  ubican  en  los  segmentos  El  y  E2  y

estarfan    formando    un    puente    disulfuro    fundamental    para    una    correcta

estructuraci6nyfunci6ndelreceptorenlamembrana(Kamikycols,1988).

AIcompararlasestructurasprimariasosecuenciadeaminoacidosparaeste

tipo  de  receptores  se  observa  similitud  en   los  dominios  de  transmembrana,

mientras que  las  regiones  amjno  y carbexjlo  terminal  y  la  regi6n  13  son  las  que

presentan mayores diferencias.   Estas observaciones han  permitido postular que

estas regiones esfan  involucradas en  la  uni6n  de ligandos,  en  el acoplamiento a

protefnas  G  y en  la  modjficacj6n  postraduccional  par protei'na  qujnasas  (Dixon  y

cols.,1988; Dohlman y cols.,1991; Kobilka,1992).
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Figura2.EstructulapropuestaparalosreceptoresacopladosaproteinasG.
Los tres segmentos  hidrofilicos extracelulares se indican  como  E-1,  E-2,  E-3  y los tres
segmentos hidrofflicos intracelulares  como I-1,I-2,I-3.  Las helices de transmembrana §e
numerandel1al7.Seindicandosresid'uosdecisteina(C)enlossegmentosElyE2que
estarfan formando  un  puente disurfuro.    En  la  regi6n  N-teminal  se  indican  residuos  de
asparragina(N)quepuedensufrirmodfficaci6nporglico§ilaci6n.EnelextremoC-terminal
sesefialaunresiduodecisteina(C)quesufreunamodfficaci6ncovalenteporadici6nde
lipidosdeltipoacidopalmfu.coyquegeneraunaregi6nhjdrofflicaintracelularadjcional(14).
Eneltercersegmentointracelularsemuestranregionesconcontenjdodeserinas(S)y
treoninasmquepuedenserfosforiladosyqueconducenaprocesosdedesensibilizaci6n
temprana.
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Estudjos realjzados con recepfores quim6n.cos, construidos por tecnjcas de

ADN  recombjnante,  jndjcan  que  los  receptores  acoplados  a  protel'nas  G  esfan

formados   por  m6dulos   que   liealjzan   diferentes  funciones.      Las   regiones   de

transmembranaparticipanenlauni6ndelligandoydefinenlaselectividaddeuni6n

para   los   diferentes   ligandos   extrace[ulares.      Las   regjones   11,   12   e   13   esfan

involucradasenelacoplamientoselectivoalaprotefnaG,especialmentelaregi6n

13.   La regi6n 13 contiene una serie de serinas y treoninas que determinan tambi6n

la  desensibjlizaci6n  temprana  del  receptor por quinasas  especl'ficas  (Lefkowifa  y

Caron,  1988).    La  regj6n  amino  terminal  contjene  residuos  de  asparragina  que

sufrenmodjficaci6nporglicosi[aci6nyqueparaalgunosreceptoresesfundamental

para su expresi6n en la superficie celular.   En el extremo carboxilo terminal existe

un residuo de cisteina que es modificado por adici6n covalente de lfpjdos del tipo

acjdopalmfticoyquegeneraunaregj6nhidrofl'ljcaintracelularadj,cional(regj6n14).

Aunque~ se  conoce  bastante  acerca  de  las  regiones  que  determinan  en

general las caracferi'sticas antes descritas,  ann  no se conocen  con  exactitud las

zonas  o  resjduos  de  aminoacjdos  que  defermjnan  la  especjficidad  de  unj6n  de

ligandosylaespecificjdaddeacoplamientoalasdiferentesprotefnasG.

(

a. 2.  Sitio de uni6n del Iigando.

LosestudjosliealjzadosenlarodopsjnayelreceptorP-adren6rgico(Kobilka,

1992)  han  permjtido  identificar el  sitio  de  uni6n  del  ljgando.    En  la  Figura  3  se

muestra  la  disposici6n  que  adoptan  las  Ch-h6Iices  del  receptor  en  la  membrana

plasmatica, cuando estas se observan desde el Iado extracelular.   Estas Ch-h6lices

seordenandeunamanerasecuencialantihorariaytjenencaracteranfipatico,con

una cara hidrofflica formada por cadenas laterales de aminoacidos basicos y otra
I

cara relativamente hidrofobica fuerfemente empaquetadas entre sf.   De esta forma

se genera un  bolsjllo o cavjdad central hjdrofl'lica,  que en algunos casos sirve de

sjtio de uni6n para el ligando.   Las caras hidrofobicas de estas or -helices estan en
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10contacto  con  la  bicapa  ljpidica  y  la  cavjdad  central  hjdrofl'Iica  unen  al  ljgando

especl'fico en un ambiente polar (Kobilka,1992).

Medjante estudjos  de  mutag6nesis  sitjo  din.gjda,  fabricaci6n  de  receptores

quim6n.cosyestudiosbiofl'sicossehanrealjzadoestudiosmasdetalladossobrela

relacj6nestructurayfunci6nparaestetipodereceptores.Conrespectoalaunj6n

deligandos,sehanobtenidodatosexpen.mentalesprincipalmenteparareceptones

decatecolaminasyreceptorescolin6ngicos,queindicanquelosagonistasseunen

aunaregi6nrodeadaporlasor-h6lices3,5y6.ParalosreceptoresP-adren6rgicos

se  nan  identificado  en  foma  precisa  un  resjduo  de  aspartato  en  la  tt-h6lice  3

(Straderycols.,1988;1991),dosresiduosdesen.naenlaor-h6Iice5(Stradery

cols.,   1989b)  y  un  residuo  aromatico  en  la  h6Ijce  6  (Dixon  y  cols.,   1988)  que

participanenlauni6ndeadlienalina.Sehapropuestoqueelgrupocarboxilodeun

resjduo  de  aspartato,   ubicado  en  la  or-h6Hce  3  de  los  receptores  de  aminas

biog6nicas,  actda  como  contra  ion  para  el  grupo  amino  de  catecolamjnas  y  de

acetjlcolina(Gantrycols.,1992,Kobilka,1992;Fraserycols.,1989;Staderycols.,

1994).Lamutaci6nenunresiduodefenilalaninaenlaor-h6ljce6dereceptoresC-

adren6rgicosindicaqueesteresiduoparticjpaenlaestabiljzacj6ndelauni6ndel

anilloaromaticoquecontienenlascatecolaminasconelreceptor,comosemuestra

en la Figura 3 (Dixon y cols.,1988).

Usando  el  mjsmo  tjpo  de  estrafegja  experimental  se  ha  establecjdo  en

receptores P2-adren6rgicos que 2 sen.nas,  pllesentes en  la or-h6Iice 5,  jnteractt]an

con  los  grupos  hidroxilo  ubicados  en  las  posiciones  mefa  y pare  del  anillo  de

catecol  (Strader  y  cols.,   1989b).     Estos  residuos  de  serina  en  la  ci-h6Ijce  5  y

fenjlalaninaenlaor-helice6estanpresentesenposjcionesanalogasentodoslos

receptores acoplados a  protei'nas  G  que  unen  catecolaminas,  pero ausentes  en

receptoresacopladosaprotel'nasGqueunenotrotipodeligandos.LaFigura3

muestratambi6nlaformaenlac.ualseunirfaelligandocatecolamjnaalreceptorP-

adren6rgico  y  que  serfa  muy  sjmjlar  para  otros  receptores  que  unen  amjnas



11bjog6nicas.EnesfemodelosepostulaqueunresiduodeserinapiiesenteenlaG-

h6Hce5podrfainteractuarconelgrupohjdroxilodelaetanolaminapresenteenla

adrenalina.     Sin  embargo,  en  esfe  caso  no  se  ha  podjdo  hacer  estudjos  de

mutag6nesis   ya   que   la   sustituci6n   de   esta   serina   por   alanina   piiovoca   un

procesamiento  an6malo  del  receptor P-adren6ngico  y este  no  se  expresa  en  la

membrana (Strader y cols,  1989b)

A partir de estos  estudios  se  pens6  que  en  otras  familias  de  receptores

acopladosaprcteinasG,estosresiduosdeberfanestarsustitujdosporotrotjpode

residuos  que  determjnari'an  la  jnferaccj6n  con  ligandos  especfficos.    Cuando  se

clon6yseanaljz6'asecuenciadelreceptorparahistamina,seencontr6queenlas

posicjonesdelassen.nasdelaor-h6lice5existi'anresiduosdeaspartatoytreonjna.

Almutarestosliesjduosporalaninaseencontr6queambosresiduoserancrl'ticos

paralaunj6ndelljgandohistamina,probablementedebjdoalajnteraccj6nconel

anilloimidazolpresenteenlahistamina(Ganfaycols.,1992).Estudiossimilares

realjzadosconreceptoresmuscarinicoshanpemitidojdentificardosresiduosde

treonjnapresenfesen'aor-h6Hce5quecumplenunpapelfundamentalenlauni6ny

activaci6ndelreceptorporacetilcolinaycarbamjlcolina,talvezporjnteracci6ncon

elgrupo6sterdelljgando(Wessycols.,1991).

Estosantecedentesjndicanlagranimportanciadelasoc-helices5y6enla

interacci6nconlosljgandos.Porotrolado,comosevefamasadelante,laregj6n13

IacualconectalasCi-helices5y6,escrl'ticaparalajnteraccj6ndelreceptorconla

protel'na G.   Tomando todos estos antecedentes en conjunto,  se puede postular

quelauni6ndelligandopodri'aafectarlaconformaci6ndelaregi6n13delreceptor

permitjendolajnteraccj6ndelaregj6n13conlaproteinaG.

Losresjduosquedetermjnanlaunj6ndeuntjpodeJigandonodebjelianser

importantesendefinirlasdjferenciasfarmacol6gicasdetectadasentrelosdjstintos

subtjpos  de  receptores  perfenecjentes  a  una  misma  famjlia,  indicando  esto  la

exjstencjaderesiduosadjcjonalesquedefinenlasdiferencjasfarmacol6gjcas.En



12contraste  con  `os  agonistas,  parece  ser  que  los  antagonistas  jnteracttian  con

diferentes  domjnjos  de  los  receptores,  ya  que  modificacjones  estructurales  del

receptor   afectan   diferencjalmenfe   las   propjedades   de   uni6n   de   diferentes

antagonistas(Marulloycols.,1990).EsasfcomosehaestablecjdoquelaCi-h6„ce

I7esjmportanteparadefinjrdiferentesespecificjdadesdeuni6nentreJosreceptores

P2yor2adren6rgjcos(Kobjlkaycols,1988).Sustitucjonesderesiduoslocaljzados

en    esta    regi6n    para    los    receptores    or2    adren6rgjcos    y    5-HT    alteran

considerablemente`aafinidadporantagonistas(Suryanarayanaycols.,1991;Guan

y cols.,1992).

Para   receptores   que   unen   p6ptidos,    ademas   de   las   regjones   de

{ransmembrana,sehaestablecidoquelosdomjnjosextracelularesfambj6naportan

regiones  de  interacci6n  con  los  ligandos.     Por  ejemplo,  para  los  subtipos  de

recepforesNKtNK2yNK3,alsustitujrsjstematjcamenteJiesjduosamjnoacl'djcos.

delreceptorNKiconresjduosdelosreceptoresNfeyNifepermitjeronidentificar

iiesiduos  jndivjduales  en  el  extremo  amjno  terminal  y  en  el  pn.mer  segmento

extracelularE-1quesonnecesariosparalaunj6ndealtaafinidadparalosljgandos

pepti'dicos(Fongycols.,1992).Porotrolado,estudjosrealjzadosenreceptores

acopladosapliotel'nasGqueunenhomonasgljcosjladascomoTSH,FSHyLHy

queposeenunaregi6namjnoterminalbastantegrandeyqueconstituyeenalgunos

casosmasdel50%delaproteina,jndjcanqueestaregj6naminoterminalconfielie

especificidaddeuni6nde'ligando(Nagayamaycols.,1991;Tsaj-Mom.sycols.,

1990).
I

En  resumen,  las  regiones  y  residuos  de  amjnoacidos  involucradas  en  la

uni6ndelligandovarfandeacuelldoaltipoysubtipodereceptor,noexistiendo

regjonesnjsecuencjasconsensodeuni6n.



a. 3.  Domjnios de I-nteracci6n con proteinas G.

Para  el

fabricacj6n de

13

receptor  P-adren6ngico  se  ha  logrado  esfablecer  a  traves  de  la

proteinasquim6n'cas,,atrav6sdemutacionespuntualesyatraves
_.,---dedelecjones,lajdentjdaddelasregionesdejnteracoi6nconlapiiotei'naGyque

_  _   I__''``-I+'`,`7  J   a  Llavt=ti

esfanubjcadasenlaregi6n13(Kobjlkaycols.,1988).Alsustituirlaregi6n13del

receptorP2adren6rgjcoporunsegmentoequjvalentedelreceptorori-adren6ngico,

el  receptor  quim6rico  P2  adrenergico  produjo  la  estimulaci6n  del  recambio  de

fosfatidiljnosjtol   como   ocume   normalmente   para   el   receptor   Gi-adren6ngico,

indjcando  un  cambio  en  'a  especificjdad  de  acoplamiento  entre  el  receptor y  la

proteinaG(Cotecchiaycols.,1990).Tambi6nsehavistoparaelmismoreceptor

P2adren6rgjco,queelextremocarboxiloterminaldelaregj6n13ylaregi6namino

terminal  de  la  regi6n  carboxilo  terminal  del  receptor  son  importantes  para  la

interaccj6nconlaprotel'naG(O`Dowdycols.,1988).Porotrolado,ladeleci6nde

la  regi6n  amino  y carboxilo  teminal  de  la  regj6n  13  del  receptor P2  adrenergico

desacopla  el  receptor  del  sjstema  efector  adenjljl  cjctasa  (Dixon  y  cols.,   1987;

Straderycols.,1994).Paralosreceptoresmuscarinjcossehademostradoquela

regi6n   amino   terminal   de   la   regi6n   13   es   la   responsable   en   determinar   la

especificidaddeacoplamiento(Kuboycols.,1988;Lechleiterycols.,1990).

Otro  tipo  de  estrategia  expen.mental  para  analizar  el  acoplamiento  entre

receptor y protei'na  G  ha sjdo  la  utilizaci6n  de p6ptidos sintetjcos  los  cuales son

capaces  de  bloquear  la  jnteraccj6n  entre  el  receptor y  la  protel'na  G  o  activar

directamentelaprotel'naG.Elpn.merp6ptidoutilizadofueelmastopafan,quees

unpeptidopriovenientedelvenenodeavjspa.Estep6ptidoactivadirectamentelas

protefnas  G  de  lag  famjljas  Gi  y  Go  (Hjgashlj.jma  y  cols.,   1990;  Sukumar y  col.,

1992).Estudjosbjoqui'mjcosyfisjcoqui'mjcosparaestep6ptjdohanmostradoque

poseeunaconformaci6ndeG-h6Iiceanfipatica(SukumareHigashijima,1992)que

esindjspensableparalaactivaci6ndelaproteinaGiyGo.Porotrolado,estudios

de  estructura  y  funcj6n  de  este  p6ptido  muestran  que  los  resjduos  con  carga



14posjtivade`osextremosamjnoycarboxjlotemjnalsoncrucjalespaliasuactjvidad

(Higashijjmaycols.,1990),confimandoquelanaturaleraanfipaticadelaor-h6"ce

es esencial para su acci6n.

Posten.ormentesehausadounagrandjversjdaddep6ptidosderivadosde

secuencjas presenfes en distintos receptores.   Los p6ptjdos sjnteticos empleados

correspondenalasregionesamjnoycarboxjloterminaldelaregj6n13,Ioscuales

fueroncapacesdeestimularlaactividadGTpasicaylauni6ndeGTpysdelas

piiofeinasGenestudio.Entreestosfiguranunp6ptjdosjnteticode15resjduce,

correspondjente  al  extremo  carbexilo  terminal  de  la  regj6n  13  del  receptor  P2

adren6ngjco.Estep6ptidoactivaalaproteinaGsyenmenorgradoaGn(Okamoto

ycols.,1991).Porotrolado,unp6ptidode19amjnoacjdosderivadodelaregj6n

aminotermjnaldelsegmento13delreceptordedopaminaD2,estimulalauni6nde

GTpysylaactjvjdadGTpasjcadeunamezcladeproteinas'GiyGoovossycols.,

1993).

Estudjos   de   modelamiento   molecular   para   receptores   P-adren6rgjcos

sugieren  que  la  regj6n  13  formarfa  una  estructura  or-h6ljce  anfipatjca  catj6njca,

confirmandonuevamentequeestaserfalaestructuranecesariaparalajnteracci6n

con  las  protel'nas  G  (Dixon  y  cols,   1988).     En  un  estudio  computacjonal  muy

detalladoserealiz6unanalisiscomparandopafametrosfisicoquiniicos(cangay

polaridad)entreposiblesor-h6"cesformadasporsecuenciasde18Iiesiduosdela

regj6n13dediversosreceptoresacop'adosadis.tjntossistemasefectores(Jackson,

1993).    De  acuerdo  a  las  secuencias  de  consenso  obtenidas  se  iiealjzaron  las

proyeccjonesheljcoidalesquesemuestranenlaFigura4,dondeseindicanlas

posjcionesrelativasderesiduosaminoaci'dicospresentesenestasG-h6lices.Se

puedeobservarengenera'queexisteunaregi6nhidrofi'ljcacargadaposjtjvamente

yotraregi6nconcafacferhjdrofobico,confimandoelcafacteranfipatjcodeestas

estructuras.Elcafacteranfipaticoserfaelprincjpaldetermjnanteenlainteraccj6n

del  receptor  con  la  proteina  G  (Strader  y  cols.,   1989a).     La  or-h6lice  tendri'a
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Figura4.medefodeh6Iicesanfipaticasyresiduosdeaminoacidosimplicadoson
lalnforacci6ndolmeepforconlasproto[nasG.
Las  proyecdches  heft"a'es  muestran  fas  posia.ones  relativas  de  fas  aminoaci.dos
presentesendist.hasaTh6licesde18residuos.EstashelicesprovT.enendediferentes
receptomequengulan:faactivaci6n(iiAMP)olainhjbjcl.6ndelaadeni"Icidaca(LCAMP),
laestimufaci.6ndefosfohacaC(PLC)yfosreceptomsdeopsinasqueseacoplanafa
estimuladbndefosfediesteracadecGNP(G,R,8yRh).a,re§iduohidrofbbjdyapola[+
residuocargadoposiftyamente;-residuocaTgadonegaftyamente.
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`   resjduos  aromatjcos  no  polares  en  las  posjcjones   1   y  8  y  generalmente  una

superficie  polar localizada  entre  los  residuos  6  y  12.    Los  resjduos  que  podrl'an

conferirespecjficidadparalajnteraccj6nconlaprofeinaGparecenestarentrelas

posjciones  "  y 17.   En el esfado jnactivo del receptor,  Ia ci-h6Iice se encontrarfa

enmascaradaporotiiosdominiosdelreceptoryalproducirselauni6ndelagonista

se  inducirl'a  un  cambio  conformacional  que  harfa  accesjble  este  dominio  a  la

protefnaG.LosreceptoresqueseacoplanafosfolipasaCPlohacenatravesde

protei'nasGdelsubtipoGq/Gil,GiyGoyenelana\lisjsdescn.toenlaFigura4

aparecenparaesfosreceptoresdossecuenciasdeconsensodiferentes,sugjn.endo

quedichasdiferenciaspodrfanserlasdeferminantesdelaespecificidad.

8.  4.     Modifjcaciones  covalentes  postraducciona]es  para  los  receptores

acoplados a proteinas G.

Lamayorl'adelosreceptoresacopladosaprotel'nasGsufrenglicosilaci6n,

tenjendoenlaregi6naminoterminalextracelularalmenosunsitjodeglicosilaci6n

enasparragina,presenteenlasecuenciaconsensoAsn-X-SenIThr.Laimportancja

deestamodificaci6npareceradicarenuntransporteadecuadodelreceptorala

membranaplasmaticayenalgunoscasosenlauni6ndelljgando(Georgeycols..,

1986;Randsycols.,1990).Porotrolado,enlaregi6ncarboxiloterminaldeestos

receptoresexjs{eunresjduodecisfeinaalfamenfeconservado.Sehademostrado

que  este  resjduo  sufre  modjficaci6n  covalenfe  por  adicj6n  de  acido  palmftico

(Ovchinnikovycols.,1988).Sepiensaqueestamodificacj6nproduceelanclqjede

esare-gj6ndelreceptoralamembrana,genefandoseunacuartaregi6nintracelular,

14.Lapresenciadeesteresiduodecjsteinaesestructuralmentemuyimportante,

ya que al ser eljmjnado por mdtacj6n  sjtio  djrl.gida,  se. reduce  dramatjcamente  la

estabilidad del receptor en la membrana (Dhon y cols.,1987).                                           '

MuchosreceptoresacopladosaprofeinasGtambientienenlacapacjdadde

sumrdesensibjljzaci6n.Esteesunprocesomedianteelcualelreceptorsehace



17jnsensjbleeneltiempoalaaccj6ndeJljgando,apesardelapresenciacontl'nuadel

ligando.Estadesensibilizaci6npuedeocum.rporvan.osmecanismos.Unodeellos

ocurreporreducci6ndelnamerodereceptoresenlasuperficiecelularyelotropor

unafapidaatenuaci6ndelajnteracci6nentreelreceptorylaproteinaG(Savarese

y Fraser.,1992).

La   desensjbjljzacj6n    que   jnvolucra    una   djsminucj6n    del   ndmero   de

receptoresenlasuperficiecelularpuedeproducirsepordosprocesosdiferentes.

U-nodeellosesporsecuestroderecepforesenvesfculasdemembranayelotro

por una djsminucj6n del ndmero total de receptores,  proceso denominado "Down

Regulation".Enelprocesodesecuestrodereceptoresenvesfculasdemembrana

seproduceunadismjnuci6ndereceptoresen'lasuperriciecelularperoelndmero

totaldereceptoresnosealtera.EstoocuITeenperfodosdetiemporelativamente

cortos  (minutos)  y  los  receptores  secuestrados  en  las  vesi'culas  pueden  set

retomados  a  la  membrana  plasmatica  (Sibley  y  cols.,   1986).     EI  secuestro  de

receptores  parece   ser  jndependiente   de   fosfon.Iacj6n   (Strader  y  cols.,   1987;

Hausdorff   y   cols.,    1989;    Cheung   y   cols.,    1990).       En   la   otra   forma   de

desensjbilizacj6n"DownRegulation",elntimerototaldereceptoresdismjnuye,por

locualserequjeresi'ntesjsdenorodeprotefnasyocumeenperl'odosdetiempo

mas  largos  (minutos  a  horas).     Este  proceso  parece  ser  independiente  de  la

fosfon.lacj6ndelreceptor(Bouvjerycois.,1989).

Elotroprocesodedesensibiljzaci6nocurreporunafapidaafenuaci6ndela

interacci6nentreelreceptorylaproteinaG,procesoquetomalugarenminutos

despuesdelaestimulaci6nconelagonistayqueesindependientedelasintesisde

novodeprotel'nas.Existendosformasdedesensibilizaci6nqueocurrenencortos

peri'odosdetjempoyquenojnvolucraunadjsmjnucj6nenelntimerodereceptores..

Estassonladesensjbiljzacj6nhom6logayladesensibjljzaci6nhetefologa(Sjbleyy

cols.,1985;  1986).   La desensjbiljzacj6n hom6loga conduce a una reduccj6n en la

capacjdadderesponderporparfedelreceptoraunsolotjpodeljgando,sjnafectar



18Iacapacjdadderespuestadeotrosrecepforesacopladosalmjsmosjstemaefector.

Ladesensibiljzaci6nheter6logaconduceaunafapidadisminuci6nenlacapacidad

pararesponderadiferentesligandosporotrosreceptoresqueseacoplanalmjsmo

sistemaefector.Aunquelosprocesosdedesensibilizaci6nhom6logayheter6loga

sondiferentes,ambosseasocianconfosforilaci6ndelreceptoryconlap6rdjdade

jnteracci6n del receptor con la protel'na G.

Enesteaspectoelsistemamejorcaracten.zadoeseldelafototransducoi6n,

dondelaformafotoactjvadadelarodopsinaesfosfon.Iadaporunaproteinaquinasa

especffica,denominadarodopsinaquinasaquldenyKuhn,1982;Wildenycols.,

1986).    Como se  descn.bjfa  en  la secci6n  "Heterodinero  Gpy de  la  proteina  Gn,

esteprocesoesdependientedeldinleroPydelaprotel'naG.Laactivjdaddeesta

quinasa  depende  de  la  presencja  del  agonista,   es  decjr  solo  fosfon.la  a  los

receptores  en  su  estado  actjvo.     Para  que  la  fosforilacj6n  del  receptor  por  la

rodopsjna  quinasa  produzca  el  desacoplamiento  del  receptor  con  la  proteina  G

transducjna,  se  requjere  la  participacj6n  de  una  proteina  adicional,  denomjnada

amestinaOwjldenycols.,1986).SepjensaquelaaITestinaseunes6'oalreceptor

fosforilado,desacoplandoelreceptordelapllotei'naGyporlotantoreduciendola

afinidaddelreceptorporelIigando.LaFjgura5muestraenformaesquematicael

procesodedesensjbjlizaci6nmediadoporquinasas.

Se  conocen   6  diferenfes  tipos  de  protei'na  qujnasas  especl'ficas  paiia

receptoresacopladosaproteinasG,todaslascualessonsen.na-treoninaquinasas

(Premontycols.,1995).ParalosreceptoresP-adren6rgicossehanidentificado2

quinasas,denominadasPARKquinasasoGRK2yGRK3(Benovicycols.,1986;

1989;   1991).    A  pesar  de  su  especificjdad  fosforilante  i.n  vy.vo,  estas  quinasas

fosfon.'anunagranvan.edaddereceptores/.nvJ.fro.Entreellosseencuentranlos

receptores  P2  y  %  adren6rgjcos,  rodopsina,  muscarinico  m2,  sustancja  P  y  el

receptor de adenosina A1    (lnglese y cots.,  1993).    Tambi6n  se  han  aislado  las

qujnasasGRK4,GRK5yGRK6,siendoGRK5lamejorestudjada(Premontycols.,
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Fjgura  5.   Desensibilizaci6n  de  rodopsina   per  fosforilaci6n  medjada   por  la
rodopsina quinasa.
Enelsistemadelafototransduccj6n,larodopsinaensuformafotoactivadaesfosforilada
par la  protoina  qujnasa  especifea,  denominada  rodopsina quinasa.  Esfa  quinasa  solo
fo§fon.laalosreceptoresensuestadoactiva.Lafosforilaci6ndelarodopsinaproducesu
desacoplamiento  de  la  proteina  G  transduci.na,   debido  a  la  uni6n  de  una  proteina
denominadaamestha,locualprovocalareduoci6ndelaafinidadderodopsinaporel
ligando.



1995).      Esta   qujnasa   GRK5  fosfon.la   una  gran   cantjdad   de  sustiiatos  como20

rodopsina,receptoresP2yor2adren6ngicosyelreceptormuscarinicom2(Premont

yco`s,1994Peiycols.,1994;Kunapuliycols.,1994).Tambj6nsehaajsladoal

menos  6  mjembros  de  profel'nas  hom6Iogas  a  la  aITestina  (Palecaewski,   1994;

Smithycols.,1994)ysecJieequesufuncj6nessimjlar,esdecirdesacoplarlos

respectivosreceptonesfosfon.ladosdelaprofei'naG.

Lossitiosdefosfon.lacj6nporestetipodequjnasasselocaljzanenlaregj6n

13delosreceptores,fundamentalmenfeensuextremocarboxjloterminal.Parala

rodopsinaquinasayparalasqujnasasGRK2yGRK5,losresjduosdeserl.nay

treoninaesfanpresenfesenlaregi6ncarboxjlofemiinaldelarodopsinaylos

receptoresP-adren6ngicos(Premontycols.,1994;Palczewskiycols.,1991).En

losreceptoresmuscarl'nicos,lafosforilacj6ntambj6nocurreenlaregj6n13(Nakata

ycols.,1994).Elsjtjodefosfon.Iacj6npararodopsjnaypallaellieceptordelfactorG

(feromona)delevadurasseencuentraenlaregj6ncarboxilotermjnal(Benovicy

cols,1986; Blumery cols.,1988).

Enelprocesodedesensibjljzacj6nhe.fer6logaparticjpalapliofeinaquinasa

dependjentedecAMP,laprofeinaquinasaA,queenelcasodelreceptorP2-

adren6r8jco,tambj6nfosfon.`aresjduosdesen.naytreonjnapllesentesenlaregj6n

13,aunqueestossondjferentesalosmodificadosporlasPARKquinasas(Clarky

cols.,  1989)

8.5.Estructuradelosgenescodificanlesparafosreceptoresacopladosa

proteinas G.

Sehadescritoquemuchosdelosgenesquecodificanparalosreceptores

acopladosaproteinasGnocontienenjntronesensusregjonescodjficanfesylas

regiones  3'  no  codificanfes.   En  este  grupo  figuran  el  receptor  ca-adren6ngjco

(Kobjlka,   1987a),  e`  receptor  P2-adren6ngico  (Kobilka,   1987b)  y  los  receptores

muscari'njcos(Bonnerycols.,1987;Peraltaycols.,1987).Sjnembargosehan
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taquinlnas,  al  receptor  de  la  hormona  ljberadora  de  tjrotrofina  y  al  receptor  de

dopamjnaD2,Ioscualescontienenentreunoasejsjntronesencadagen(Nathans

ycols.,1984;Gerardycols.,1990;Giilosycols.,1989;DelaPefiaycols.,1992).i

Ademas,unreceptormuscarinicom2deporojnocontjenejntronesenlaregj6n5`

nocodificante(Bonnerycols.,1987;Peraltaycols.,1987).Porctrolado,seha

descritoqueapartirdeungentinico,codificanteparaelreceptordedopaminaD2,

segeneranporprocesamientoaltemativodelRNAmensajerodosisoformasdel

receptor  (Peralta  y  cols.,   1987).     Estas  isofomas  djfieren  en  la  pnesencia  o

ausencia  de  un  segmento  de  29  aminoacidos,   localizado  en  la  regi6n  13  del

receptor.LomismoocuITeparaunreceptordelahormonaljberadoradetjrotrofina

(DelaPefiaycols.,1992).Enestecasosegenerandosisoformasdelreceptor

que se diferencjan en  la regj6n  carboxi.Io terminal.    No se ha  jnformado sobre la

jmportanciadelasdiferenciasobservadasenlasdistintasisoformas,sinembargo

podri'an  afectar  las  propjedades  funcjonales,  la  susceptjbilidad  a  regulaci6n  por

qujnasasespeci'ficasolaeficjenciaenlaexpresj6ndelosreceptores.

C.  Receptores muscarinjcos.

Lafamiliadereceptorescolin6rgicosmuscari'nicostransducelasefialhacia

elinteriorde'ac6lulaeniiespuestaalneurotransmjsoraceti'coljna.Estafamiljade

receptores   (mACHR)   consjste   de   5   subtipos   altamenfe   re`acjonados   tanto

estructuralmentecomofarmacol6gicamenfe(ml-m5).Soncodificadospor5genes

independientes localjzados en diferentes cromosomas.    Los subtipos  pueden ser

dMdjdosendosgruposdeacueildoalsistemaefectorqueregulan.Lossubtjpos

ml,m3ym5estjmulanelmetaboljsmodefosfatjdjlinosjtolbjfosfato(PIP2)ylos

subtiposm2ym4,regulannegativamenfelaactividaddelaaden"ciclasa(Bonner,

1989).     Ademas  se  ha  jnformado  que  los  receptores  ml,   m3  y  m5  pueden

transformarseenpotentesoncogenes,jndependjentesdelaacci6ndelagonjsta,
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cuando receptores mutantes constitutivamente activos son expresados en c6Iulas

NIH  3T3.    En condiciones  id6nticas los subtipos  m2 y m4  no  inducen el fenotipo

transformado (Gutkind y cols.,1991).   En la cascada rfo abajo de transducci6n de

serial   se   ha   descrito   recientemente   que   la   estimulaci6n   de   los   receptores

muscarinicos  ml  y  m2  por  el  agonista  carbacol,   induce  la  activaci6n  de  una

protefna quinasa tipo MAP quinasa (quinasa activada por mit6genos) (Her y cols.,

1991; Crespo y cols.,1994).   Esta activaci6n de la MAP quinasa es mediada por el

diniero Gpy y no por las subunidades Goo (Crespo y cols.,  1994).

D.  Proteinas G.

Las proteinas G, denominadas asi por su capacidad de unir nucle6tidos de

guanina,  son  heterotrimeros formados por la subunidad Ci,  que une e hidroliza el

GTP y que tienen una masa molecular que oscila entre 39.000 y 52.000 (Northup y

cols.,1980); la subunidad C que oscila entre 35-36 kDa (Manning y Gilman,1983) y

una subunidad y que es  la  mas pequefia y oscila  entre  8-10  kDa  (Hildebrandt y

cols.,1984).   Estas dltimas dos subunidades se asocian fuertemente para formar el

heterodfmero Gpy (Bimbaumer,1992).

En mamiferos las subunidades or, P y y de las proteinas G son codificadas

por al menos 20, 5 y 7 genes, respectivamente (Neer,  1995; Watson y cols.,  1994;

Von  Weizsacker y cols.,  1992;  Cali  y cols.,  1992).    El  gran  ndmero  de  posibles

heterotrfmeros Gctpy que pueden generarse por diferentes combinaciones ofrece

una   regulaci6n   fina.  en   la   especificidad   de   la   transducci6n   de   las   sefiales

(Bimbaumer.,1992).

D.1.  Subunidades Goo.

Las  protefnas  G  difieren  pn.ncipalmente  en  la  secuencia  primaria  de  sus

subunidades  or,  las  cuales  se  acoplan  a  diferentes  receptores  y  transducen  la

informaci6n  hacia  diferentes  tipos  de  sistemas  efectores  (Kaziro  y  cols.,   1991;
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Bjmbaumer y cols.,1990).   En base a la simjlitud en la secuencia de aminoacidos

qe  diferentes  subunidades  a,  las  protefnas  G  pueden  clasificarse  en  4  grupos

principales Gi, Gs, Gq y Gi2 .(Tabla I).

La comparaci6n entre las secuencias aminoacidicas de las subunidades Goo

tambi6n ha permitido observar la existencia de secuencias conservadas.   Se han

encontrado 4  regiones  aminoacidicas que se encuentran  presentes tanto  en  las

proteinas Gor como  en  otras  proteinas que  unen  GTP,  como es el  caso de  los

factores de elongaci6n involucrados en la sintesis de proteinas,  los productos de

los   oncogenes   Ras   (Halliday,    1984;    Dever   y   cols.,    1987)   y   en   proteinas

involucradas en el transporte y destino de protefnas a trav6s del aparato de Golgi

(Goud y col.,  1991).    Hoy en dia se sabe que estas secuencias participan  en  la

formaci6n del sitio de uni6n para GTP,

La   Figura   6   muestra   la   estructura   terciara   para   la   subunidad   GCh,

determinada   recientemente   por   analisis   de   difracoi6n   de   rayos   X   para   las

subunidades G on  y transducina GCht (Noel y cols.,  1993;  Lambright y cols.,  1994;

Coleman  y  cols.,  1994).    Se  ha  determinado  que  las  subunidades  or  consisten

basicamente  de dos  dominios.    Un  dominio  central,  denominado  "GTpasa",  que

esfa formado por 5 or-h6Iices que rodean a 6 hojas P y que contiene  la actividad

GTpasica,   el   bolsillo   de   uni6n   del   nucle6tido   de   guanina,   las   regiones   de

interacci6n  para  el  receptor y sjstema  efector y  la  regi6n  de  jnteracoi6n  para  el

dfmero   Gpy   (Neer,1995;   Rens-Domiano  y` Hamm.,1995).      El   otro   dominio,

denominado "H6lice",  es un dominio estructurado solo por or-h6lices,  cuya funci6n

atln no esta clara, aunque se postula que se tratarfa de una regi6n reguladora de la

actividad  GTpasica  de  la  protefna  G  y  tambi6n  de  interacci6n  con  el  sistema

efector (Conklin y Bourne,1993, Antonelli y cols.,1994).   Entre estos dos dominios,
"GTpasa" y "Helice", se produce la uni6n del nuc[e6tido de guanina.

Diversos    estudios    han    hecho    posible    identificar    las    regiones    que

interacoionan con otras proteinas.  Asi la regi6n que interacciona con el dfmero Gpy
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ProteinaG Subtipos Sensibilidad atoxina Sistema efector regulado

GiGsGqG12 Gi-1,   Cij-2,    Cii-3,   Cio,sensibles a la toxina jnhibe adenjlil ciclasaregulacanalesdepotasio y de
Gil,  Gt2,  Ggust,  OCz.cts,oroifOr„Gil,ori4,Cii5,ori6ori2,ori3 de 8. periussis(exceptoChz)sensiblesalatoxinadelc6Iera

Calcio

activa CGMP fosfodiesterasaestimulaadenjlilciclasa

regulacanalesdecalcio        `activafosfolipasaCPregulaelintercambiodesodio

y potasio

Laclasificaci6ndelasprotei'nasGsebasaeneltipodegenclonado(Neer,1995).
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Donhio "Hdice" Dottrfuo "GTTasa"

Figura 6. Modelo estructural para la subunidad a de proteinas G.
Las subunidades GG contienen dos dominios; un dominio ``GTpasa" y un dominio "Helice".
El dominio "GTpasa" esta formado por 5 orh6lices,  designadas con  ndmeros del  1  al 5,
que rodean a 6 hojas 8.  En este dominio residen la actividad GTpasica, el bolsillo de uni6n
del nuclectido de guanina, la regi6n de uni6n para el receptor y sistema efector y la regi6n
de  uni6n  para  el  dimero  GBy.    El  dominio  "H6lice"  esta  estructurado  solo  por er-h6lices,
designadas con  letras.   Este seria un dominio regulador de la actividad  GTpasica de la
proteina G y tambi6n de interacci6n con el sistema efector.   Entre estos dos dominios se
produce la uni6n del nucle6tido de guanina.
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corresponde  a  los  primeros  25  aminoacidos  de  la  regi6n  amino  terminal  de  la

subunidad Gce (Denker y Boume,1992; Coleman y cols,1994).   La regi6n de uni6n

con  el  dfmero` Gpy  tambi6n  incluye  la  segunda  or-h6Iice  del  dominio  "GTpasa'''

debido a que una cisteina de esta h6Iice (Cys 215 de Gcfo) puede ser entrecruzada

quimicamente  con  el  dimero  Gpy  (Thomas  y cols.,  1993).    Por otro  lado  se  ha

establecido  que  la  interacoi6n  con  el  receptor  esfa  determinada  por  el  extremo

carboxilo terminal y por la Ch-h6[ice 5 del dominio ``H6lice" de la proteina Got (Conklin

y  Boume,  1993).    La  regi6n  de  interacci6n  con  el  efector  tambi6n  incluye  a  la

segunda  Ch-h6lice y se sobrepone parcialmente con la regi6n de interacoi6n con el

dimero Gpy (Conklin  y Boume,1993).

Algunas  de  estas  subunidades  Gor  de  proteinas  G  sufren  modificaciones

covalentes por acci6n de toxinas bacterianas como la toxina de Bordefe//a perfussi.s

y de Vi.bH.o oho/erae.   La toxina de Bordefe//a perfuss/.s cataliza la transferencia del

grupo  ADP-ribosa  desde  el  NAD  hasta  un  residuo  de  cisteina  ubicado  en  el

extremo carboxilo terminal de la subunidad Got de las proteinas Gil,  G.L2,  Gi3, Go Gti

y Gt2 (V\fest y cols.,  1985;  Hepler y Gilman,  1992).    Esta  modificaci6n se produce

sobre  el  estado  heterotrim6rico  inactivo  provocando  el  desacoplamiento  de  la

protefna G con el  receptor.   La toxina del c6lera tambi6n cataliza la transferencia

del   grupo  ADP-ribosa  desde   una   molecula  de   NAD,   pero   en   este   caso   la

transferencia  ocurre  a  un  residuo  de  arginina  presente  en  Gors  y  Golf.     Esta

modificaci6n se produce sobre el estado activado de I,a proteina Got, inhibiendo su

actividad GTpasica y generando una protefna G permanentemente activada.

La mayor.parfe de las proteinas Goo son modificadas postraducoionalmente

por adici6n de acidos grasos,  como acido  miristico en  la glicina amino terminal  y

pa]mitico  en  un  residuo  de  cisteina  cercano a  la  regi6n  amino  terminal  (Buss  y

cols.,1987;  Mumby y cols.,1990;  Casey,1994;  Linder y cols.,  1993).   EI  miristato

unido  facilita  la  jnteracoi6n  de  Got  con  los fosfolfpidos  de  membrana  y facilita  la

interacci6n con el heterodimero Gpy (Casey, 1994).
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D. 2.  Heterodimero GPT de la proteina G.

Las  subunidades  Gpy  se  encuentran  fuertemente  unidas  formando  un

complej.o que puede ser disociado solamente en condiciones desnaturantes.   Las

subunidades GP son de aproximadamente 35-36 kDa y se predice que contienen

dos tipos de estructura,  una regi6n que formaria una Ch-h6Iice anfipatica tipo "coiled

coil"  (Lupas  y  cols.,   1992)  seguida  por  siete  unidades  repetidas,  denominadas

secuencias WD, de 43 residuos cada una (Simon y cols.,1991).   Estas secuencias

repetidas consisten de un ndcleo conservado de 2.3J11  aminoacidos normalmente

unidos por residuos de Gly-His y Trp-Asp y separados por regiones variables de 7 a

11  residuos que probablemente forman horquillas.   La selectividad para asociars6

con  subunidades  Gy especificas  esta  determinada  por las  secuencias  repetidas

WD,  especialmente  en  la  repetici6n  ndmero  5  (Pronin    y  Gautam  1992;  Katz y.

Simon,   1995).   Las subunidades Gi/ son de aproximadamente 8-10 kDa y estarfan

formadas   pricipalmente   por  estructuras   or-h6Iices   (Lupas   y  cols.,   1992).I      La

selectividad   de   las   subunidades   Gy   por   diferentes   subunidades   GP   esta

determinada por un segmento de 14 aminoacidos localizados en la parte media de

la subunidad Gy (Spring  y Neer  1994).

El  ndmero de genes clonados  para  las subunidades  GB y Gy es  menor y

presentan mehos diversidad que los genes para subunidades Got, sin embargo su

acci6n sobre sistemas efectoiies es muy especifica.   Existen ciertas evidencias que

indican que es{a especificidad estaria siendo determinada por la combinaci6n entre

subunidades GP y Gy (Ifiiguez-Lluhi y cols.,1992; Ueda., y cols.,1994).

Durante mucho tiempo la funci6n principal de la {ransducci6n de sefiales se

asoci6 solamente a la subunidad  Gor.   Pare las subunidades GBy se postul6 que

jugaban  un  papel regulador sobre la actividad de las subunidades Goo, donde los

dfmeros   Gpy   regulaban   negativamente   los   niveles   de   las   subunidades   Goo

activadas.     Se  pensaba  por  ejemplo  que  la  liberaci6n  de  dfmeros  Gpy  desde

protefnas G muy abundantes, tal como Gi, desactivaban otras subunidades Got por
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formaci6n  del  heterotrfmero  Gorpy inactivo.    La  diversidad  estructural  descubierta

inicialmente dentro de cada familia de g?nes para  las subunidades  Goo apoy6  el

concepto de funci6n  esencial  solo  para  la subunidad  Goo.  Sin  embargo,  en  afros

recientes, se han aislado genes para varias isoformas de las subunidades GP y GT,

las cuales exhiben especificidad no solo en su propia interacoi6n  (Schmidt y cols..,

1992;  Pronin y Gautam,1992), sino que tambi6n en determinar la especificidad de

acoplamiento  entre  el  receptor  y  sistema  efector  (Kleuss  y  cols.,   1992;   1993).

Estos  dates,  junto  a  otros  informes  recientes,  indican  que  Gpy  por si  sola  o  en

combinaci6n con subunidades Got, regula sistemas efectores tales como la adenilil

ciclasa, fosfolipasa C y canales i6nicos.   Se ha visto por ejemplo que la subunidad

Got   y   el   dimero   Gpy   pueden   regular   la   actividad   de   sistemas   efectores

independientemente     o     simulfaneamente,      ya     sea     sinergisticamente      o

antag6nicamente (Tang y Gilman,1991; Smrcka y Stemweis,1993;  Offermanns y

Schultz,   1994).     Todos  estos  antecedentes  han  contribuido  a  la  idea  de  una

participaci6n activa de Gf}y en el proceso de transducci6n de sefiales.

La lista de sistemas efectores regulados por protefnas G, los cuales tambi6n

son  modulados  por dimeros  GBy,  se  ha  expandido  fapidamente  y ahora  incluye

ciertas isoformas de enzimas tales como la fosfolipasa CP (Camps y cols.,  1992), la

adenilil ciclasa (Tang y col.,  1991;  1992;  Federman y cols.,  1992),  ciertos canales

i6nicos  (Kim  y cols.,  1989)  y vias  de  respuesta  a feromona  en  Saccharomyces

cerew.s/.ae  (Whiteway  y  cols.,  1989).    Recientemente  se  ha  encontrado  que  el

dimero  Gpy  puede  activar  otras  vfas  de  transducoi6n  de  sefiales,  propias  de

factores  de  crecimiento,  a trav6s  de  la  activaci6n  de  raf-1  y  de  la  via  de  MAP

quinasas (Crespo y cols.,1994).   Esto es sin duda un gran hallazgo pues permite

entender  estudios  previos  sobre  el  efecto  sjnergico  de  receptores  acoplados  a
I

proteinas G y receptores para factores de crecimiento sobre una misma via.
I

Por otro  lado  se  ha  descrito  que  las  subunidades  Gpy  no  s6lo  participan

directamente  sobre  .los  sistemas  efectores,  sino  que  tambi6n  participan  en  la
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regulaci6n del  proceso de desensibilizaci6n  del  receptor.    Este mecanismo se ha

estudiado en el receptor P adren6rgico (Pitcher y cols.,1992;  Kim y cols.,1993) y

consiste en que una vez que la proteina G se ha activado y se produce la liberaci6n

del   dimero   Gpy,   este   presenta   una   alta   afinidad   por  las   proteina   quinasas

especificas para los receptores P-adrenergicos o PARK quinasas.  En este proceso

el   dimero   Gpy  se   une  fuertemente  a   la   protefna   quinasa   en   la   membrana

reteni6ndola y de ese modo posibilitando la fosforilaci6n de[ receptor.

D. 3.   Modificaciones covalentes  postraduccionales que regulan  la uni6n a

membrana de ]os componentes de la profeina G.

Tal   como   se   mencion6   anteriormente   la   subunidad   Gor   sufre   adici6n

covalente de lfpidos a su estructura.  Las subunidades Gy de proteinas G (excepto

transducina)  tambi6n  son  modificadas  por  lfpidos,  en  este  caso  en  el  extremo

carboxilo terminal por el isoptenoide geranil-geraniol (Sanford y cols.,  1991).   Esta

isoprenilaci6n   de   la   subunidad   G7   confiere   un   cafacter   mss   hidrofobico   al

heterotrimero   Gorpy     y   permite   su   anclaje   a   la   membrana   plasmatica.      EI

mecanismo es complejo y consiste en una isoprenilaci6n en un residuo de cisteina

localizado en  la secuencia  CXXX en el  extremo  C-terminal.    Una vez que se  ha

producido  la  modificaci6n  se  produce  una  prote6Iisis  que  elimina  los  dltimos  3

residuos aminoacidicos y finalmerite ocurre  una  metilaci6n  de  la cisteina terminal

(Casey,1994).

D. 4.  Mecanismo de activaci6n y desactivaci6n de la proteina G.

Las estructuras responsables de las distintas propiedades bioquimicas que

presentan las protei'nas Goo durante el ciclo de activaci6n y desactivaci6n son poco

comprendidas.   Se postula que todo el proceso toma lugar en la cara intema de la

membrana  plasmatica  con  las  subunidades  Goo y  Gpy   asociadas  a  ella.    En  el

estado no activo, la subunidad Got esta asociada al heterodinero Gpy formando el
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heterotrimero Gorpy que tiene unido GDP.   La uni6n de un agonista a el  receptor

induce  la  forma  activa  del  complejo  hormona-receptor el  cual  se  une  al  trinero

Gchpy-GDP.   Esta interacoi6n induce el intercambio de GDP por GTP, la disociaci6n

de la subunidad Got-GTP del dimero Gpy y la producci6n de subunidades Goo-GTP

y Gpy activas, las cuales cumplifan las funciones antes mencionadas.   Aca podrfa

decirse que el complejo  hormona-receptor'funciona como  un verdadero factor de

intercambio de[ nucle6tido.   La transducoi6n de la serial se termina por la hidr6lisis

del  GTP  a  GDP  por  la  actividad  GTpasica  intrinseca  de  la  subunidad   Got,

genefandose nuevamente la especie  inactiva Goo-GDP.    Despu6s de  la  hidr6lisis

del GTP,  la subunidad Got se disocia del sistema efector y se vuelve a asociar al

dimero    Gcy,    regenefandose    la    especie    trim6rica    inactiva    Gorpy-GDP    y

reiniciandose el cic[o de activaci6n y desactivaci6n (Conk[in y Boume,  1993).

La Figura 7 muestra el proceso de  hidr6Iisis de GTP y el ciclo de activaci6n

y desactivaci6n para la proteina G.   Se puede apreciar que la subunidad Goo pasa

por tres estados, el estado inactivo Goo-GDP (cuadrado en la figura), el estado Got

sin nucle6tido de` guanina (circulo en la figura) y el estado activo Got-GTP  (rombo

en  la  figura).    EI  estado  Gch-GDP tiene  una alta  afinidad  por el  dimero  Gpy y  la

uni6n de Gpy aumenta la afinidad de Gci por GDP.   El receptor estimulado por el

ligando (R* en la figura) se une al complej.o Gchpy-GDP produciendo la liberaci6n de

GDP y generando un. Gchvpy (el subindice indica el sitio de uni6n del nucle6tido de

guanina vacfo).    En  ausencia de  nucle6tido  de  guanina  agregado,  el  R* se  une

fuertemente a Gcftypy y estabi]iza el complejo.  Cuando el GTP entra al sitio de uni6n

de  nucle6tido  vacfo,  el  complej.o  Gorpy-GTP  adopta  una  nueva  conformaci6n,  lo

cual causa la fapida disociaci6n de R* y de GOT.   La subunidad Gor-GTP tiene una

alta afinjdad por el sistema efector y regula su actividad.   Para la mayorfa de las

subunidades  GCh,  Ia  constante de ve[ocidad  intrinseca  de  hidr6Iisis  de  GTP  esfa

entre 0,5 y 5 min-1.   Ciertos sistemas efectores aceleran esta velocidad en un factor
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de10a50veces(Arshavskyycol.,1992;Bersteinycols.,1992),postulandoseque

ellas  son  verdaderas  proteinas  activadoras  de  la  actividad  GTpasica  (GAP).

Finalmente, y debido a la alta afinidad de la subunidad Goo-GDP por el dimero Gpy

se produce la reasociaci6n y formaci6n del heterotrinero Gorpy (Pang y Stenweis,

1989).

E. Sistemas efectores.

E.1. Sistema de la adenilil ciclasa.

EI  CAMP  es  un  mediador  intracelular  que  se  encuentra  presente  en  las

c6Iulas en concentraciones de 10-7 M.   Los niveles de CAMP cambian bruscamente

en  respuesta a algunos estfmulos extracelulares.    Para que ello ocuma se debe

sintetizar y degradar  muy fapidamente y de una manera muy controlada.   El CAMP

es sjntetizado a par[ir de ATP por la enzima de membrana plasmatica,  la adenilil

ciclasa, y es fapidamente degradado por una o mas fosfodiesterasas de CAMP, las

cuales  hidrolizan  el  CAMP  a  adenosina  5`-monofosfato.     Hasta  ahora  se  han

identificado ocho genes codificantes para diferentes adenilil ciclasas en maml'feiios

(Taussig y Gilman,1995).

Las adeniljl ciclasas son proteinas cuyo tamafio oscila entre  1.064 y  1.248

residuos,  con  una  masa  molecular  cercana  a  los  120.000.     De  acuerdo  a  la

estructura  primaria  deducida  y  a  su  similitud  con  protel'nas  transportadoras  de

membrana  se  ha  propuesto  una  topologfa  tlnica.     Cada  protefna  posee  una

pequefia  regi6n  amino  terminal  hacia  el  Iado  intracelular,   a  continuaci6n  seis

segmentos  hidrofobicos que atraviesan  la  membrana seis veces,  seguido de  un

largo segmento citoplasmatico de 40 kDa y de otros seis segmentos hidrofobicos

que  tambien  atraviesan  la  membrana  seis  veces,   finaljzando  con   una  regj6n

carboxilo teminal intracelular de 35 kDa  (CaH y cols.,1994; Krupinski y cols,1995;

Premont y cols.,  1992; Gao y Gilman,1991).   La Figura 8 muestra un esquema de

la estructura propuesta para las adenjlil ciclasas.   Entre las distintas ciclasas existe
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Figura 8. Estructura de la adenilil ciclasa.
Las adenilil  ciclasas son  proteinas  con  una  masa molecular cercana a  120.000.  Se  ha
propuesto una topologia dnica, que consiste de una pequefia regi6n amino terminal hacia
el lado intracelular, a continuaci6n 6 segmentos hidrof6bicos que atraviesan la membrana
6 veces, seguido de un largo segmento c.rtoplasmatico de 40 kDa y de otros 6 segmentos
hidrofobicos  que tambj6n  atraviesan  la  membrana  6  veces,  finalizando  con  una  regi6n
carboxilo  terminal  intracelular.   En   [as   regiones   citoplasmaticas   Ci   y  C2   residen   las
actividades de uni6n e hidr6lisis de ATP.
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una identidad de secuencia priman.a de alliededor de 50 %, aumentando este grado

de similitud en los dos segmentos hidrofilicos localizados en el lado citoplasmatico.

Estos dos segmentos parecen ser los que forman el sitio de uni6n de ATP y de

catalisis en  la sintesis de CAMP  (Tang y Gilman,  1992;  Taussig y Gilman,  1995).

La actividad de las adenilil ciclasas puede ser regulada por distintos mecanismos y

efectores.   Sabemos ya que puede ser regulada por subunidades  Goo y dl'meros

Gpy (Lustig y cols,1993;  Tang y cols,1992),  por proteina quinasa C fYoshimura y

Cooper,  1993),  por  el  ion  Ca2+  ryoshimura  y  Cooper,  1992),  y  por  el  diterpeno

forskolina (Seamon y Daly,   1981).

Algunos receptores elevan los niveles de CAMP intracelulares por activaci6n

delaadenililciclasa`atrav6sdeunaproteinaGestimuladoradenominadaGs(Tang

y  Gilman,   1992).    Otros  receptores  en  cambio  provocan  la  disminuci6n  de  log

niveles de CAMP por inhibici6n de la adenilil ciclasa,  proceso que es mediado por

una  proteina  G  inhibidora  Gi  (Tang  y Gilman,  1992).    Los  receptores  Pi,  P2  y P3

adren6rgicos,    dopamina,    histamina   H2,    serotonina   5HTi,    5HTiA,    A2/RDC8,
L

luteinizante,  tirotrofina y foliculo estimulante aumentan  los  niveles de CAMP.    Los

receptores muscarinicos m2 y m4,  CR, y Dopamina D2 disminuyen los niveles de

CAMP.

Cuando un receptor or2-adren6rgico es estimulado, este activa una proteina

Gi,  provocando la disociaci6n y generaci6n de Gcxp-GTP y del diniero Gpy (Chen e

lyengar,  1993).   Se piensa que ambos,  Gclt y Gpy contribuyen a la inhibici6n de la

adenilil ciclasa (Taussig y Gilman,1995`; Stemweis,1994).   La subunidad Gqu inhibe

la ciclasa por un  mecanismo directo (Wong y cols.,  1991;  Lowndes y cols.,  1991;

Hermouet  y  cols.,   1991;  Wong  y  cols.,   1992),   y  por  un   mecanismo  indirecfo

secuestrando dfmeros  Gpy libres.   EI dfmero  Gpy inhibe la sl'ntesis  de CAMP  por

dos vfas,  directamente por uni6n a la adeni[i[ ciclasa o indirectamente por uni6n y

secuestro de  subunidades Gcts libres (Stemwejs,1994).
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E. 2.  Sjstema de la fosfoljpasa CP.

El  proceso de activaci6n  de  la fosfolipasa  CP  ocurre cuando  un  complej.o

hormona-receptor  activa  a  una  proteina  del  tipo  Gqtii  o  algunas  proteinas  G

sensibles a la toxina de Bordefe//a perfussi.s ,  como Go y Gi (Exton,  1988 y 1994;

Moriarty  y  cols.,  1990).    El  efecto  regulador de  Go  y  Gi   sobre  esta  fosfolipasa

parece ser mediado por Gpy y no por la subunidade Goo.   Esta enzima fapidamente

rompe  el  fosfatidil  inositoI  4,5-bisfosfato  (PIP2)  presente  en   membranas,   para

generar dos productos, el inositol trisfosfato (IP3) y el diacilglicerol (DAG) (Ben.dge,

1993).  EI  IP3  producido difunde  fapidamente a traves del  citoplasma y se  une a

receptores especificos present;s en el retfoulo endoplasmico (Ferris,1992).   Estos

receptores para lp3 son tetfameros formados por cuatro subunidades id6nticas y

que funcionalmente tambi6n son canales de Ca2+.   Cuando estos receptores de IP3

son  activados,   desencadenan   la   fapida  liberaci6n   de  Ca2+  desde  el   retieulo

endoplasmico  hacia  el  citoplasma  (Bern.dge,  1993).    En  c6Iulas  estimuladas  por

agonistas,   Ia  movilizaci6n  de  Ca2+  intracelular  va  acompafiada  tambi6n  de  la

entrada de Ca2+ desde el espacio extracelular (Bemard,  1992).   Este sistema deja

de ejercer su acci6n por desfosforilaci6n del  lp3 por fosfatasas especificas y por

paso del Ca2+desde el citoplasma hacia el exterior de la c6lula.

EI  DAG que se genera por la hidr6Iisis de  PIP2 es capaz de activar a uns

serina/treonina  protefna  quinasa  o  Protei'na  quinasa  C  (PKC)  cuya  actividad  es

dependiente  de  Ca2+  y  fosfolipidos.     La  PKC  migra  desde  el  citoplasma  a  la

membrana plasmatica por la acci6n del Ca2+,  DAG y el fosfolfpido de membrana,

fosfatidil  serina  (Nishizuka,   1992)  donde  adquiere  su  forma  a.ctiva  fosforilando

diferentes profeinas blanco cuya modificaci6n se traduce en cambios en la funci6n

celular.   Entre los sustratos de la PKC esfan algunos componentes de la cascada

de serina/treonina/tirosina quinasas que conducen a la fosfon.Iaci6n y activaci6n de

una proteina reguladora,  la MAP quinasa la cual a su vez fosforila a otra proteina

denominada  ELK1.     La  protefna  ELKl  se  une  al  DNA,  regulando  la  expresi6n
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96nica de varios genes (Hunter y Karin,  1992).   En otros casos la activaci6n de la

PKC conduce a [a fosforilaci6n de la proteina inhibidora lkBs, lo cua[ permite que la

proteina  NFkB `quede  disponible  y  migre  al  ndcleo  activando  la  transcripci6n  de

genes  especificos  (Liou  y  col.,   1993).     Los  receptores  que  se  acoplan  a  la

estimulaci6n   de   fosfolipasa   CP   pueden   dividirse   en   dos   grupos   segdn   las

secuencias de consenso encontradas, Grupo 1 : receptores muscarinicos ml , m3 y

m5, NT, serotonina 5HT2 y  5HTlc; Grupo 2: receptores ETA, ETB, F3R, Alll, C5a,

Thr, GRP, TRH, PAF, GLU, SKR, SPR y NmK.

E. 3.  Sistema de la MAP quinasa.

Las  sefiales  proliferativas  se  asocian  generalmente  con  receptores  de

factores de crecimiento los cuales poseen  una actividad proteina tirosina quinasa

intrinseca.   La estimulaci6n de estos receptores, es un proceso de varias etapas,

que  resulta  en  la  activaci6n  intracelular  de  una  familia  de  proteina  quinasas,.

denominadas protefnas quinasas activadas por mit6genos o MAP quinasas (Cano

y Mahadevan,  1994).   En levaduras existen cuatro vfas distintas de activaci6n de

MAP  quinasas y en  vertebrados  se  han  identificado  tres  vias  paralelas.    La  via

mej.or caracterjzada  en  vertebrados  es  la  de  las  MAP  quinasas  ERK-1  y  ERK-2

(quinasas   reguladas   extracelularmente).      Estas   MAP   quinasas   tambi6n   son

activadas en procesos de diferenciaci6n celular, tal como el proceso de inducoi6n

de  la  maduraci6n  en  oocitos  de  Xenapus  /aew.s  en  respuesta  a  progesterona

(Muslin y cols.,1993).

La  Figura 9  muestra  la  activaci6n  de  la via  MAP  quinasa  por receptores

tirosina quinasa y receptores acoplados a proteinas G.   La via de receptores para

factores de cliecimiento esta muy bien descrita en fibroblastos (Boudewij.n y cols.,

1995).  Al producirse la estimulaci6n de receptores tirosina quinasa, en primer lugar

se  produce  una  autofosforilaci6n  en  residuos  de  tirosina  ubicados  en  la  regi6n

citoplasmatica del receptor.   Los residuos de tirosina fosforilados son reconocidos
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Figura  9.  Via  de  activaci6n  de  MAP  quinaca  por  reoep(ores  tirosina  quinaso  y
reoeptores acoplados a prdeina G.
La estimulaci6n de algunos  reoeptores tirosina quinasa provoca su autofosforilaci6n en
residuos de tirosina en la region citoplasmatica del receptor.  Estos residuos fosforifados
son reconocidos por la proteina adaptadola GR82, Ia que a su vez une y adiva a un factor
de intemambio de GOP/GTP para Ras denominado SOS. Esto pro`mea el inteicambio de
GOP por GTP en Ras acGvandolo.  RasJGTP une a la proteina quinasa Raf-1 reteni6ndola
en la membrana plasmatica e induciendo su achaci6n.   La activaci6n de Raf-1  induce la
fosforilaci6n de la proteina quinasa MAP quinasa quinasa la oval fosforila y active a la
proteina quinasa MAP quinasa.
Por ofro lado, la estimulaci6n de algunos receptores acoplados a proteinas G provma la
activaci6n de la proteina G y el dimero Py desencadena la achaci6n de la cascada de
fosforilaciones antes sefialadas.
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adaptadoraGR82uneyactivaaotrapiiotei'nadenominadaSOS,queesunfactor

deintencambjodeGDP/GTPpailaRas.Leactjvacj6ndeSOSproduceasuvezla

activaci6n  de  Ras  y  la  forma  activa  Ras-GTP  une  una  sen.na/treonjna  quinasa

denominadaRaf-1.Estaunj6npermitequelaquinasaRaf-1quederiefenidaenla

membrana   plasmatica   donde  su  activjdad   quinasa   se   eleva   en   foma   muy

considerable(Leeversycols.,1994).Despu6sdelauni6nentreRasyRaf-1se

pnoduceunahjperfosforilacj6ndeRaf-1yunaumentoadjcjonalensuactivjdad

qujnasa.    Sin  embargo,  la  activaci6n  producida  por esta  fosfon.Iacj6n  parece ser

menos  importanfe  que  la  provocada  por  su  translocaci6n  y  ubicacj6n  en   la

membrana  (Leevers  y cols.,  1994).    La  serl.na/treonjna  qujnasa  Raf-1  fosforila  y

activa  a  ctra  proteina  quinasa,   denominada  MAP  quinasa  qujnasa   (MAPKxp

(Kyn.akjsyco's.,1992).EstaVAPKKesunaqujnasadeespecjficjdaddual,es

decirfosforilaresiduosdesen.na,treoninaytjrosina.LaMAPKKasuvezfosforilay

activaotrapiiofel'naqujnasadenomjnadaVAPquinasa(VAPK).Enmamfferoslas

VAPqujnasasERK-1yERK-2(p44twueKyp42MAPK)sonlasmejorestudjadas.

EsfasVAPqujnasasfosforilanprotei'nasblancoenresiduosdesen.naytreonjna

queseencuentranadyacenfesaresiduosdeproljna(MarshaH1995).En{relas

protei'nassustratosdelasVAPquinasasfiguranunasen.edeproteinascelulares

como  la  qujnasa  n.bosomal  S6  (p90rsk),  Ia  protei'na  quinasa  activada  por  RAP

quinasa,IafosfoljpasaA2,yfactoresdetranscn.pci6n(factordelcomplejoteman.o)

(Boudewijn y cots.,1995).

Talcomosedescn.bj6anten.ormenteenelpuntoD.2"HeterodinieroGpyde

laprotei'naG",algunosreceptoresacopladosaproteinasGfambiensoncapaces

deregular`avi'ade`asVAPquinasas.Enc6lulasCOS-7quesobreexpresan

receptoresmuscarinicosmlym2yenrespuestaalagonjstacarbacol,seplioduce

unaactivacj6ndelaVAPqujnasaERK2.Gun.osamenfeambostjposdereceptones
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se acoplan a sistemas efectores distintos,  Ia fosfolipasa CP y la adenilil ciclasa a

trav6s  de   protefnas   G   que  tambi6n   son   diferentes,   la   proteina   Gcxo  y  Gqu,

respectivamente (Crespo y cols.,1994).   Esto se explica debido a que la activaci6n

de la MAP quinasa en ambos casos es mediado por los dimeros Gpy y no por las

subunidades Goo de la proteina G (Crespo y cols.,1994) (Figura 9).   El mecanismo

por el cual el dimero Gpy activa la via de MAP quinasa no esta del todo aclarado y

durante un tiempo se pens6 que era a traves de un mecanismo indirecto, ya que no

se habia podido observar interacci6n directa entre el dfmero Gpy y alguna proteina

de la via de las MAP quinasa.  Sin embargo liecientemente se ha podido demostrar,

a trav6s de estudios con el sistema de expresi6n de doble hibrido en levadura, que

existe  una  interacci6n  directa entre  Gcy y  la  proteina  quinasa  Raf-1  (Pumiglia  y

cols.,  1995).   Segdn  [o anterior,  [os dimeros Gpy llevan a  Raf-1  a la  membrana y

cumplen una funci6n similar a Ras, en lo que se refiere a la translocaci6n de Raf-1

a la membrana.   Probablemente la uni6n entre el dfmero GBy y la protefna Raf-1

sea un mecanismo universal para la integraci6n de las sefiales generadas por dos

sistemas de transducci6n de sefiales, Ios receptores para factores de crecimiento y

los receptores acop[ados a proteinas G.

F.  Sistemas de transducci6n de sefia[es en e[ oocito de Xenapus /aew-s.

Los  oocitos  de  anfibios  se  han   utilizado  `ampliamente  para  estudiar  el

proceso de maduraci6n y divisi6n celular, ya que ofrece una divisi6n celu[ar libre de
I interfase que dura varias horas desde su inicio hasta su termino. Ademas, a partir

de un solo ovario se pueden obtener grandes cantidades de oocitos los cuales son

lo suficientemente grandes para ser microinyectados y con el objeto de   inducir el

proceso de maduraci6n t.n vt.fro. ` Esto hace que los oocitos se anfibios se conviertan

en un sistema ideal para estudios de las distintas vfas de transducci6n de sefiales

involucradas en la maduraci6n y divisi6n celular.



F. 1.  La maduraci6n mei6tica del oocito. 40

EIprocesodemaduracj6ndeloocitodeXenapws/aew.sesunaetapamuy

jmportanteenlapreparacj6ndelac6lulagermjnalparasufertilizaci6n.Losoocitos

de  anfibjos  en  estado  VI  se  encuentran  defenjdos  en  la  profase  de  la  primera

divjsi6n  mei6tica.    Estos  oocitos  se  encuentran  iiodeados  desde  adentro  hacia

afueraporunaseriedecapas:unamembranaviteljna,queesunacapafibrosa,

unacapadec6lulasfoljculares,unacapadetej.idoconectivoyfinalmenteunacapa

de  c6lulas  epiteljales.     Ademas,  los  oocitos  contienen  un  nticleo  muy  grande

denominado vesfcula germinal (GV), encargado de la sfntesis activa de RNA.   La

hormonalutejnizante,liberadadesdelapitujtaria,actdaenlascelulasfoliculares,

inducjendo  la  sl'ntesis  y  liberaci6n  de  la  hormona  esteroidal  progesterona.     La

meiosis  se  reinicia  fisiol6gicamente  por  la  acci6n  de  esta  hormona  esteroidal.

Duranteesteproceso,lavesi'culagermjnalsedisuelveylamejosjscontinuahasta

la  metafase  de  la  segunda  djvisi6n  mei6tica.     Este  proceso  se  conoce  como

maduraci6n  mej6tica  y transforma  al  oocjto  en  un  huevo  con  capacjdad  de  ser

fecundadoejnjciarlaembriogenesis(Maller,1985).

Este  evento  de  maduracj6n  mej6tica  puede  ser  reproducido  /.n  v/.fro  en

oocjtos  a  los  cuales  se  les  ha  eljmjnado  las  c6Iulas  foljculares  que  lo  rodean  e

incuba'dosconprogesterona/nw.fro(MalleryKrebs,1977).

F. 2.  Efecto de la hormona progesferona.

EI  mecanismo  generalmente  aceptado  para  la  accj6n  de  las  horm'onas

esteroidalesenc6lulassomaticasinvolucralaformaci6ndeuncomplej.ohormona-

receptorenelnacleo,elcualmigraparaunirseasecuenciasespeci'ficasdeDNAy

producjrlatranson.pcj6ndediversosgenes(WahljyMartl'nez,1991;Groenmeyer,

1992).      En   los   oocitos   de  anfibios,   en   cambjo,   se   ha   esfablecido   que   la

progesterona actda en  la superficie celular del oocjto con  subsecuentes eventos

citoplasmatjcosreguladosanivelpost-transcn.pcional(SadleryMaller,1982).Con
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respecto al receptor de membrana para progesterona, se ha intentado varias veces

su identificaci6n pero hasta la fecha no existe una caracterizaci6n e identificaci6n

clara (Sadler y Maller,1982, Blondeau y Bolieau,1984).

Como se analizafa en  ]a secoi6n  "Regulaci6n  de  la actividad  de  la adenilil

ciclasa en  oocitos de Xenapus /aew.s",  el  proceso de  maduraci6n  gatillado  por la

progesterona ocurre por inhibici6n de la adenilil ciclasa,  disminuci6n en los niveles

intracelulares  de  CAMP,  con  [a  consecuente  disminuci6n  de  la  actividad  de  la

protefna qujnasa dependiente de CAMP (Maller y col.,1977; Jordana y cols.,1981).

Unas 2 horas despu6s del tratamiento con progesterona se produce un aumento en

la sintesis proteica,  etapa que es necesaria para que se produzca la maduraci6n

(Bravo,1978).

Durante  la  maduraci6n  inducida  por  progesterona  se  produce  ademas  la

fosforilaci6n y activaci6n de las protei'nas quinasas Raf-1,  MAP quinasa quinasa y

MAP quinasa,   Ias cuales como se describi6 anteriormente estan involucradas en

losprocesosdeproliferaci6nydjfeI;nciaci6ncelular(Muslinycols.,1993).

Tambi6n  se  ha  descrito  que  unas  pocas  horas  antes  que  la  vesieula

germinal  se  disuelva,  se  produce  la  activaci6n  de  un  inductor  intracelular de  ]a

maduraci6n,  denominado factor que promueve la maduraci6n  (MPF).   Este factor

esta formado  por la quinasa p34Cdc2 y por ciclina  8 y se  mantiene  en  los oocitos

inmaduros como un complejo inactivo llamado preMPF.   La inactivaci6n de MPF se

correlaciona con  la fosforilaci6n de la quinasa p34Cdc2   y con la degradaci6n de  la

cic[ina asociada.    Este factor al  ser activado  induce  la fosforilaci6n  de  proteinas

(Cicirelli.  y cols.,  1988),  la degradaci6n de la vesieula germinal y la condensaci6n

de los cromosomas.   La actividad de este MPF aumenta antes de la degradaci6n

de  la  vesfcula  germinal,  disminuye  en  la  metafase  I,  y  se  eleva  nuevamente

permaneciendo.alta durante la metafase 11 (Kosako y cols.,1994)..   La detenci6n en

la metafase 11 ocume per la acci6n de un factor citosfatico,  denominado CSF.    EI

producto del proto-oncog6n c-mos, una serina treonina quinasa de 39 kDa,  parece
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inducida  por progesterona  y es  requen.do  palia  la  activaci6n  de  MPF  y  para    la

degradaci6ndelavesi'cu`agerminaI(Sagataycols.,1989).Comosediscutiraen

laseccj6n"Regulaci6ndelavi'a`delasMAPqujnasasenoocitosdeXenapus

/aevis",c-mosesunaVAPquinasaquinasaqujnasaysehapliopuestoquepuede

serelresponsable,almenosenparte,delaactivacj6ndelacascadadelasMAP

qujnasasenlamaduraci6ndeloocito.(Posadaycols.,1993).

F.3.Regulacj6ndelaactjvidaddelaadeniljlciclasaenoocitosdeXenap«s

laevis.

La  aden""  cjclasa  de  oocitos  de Xenapus /aevis,  al  jgual  que  todas  las

aden"W   ciclasas   previamente   caracterizadas,   es   una   profeina   de   membrana

p'asmatica  cuya  activjdad  es  estjmulada  por analogos  no  hjdroljzables  de  GTP

comoGwhp-P(NH)P,GTpys,porAIF4-,porlatoxinadelc6Iera,porforskoljna,pero

noporCa++-calmodulina(Jordanaycols..1984).Laaccj6nestimulantedeGTPy

toxjnadelc6Ieraindjcanlaparticipacj6ndeunaproteinaGs(SadleryMaller1981).

Estudios   previos   permitieron   identificar  una   protei'na   de   43.000   daltons   que

probablementecorrespondealaproteinaGs(Olafeycols,1985b).Posteriormente

porclonamientoseidentificaron2genesquecodjficansubunidadesdeltipoGca

(O'ateycols.,1989),lascualespodrfanestarjnvolucradasenlaregulacj6ndeesta

via.Unhechointeresanteesquelaactivacj6ndelaadenjlilciclasaporanalogos

deGTPyporlatoxjnadelc6leraesbloqueadaparcialmenteporprogesterona.Sin

embargo,Iapiiogesteronanopuedebloquearlaactivaci6ndelaciclasainducida

poracci6ndeforskolina(OIateycols.,1984;Olafe,1985a),indjcandounaposible

accj6ndepliogesteiionaanjveldelaactivacj6ndelaprotel'naGsynodjrecfamente

sobreelsjstemaefectoradenjlilcjclasa.

El  mecanjsmo  exacto  por el  cual  Ia  progesterona  causa  jnhibjcj6n  de  la

aden"#  cjclasa  no  se  conoce.    Este  efecto  jnhibjdor sobre  la  adenwH  cjclasa  es
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dependiente de GTP indicando la participaci6n de una protefna G.   Por clonamiento

se han caracterizado dos genes codificantes para subunidades Gori en oocitos de

Xenaptfs /aevt.s (O[ate y cols.,1989).   Se desconoce si alguna de estas proteinas

Gi participa en la inhibici6n de la adenilil ciclasa como se ha descrito para este tipo

de protefnas en mamiferos.   Sin embargo, se ha establecido que en la inhibici6n de

la  adenilil  ciclasa  por  progesterona  no  participarfa  una  profeina  Gi,  ya  que  la

preincubaci6n  de  membranas  de oocito con  la toxina  de  Bordefe//a perfussj.s  no

revierfe e[ efecto inhibidor de la progesterona  (Olate y cols.,  1984,  Sadler y cols.,

1984).

Por otro lado, se ha demostrado que para la acci6n de la progesterona se

requiere la participaci6n de una protefna quinasa dependiente de CAMP.   Esto se

demostr6 en  experimentos donde la subunidad  reguladora de  esta quinasa y  un

inhibidor son capaces de activar el proceso de maduraci6n mei6tica y en con{raste,

[a subunidad cata[ftica de esta enzima inhibe dicho proceso (Maller y krebs,  1977).

F. 4.  Regulaci6n de la fosfolipasa C en oocitos de Xenaptis /aevi-s.

Se  ha  descrito  que  puede  haber  mdltiples  vfas  por  las  cuales  estfmulos

externos pueden gatillar el proceso de   maduraci6n en el oocito.   Por ejemplo,  se

ha   descrito   que   la   microinyecci6n   de   tres   tipos   de   fosfolipasas   diferentes,

fosfolipasas A2,  C y D,  separadamente son capaces de inducir la maduraci6n de

oocitos de Xer}apus /aew.s (Carnero y Lacal,1993).   Por otro lado, se ha observado

que despu6s de la estimulaci6n con progesterona, ademas de la disminuci6n en los

niveles de CAMP, e[ nivel de DAG cae en un 300/o y despu6s de 2 minutes empieza

a  subir,  alcanzando  niveles  normales  a  los  15  minutes  y  superiores  hasta  la

degradaci6n  de  la vesfoula germjnal  ovamo]d  y Smith,  1990;  Stith  y  cols.,  1991).

Varno[d    y    co[aboradores    en    1990,    informaron    una    disminuci6n    de    lp3

inmediatamente  despu6s  de  la  estimulaci6n  con  progesterona,  y  por  otro  lado,

Wasserman  y  colaboradores,  en  el  mismo  afro,  observaron  un  aumento  en  los
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niveles  de  lp3 similar al  DAG,  pero sin  ]a disminuci6n  inicial  (Wasserman  y cols.,

1990).     Estos  investigadores  sugieren  que  los  cambios  observados  en  ambos

metabo[itos   podrfan   indjcar   la   participaci6n   de   [a   PLCP   en   el   proceso   de

maduraci6n.

Tambi6n se ha reportado que la subunidad Goo de bovino,  microinyectada

en  oocitos,  provoca  la activaci6n  de  la via  de  degradaci6n  de fosfatidil  inositoles

(Moriarty  y  cols.,   1990).      La   misma   subunidad   Goco   activa   corrientes   de   CI-

dependientes de Ca2+ y subsecuentemente induce la maduraci6n del oocito (Kroll y

cols.,   1991).     Se  ha  demostrado  ademas  que  en  oocitos  de  Xenapus  /aevt.s,

microinyectados  con  los  mRNAs  codificantes  para  la  proteina  GCiq,  se  produce

activaci6n  de  la  fosfolipasa  CP,   pero  en  este  caso  no  se  observa  una  clara

inducci6n de la maduraci6n (Guttridge y cols.,  1995).

Estos resultados indican que la activacj6n de fosfolipasa CP no parece ser

requisite dnico para la maduraci6n, aunque en algunos casos la activaci6n de esta

fosfolipasa puede gatillar esfe proceso.   La importancja fisiol6gica de esto adn  no

se ha esclarecido.

F.  5.    Regulaci6n  de  la via de  las  MAP  quinasas   en  oocitos  de Xenapus

laevis.

En  el  oocito de Xenapus /aevis se han  identificado  las  proteinas quinasas

que  forman  parfe  de  la  cascada  de  las  MAP  quinasas:     Raf-1,  MAP  quinasa

quinasa y MAP quinasa (Kosako y cols.,  1994).

Como se menciono anteriormente, durante la maduraci6n mai6tica inducida

por progesterona se produce la fosforilaci6n y activaci6n de las proteinas quinasas

Raf-1,  MAP quinasa quinasa y MAP quinasa (Posada y cols.,1993;  Muslin y cols.,

1993).    La activaci6n  de esta cascada  parece ser necesaria  para  la  maduraci6n

inducida por la progesterona (Kosako,  1994).   AI microinyectar una mutante activa

de Raf-1  quinasa en el oocito se produce un dfastico aumento en la maduraci6n y
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una  mutante  dominante  negativa  bloque6  totalmente  el  proceso  de  maduraci6n

mei6tica  (Muslin  y  cols.,   1993).    Por  otro  lado,  [a  microinyecoi6n  de  anticuerpos

especrficos anti  MAP  quinasa quinasa previno la activaci6n  de MAP  quinasa y la

degradaci6n de la vesieula germinal inducidas por c-mos o por progesterona.

Como ya se mencion6 c-mos es una MAP quinasa quinasa quinasa y se ha

propuesto que puede ser el responsable de la activaci6n de la cascada de las MAP

quinasas en la maduraci6n del oocito. (Posada y cols„  1993).   En base a esto y a

su  capacidad  de  jnducir  la  maduraci6n  mei6tica,  se  postu[a  que  la  cascada  de

activaci6n de las MAP quinasas en el oocito funcionarian de [a siguiente forma:  la

progesterona  inducirfa  la sfntesis  de  c-mos,  c-mos  a  su  vez activarfa  a  la  MAP

quinasa quinasa y esta activarfa a la I\/IAP quinasa,  Io cual resulta en la activaci6n

de MPF (Kosako.,1993).   En esta hip6tesis no se considera la participaci6n de Raf-

1,  que  parece  ser  importante  en  esta  via.    Segtln  este  modelo,  serfa  de  gran

importancia  hacer una  btlsqueda de  los  posibles  sustratos  para  la  MAP  quinasa

que sirvan como intermediarios en [a activaci6n de MPF.

F. 5.  Efecto de la hormona acetilcolina.

Se  ha  descrito  que  bajas  dosis  de  acetilcolina  potencian  el  proceso  de

maduraci6n  inducido  por  progesterona,   pero  e[  Iigando  muscarfnico  no  induce

maduraci6n  por  sf  solo  (Dascal  y  cols.,   1984).     La  acci6n  de  ]a  acetilcolina  es

dependiente de la concentraci6n y dosis de acetilcolina tan  bajas como  1  nM son

capaces  de  facilitar  el  proceso  de  maduraci6n  (Dasca[,  1987).    Eke  efecto  es

tota[mente bloqueado por el antagonista colin6rgico atropina.   Mas adn,  al incubar

oocitos  en  presencia  de  progesterona  y  atropina  el  proceso  de  maduraci6n  es

retrasado en el tiempo indicando la parficipaci6n de acetilcolina end6gena presente

en la membrana del oocito (Dascal y cols.,1984).   El mecariismo molecular por e[

cual  la  acetilcolina  potencia  la  maduraci6n  no  esta  c[aro.     Con  respecto  a  ]as

posibles  vfas  de  transducci6n  que  uti]izarfa  el  o   los  receptores  muscarfnicos
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presentes   en   el   oocito,   existe   abundante   evidencia   de   una   estimulaci6n   de

fosfolipasa C y un antecedente de inhibici6n de adenilil ciclasa.

En estudios electrofisiol6gicos,  realizados en oocitos de Xenapus /aew.s, se

ha  observado  que  la  acetilcolina  produce   una  compleja  depolarizaci6n   de   la

membrana  (Kusano  y  cols.,   1977).    Se  conoce  actualmente  que  la  acetilcolina

gatilla   una   cascada   de   reacciones   intracelulares   incluyendo   la   hidr6lisis   de

fosfatidilinosito14,5-bisfosfato,  lo cual  resulta a su vez en  la formaci6n  intracelular

de  lp3 y consecuentemen{e  en  la  movilizaci6n  de  calcio  intracelular mediada  por

IP3.   Finalmente el calcio intracelular induce la apertura de canales de cloruro, con

la consecuente salida del ani6n, lo cual resulta en la depolarizaci6n del potencial de

membrana   (Kusano   y   cols.,   1977).      Esta   respuesta   colin6rgica   muscarinica

disminuye  progresivamente  en  el  curso  de  la  maduraci6n   hasta  desaparecer

totalmente  (Dascal  y  cols.,  1984).    El  receptor  muscarinico  involucrado  en  esta

respuesta   pertenece   al   subtipo   m3,   aunque   ademas   se   ha   detectado   la

participaci6n   minoritaria   de   un    receptor   muscarinico   del   subtipo   ml    ovan

Wezenbeek y cols.,  1988;  Davidson  y cols.,  1991).    Esta respuesta  muscarinica,

mediada  por  Gcto  (Dascal  y  cols.,   1984),   concuerda  con  resultados  descritos

anteriormente en los cuales se observ6 que Gcfo es capaz de inducir la maduraci6n.

Por  otro  lado,  como  se  sefial6  anteriormente,  se  ha  informado  que  la

acetilcolina  causa  una  inhjbici6n  de  adenilil  ciclasa  (Sadler y  cols.,  1984).    Esto

hace particularmente interesante este sistema, ya que la potenciaci6n del proceso

de maduraci6n  por acoi6n  muscarfnica podrfa ocurrir por un  mecanismo similar al

de  inducci6n  de  la  maduraci6n  por la  progesterona,  es  decir  por inhibici6n  de  la

adenilil ciclasa (Sadler y cols.,  1984).

Adn  no se conoce el  papel  que I.uegan  los  receptores  muscarinicos  en  el

proceso de maduraci6n mei6tica del oocito.
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OBJETIVOS DE LA TESIS

Basados   en   los   antecedentes   expuestos   anteriormente   consideramos

importante   la   caracterizaci6n   a   nivel   molecular   del   sistema   end6geno   de

transducci6n de sefia]es del oocito que es sensible a la acetilco[ina.   Las inc6gnitas

que  adn  persisten  son  muchas.     Por  ejemplo:   cexiste  realmente  un  receptor

muscarfnico en el oocito?, dque subtipo de receptor muscarfnico representa?, dque

sistema efector es regulado por este receptor?, 6existen otras vias de transducci6n

de serial  reguladas  por este  receptor?,  6como  se  relacionan  las  propiedades  de

este receptor con el proceso de maduraci6n del oocito?.   Por estos motivos es que

nos ha interesado caracterizar a nivel  molecular el receptor muscarfnico presente

en  oocito  de  Xenaptts  /aevt.s.   Como  una  etapa  inicial  en  esta  caracterizaci6n

molecular, en el laboratorio se realiz6 el clonamiento de un receptor muscarinico de

oooftos de Xenopus laevis.

Para   contestar   las   interrogantes   anteriormente   expuestas   se   plantearon   los

siguientes objetivos:

1.-  Secuenciaci6n  del  gen  clonado  desde  una  genoteca  de  oocitos  de Xenapus

laevis.

2.-Analisis de la secuencia aminoacidica deducida.

3.-Analisis de la estructura de] gen codificante para e[ receptor.

4.I Expresi6n de[ receptor y analisis funcional.

5.- Estudios de la protefna G acoplada a el receptor.

6.- Identificaci6n del sistema efector regulado por el  receptor.



MATERIALES Y METODOS

A.  Reactivos y materiales

A.1.  Reactivos.

La resina de  intercambio ani6nico AG1-X8  (100-200  in,esh  forma formiato)

fue    obtenida    de    Bio    Rad.     Myo[2-3H]inositoI     (15    Cirmmol),     L-[N-meti|-3H]

escopolamina (3H-NMS) (85 Cifmmol), [32P-Ch] ATP y  [32P-y] ATP fueron adquiridos

de  Du  Pont-New England  Nuclear.    EI kit para cuantificar CAMP fue adquirido  de

Amersham.   Los medios de cultivo bacto triptona, extracto de levadura, suero fetal

de bovino,  el  medio  Dulbecco modificado  por Eagle  (DMEM) fueron obtenidos d;

Gjbco.

Las enzimas utilizadas en  biologfa molecular como enzimas de restricoi6n,

polimerasas,  quinasas,  ligasa,  fosfatasa  alcalina,  etc.,  fueron  adquiridas  de  New

England Biolabs y Promega.

Los   oligonucle6tidos  fueron   sintetizados  en   el   laboratorio   del   Dr.   Lutz

Bimbaumer,  Baylor College of Medicine,  Texas  Medical  Center,  Houston,  Texas,

USA y  en  el  Centre  de  Sintesis y  Referencia  de  la  Facultas  de  Medicina  de  la

Universidad de Chile.

Todos los demas reactivos fueron obtenidos de Sigma.

A. 2.  Cepas bacterianas.

Las  cepas  bacteriarias  utilizadas  fueron  cepas  de  EscheH.chi.a  co/i. cuyos

genotipos son:

TG-1    : supE, hsdA5 thi A(Iac-proAB) F'[tra D36 pro AB+laclqlaczAM15]



DH 5or : supE44, Alacu169 (®80 IaczAM15)

hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1  reIA1
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A. 3.  Cepa de levadura.

La cepa de levadura  Saocharomyces cerev/.s/.ae utilizada fue la W303  1a,

cuyas caracteristicas gen6ticas son MATa, ade 1 , his 3, Ieu 2, ura 3 y trp 1 .

A. 4.  Medios de cultivo para bacterias.

Para el crecimiento de las bacterias se utiliza medio Luria-Bertani  (LB) que

contiene bacto triptona 1% (p/v), extracto de levadura 0,5°/o (p/v)  y Nacl 1% (p/v).

Los vectores de expresi6n usados contienen genes de resistencia para ampicilina,

por lo  que  la  selecci6n  de  las  bacterias transformadas  se  realiz6  en  placas  de

medio LB s6lido que contiene ademas agar al 1,5 a/o y ampicilina 50-100 Hg/ml.

Las leva.duras de la cepa W3031a debe ser mantenida para su crecimiento

en  un  medio rice denominado YPD  que contiene extracto de  levadura  1%  (p/v),

peptona  2%  (p/v)  y  glucosa  2%  (p/v)  o  en  medio  selectivo  suplementado  con
adenina  10 mg/I,  histidina 20 mg/I,  Ieucina  100 mg/I,  uracilo 20 mg/I y triptofano 50

in/I. EI vector PCUP contiene el gen TRP, por lo tanto las levaduras transformadas

son capaces de crecer en ausencia de tn.pfofano.

A. 5.  Lineas celulares.

Se utilizaron las c6lulas COS-7,  celulas derivadas de rifi6n de mono verde

africano, transformadas por un mutante deficiente en origen del virus SV40, el cual

codifica para el antfgeno T tipo silvestre  y las c6lulas HEK-293, derivadas de n.fi6n

embrionario humano, transformadas con el adenovirus humano tipo 5.

A. 6.  Medios de cultivos para c6Iulas.

Para el crecimjento de los dos tipos celulares, celulas COS-7 y HEK-293, se

utiliz6 el  medio  de cultivo  Eagle  modificado  por Dulbecco  (DMEM)  suplementado
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con suero fetal de bovino al  10%,  penicilina 5 unidades/ml,  estreptomicina 5 Hg/ml

en presencia de una atm6sfera hdmeda que contiene 5°/o de C02 y a 37°C.

A. 7.  0ligonucle6tidos.

Todos  [os  oligonucle6tidos  a  continuaci6n  descritos  se  utilizaron  en  la

secuenciaci6n del CDNA, excepto los que llevan una descripci6n adicional.

Partidor # 1 :  5'-GTGGCTCTGGACTATGTGGTG€'

Partidor # 2:  5'-GCTGCCITCTATCITCCGGTG€'

Partidor # 3:  5'-CAGACAGCTGAAGAAAAGi}'

Partidor # 4:  5'-GGAGACAIGGTGGITGiIA€'

Partidor # 5:  5'-iIACGTCGCAIGAAAGITT-3'

Partidor # 6:  5'-ACCTCCAAGAAGAcllTC-3'

Partidor # 7:  5'-AGTTGCAATTGTACAGTC€'

Partidor # 8:  5'-GCTCTciIACTCACTGTGA€'

Pariidor # 9:  5'- GTGTTCTCCATGAATCTci}'

Partidor # 10:  5'-GAATTGAACAGTGGCCAA€'

Partidor # 11 :  5'-CACAITCCAGCAGCCTAC€'

Partidor # 12:  5'-CATAGGGATGTGGTGTGG€'

Partidor # 13:  5'-GTCITCGTTGCCTTIAGT-3'

Partidor # 14:  5'-TACCTTCITCTCTCTGGC-3'

Partidor # 15: 5'-GTTGTGAGATAGGCTGGci}'

Partidor # 16:  5'-GGCAGCGATGGCTGTGCC€'

Partidor # 17:  5'-CACAATAGGTCCGAGCGG-3'

Partidor # 18:  5'-GTGGAAATTCCTGEAA£TACCAAACAATGG€'

OIigonucle6tido uti[izado para generar un sitio de restricci6n Hpa I.

Partidor # 19:  5'-TCCGCTCACC£ATGGAAAACG-3'

Oljgonucle6tido utilizado para generar un sitio de restricci6n Nco I.

Partidor # 20:  5'-CCTCTGTCG4CACTGGGGC-3'
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Oligonucle6tido utilizado para generar un sitio de restricoi6n sal I.

Partidor Universal (PU): 5'-TAATACGACTCACTATA-3'

8.  METODOS

a.1.  Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa.

Los RNAs transcritos/.n vi-fro y los DNAs de tamafio superior a 500 pares de

bases son analizados en geles de agarosa al 1 % (p/v), mediante la tecnica descrita

por Sambrook y cols. (1989).   Los DNAs de tamafio inferior a 500 pares de bases,

son analizados en geles de agarosa al 1%(p/v) que contiene nusieve agarosa al 2°/o

(p/v).    Para  la  preparaci6n  del  gel,  la  agarosa  se  disuelve  por  ca'Ientamiento  a
100°C en amortiguador TBE, que contiene Tris-base 89 mM, acido b6rico 89 mM y

acido etilendiaminotetraac6tico (EDTA) 2mM, pH 8,0.   Luego se agrega bromuro de

etidio  a  una  concentraci6n  final  de  1   pug/ml  y  se  deja  gelificar  a  temperatura

ambiente.   Previo a la electroforesis las muestras de acidos nucleicos son tratadas

con  una soluci6n  que contiene azul  de bromofenol a[  0,04%(p/v),  xileno  cianol  a[

0,04°/o(p/v)  y  sacarosa  al  6,7°/o(p/v).     La  electroforesis  se  realiza  a  un  vo[taje

constante de 100 V.   Como patrones de tamafio para DNA y de acuerdo al rango

de tamafio que se analiza, se usan 3 tipos diferentes de patrones,

1.-DNA de fago A digerido con  la enzima de restricoi6n  Hind  Ill,  genefandose los

fragmentos: 23.130, 9.416, 6.682, 4.369, 2.322, 2.027, 564 y 125 pares de bases.

2.-DNA de fago ^ digerido con la enzima de restricoi6n  Bsa 81, genefandose los

fragmentos:  6.365,  6.065,  4.171,  4.068,  3.986,  3.905,  2.892,  2.837,1.472,1.379,

1.233,1.130,1.083, 955, 922, 748, 447, 299,169 y 84 pares de bases.

3.-  Dt\IA del  plasmido  pTZ18R  digerido  con  la  enzima  Hae  Ill,  genefandose  los

fragmentos:  767,  458,  434,  281,  267,174,142,127,102,  80,18  y  11  pares  de

bases.

Como patr6n de tamafio para geles de RNA transcritos i'n vt.fro se usan los

RNAs del virus del  mosaico de brome (BM\/),  cuyos tamafios son:  3.234,  2.865,

2.117 y 816 bases.

\
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Para   el   analisis   electrofofetico   de   RNA  transcritos   i.n   VIt.fro,   todas   las

soluciones y material  de vidrio  son  tratados  previamente  con  dietil  pirocarbonato

para  inactivar las  ribonucleasas  (Sambrook y cols.,  1989).    Los  acidos  nucleicos

son visualizados por jrradiaci6n con luz ultravioleta.

a.   2.      Electroforesis   de   profeinas   sintetizadas   i.n   vt.fro   en   geles   de

poliacrilamida.

EI   analisis  electrofofetico  del   receptor  muscarinico   de  Xenapus  /aevis

sintetizado t.n w.fro se realiza en geles de poliacrilamida al  10°/o(p/v) de acuerdo al
'

m6todo de Laemmli (1970).   Las proteinas sintetizadas t.n VIfro son tratadas con el

amortiguador  que  contiene:  Tris:HCI  62,5  mM,  pH  6,8;  dodecilsulfato  de  sodio

(SDS)  1%  (p/v);  glicerol  10%  (v/v);  2-mercaptoetanol  5°/o  (v/v)  y  pironina  0,02%

(p/v)  como colorante.    La  electroforesis se  realiza  a temperatura ambiente a  un
voltaje  constante  de  100  V.    Para  el  calculo  de  los  pesos  moleculalies se  usan

como  patrones  de  tamafio  las  siguientes  proteinas:   fosforilasa  (P.M.=94.000),
I

albt]mina de suero de  bovino  (BSA)  (P.M.=67.000),  ovoalbdmina  (P.M.=  43.000),

anhidrasa carb6nica (P.M.30.000) y el inhibidor de tripsina (P.M.= 20.000).

Una vez terminada la electroforesis los geles. son tefiidos en  una soluci6n

quecontieneacido.ac6tico10%(v/v),metanol50%(v/v)yazuldeCoomassie0,1%

(p/v) durante  1  hora.   Los geles son destefiidos en una soluci6n de acido acetico

10%  (v/v),  secados y sometidos a autorradiograffa durante  1  a  3 dias,  utilizando

una pelieula aufomadiogfafica Kodak X-OMAT.

a.  3.    Electroforesis  de  la  proteina  basica  de  mielina fosforilada  por MAP

quinasa en geles de poliacrilamida.

EI  analisis  electrofofetico  de  la  proteina  basica  de  mielina  fosfon.Iada  se

realiza en geles de poliacrilamida al  12% (p/v)   de acuerdo al m6todo de Laemmli

(1970).   Las muestras son tra{adas con el amortiguador que contiene: Tris-HCI 80

mM,  pH 6,8;  SDS 2%(p/v);  glicerol  10%(v/v);  ditiotreitol  (DTT)  1,5°/o(p/v) y azul  de
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bromofenol 0,02%(p/v) como colorante.   La electroforesis se realiza a temperatur:

ambiente a un voltaje constante de 30 V durante 14 horas.   Para el calculo de los

pesos  moleculalies  se  usan  como  patrones  de  tamafi'o  las  siguientes  proteinas
)

pretefiidas: miosina (P.M.=200.000), fosforilasa (P.M.=94.000), BSA (P.M.=67.000),

ovoalbtimina   (P.M.=   43.000),   anhidrasa   carb6nica   (P.M.30.000),   inhibidor   de

tripsjna (P.M.= 20.000) y ljsozima (P.M.=14.300).

Una vez terminada la electroforesis los geles son  secados y sometidos a

autorradiograffa  durante   1-10  minutes,   utilizando  una  pelieula  automadiogfafica

Kodak X-OMAT.

8. 4.  Determinaci6n de proteinas.

La  concentraci6n  de  proteinas  se  determina  por  el  m6todo  descn.to  por

Lowry y cols. (1951), usando BSA como patr6n.

8. 5.  Digesti6n de DNA con enzimas de restricci6n

Los DNAs plasmidiales o gen6micos se digieren como describe Sambrook y

cols. (1989).   Las digestiones se realizan de acuerdo a los requen.mientos descritos

para cada enzima de restricoi6n a excepci6n de las digestiones de DNA gen6mico
donde se usa un exceso de enzima (2,5 unidades de enzima por cada Hg de DNA).

EI  analisis  de  las  digestiones  se  realiza  mediante  la  electroforesis  en  geles  de

agarosa.

a. 6.  Amplificaci6n por PCR.

La  amplificaci6n  por  PCR  se  IIeva  cabo  usando  la  DNA  polimerasa  de

remus aquafr.cue Taq polimerasa (Promega Co.).   Para las amplificaciones se usa

el siguiente programa: etapa 1, 95°C por 5 min (1 ciclo); etapa 2, 95°C por 1  minuto;

50°C por 1  minuto; 72°C por 1  minute (30 ciclos); etapa 3,  72°C por 10 minutes (1

ciclo).       En   la   amplificaci6n   de   fragmentos,   utilizando   DNA   plasmidial   como
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templado,   se  usa  5  ng  del  plasmido.   Para  la  amplificaci6n  a  partir  de   DNA

gen6mico se usa 500 ng del DNA.

8. 7.  Extracci6n y precipitaci6n de acidos nucleicos.

Para  extraer  las  protefnas  de  soluciones  con  DNA  o  Rr\IA  se  utiliza  la

extracci6n secuencial con fenol saturado en Tris-HCI pH 8; fenol:cloroformo:alcohol

isoamflico (24:24:1), tambien saturado en Tris-Hcl pH 8, como describe Sambrook

y cols. (1989).

La precipitaci6n del DNA se realiza como describe Sambrook y cols. (1989).

A Ia soluci6n de DNA se agrega 2,5 voltimenes de etanol 100°/o y 0.25 voltlmenes

de  acetate  de  amonio  10  M.     La  mezcla  se  mantiene  a  -20°C  por  2  horas.

Posteriormente  el  DNA  precipitado  se  colecta  por  centrifugaci6n  a  12.000  x  g

durante 10 minutos y el sedimento se lava con etano[ 70%.   Finalmente el DNA se

resuspende`en agua esteril a una concentraci6n final entre 0,1-1 mg/ml.

8. 8.  Purificaci6n de fragmentos de DNA por membranas de DEAE.

La muestra de DNA se aplica sobre un gel preparativo de agarosa al  1% y

se somete a electroforesis a un voltaje constante de 100 V. Una vez alcanzada una

separaci6n adecuada entre los fragmentos de DNA, se electroeluye la(s) banda(s)

de intefes jnsertando  un  trozo de membrana de DEAF en  una  incisi6n  realizada

frente a la banda de DNA a purificar. Se continda la electroforesis por 10 minutos y

posteriormente se retira la membrana donde queda retenido el DNA. La membrana

de DEAE se lava con agua esteril y se corta en pequefios .trozos.  Para extraer el

DNA se incuban los trozos de membrana a 65°C durante 2 horas en presencia de

200 prl de un amortiguador de alta concentraci6n salina que contiene Tris-Hcl 20
\

mM pH 8,0;  NacI IM y EDTA 0,1  mM.  Una vez terminada la incubaci6n se elimina

el  bromuro  de  etidio  mediante  una  extracci6n  con  n-butano[  saturado  en  agua.

Luego el DNA se precjpita en presencia de etanol 70 % durante 2 horas a -20°C, se

colecta el DNA por centrifugaci6n y-se lava con etanol al 70%.  Finalmente el DNA
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pure se resuspende en agua destilada esteril a una concentraci6n final entre 0,1-

0,2 mg/ml.

8. 9.  Desfosforilaci6n de DNA por fosfatasa alcalina.

En  los casos en  que se  necesita subclonar un fragmento  de  DNA en  un

plasmido, en un sitio t]nico de restricci6n, es necesario impedir que el plasmido se

iiecircularice.     Esto  se  logra  desfosforilando  previamente  el   plasmido  en  sus

extremos  5'.      Esta  desfosforilaci6n   se   realiza   incubando   5   Hg   del   plasmido

previamente digerido y linearizado con 0,1  unidades de fosfatasa alcalina intestinal

de temera (CIP), durante 30 minutos a 37°C.   La reacoi6n se detiene por adici6n de

EGTA 50 HM pH 8,0 e incubaci6n a 65°C por 45 minutos.   Finalmente el  DNA se

extrae  con  fenol  y  fenol  cloroformo  y  se  precipita  con  etanol.      El   plasmido

desfosforilado se resuspende en agua esteril.
I

8. 10.  Ligaci6n de fragmentos de DNA a plasmidos

La  ligaci6n  entre  el  plasmido  y  el  fragmento  de  DNA  se  realiza  como

describe Sambrook y cols. (1989).

En un volumen final de 20 HI se incuba el fragmento de DNA y el plasmido

en una raz6n de masas de 3:1 en presencia de 1  unidad de la enzima DNA ligasa

del fago T4 y de un  amortiguador que contiene Tris-HCI  pH  7;6 50  mM;  Mgc12 5

mM;  ATP  1  mM;  DTT  lmM  y  polietilenglicol  8000  al  5%  (p/v).  Es  importante  no

exceder sobre 200 ng de DNA, pues un exceso inhibe la ligaci6n.   La reacci6n de

ligaci6n se jncuba a 14°C, durante 18 horas.

a.  11.    Preparaci6n  de  bacterias  competenfes  y  transformaci6n  con  DNA

plasmidial.

a.11.1.   M6todo de Hanahan..

Para la transformacj6n de las distintas cepas de EscheH.crfu.a co/7. se utiliza el.

m6todo descrito por Hanahan y Meselson  (1983).    Para ello se inoculan  3  ml de
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medio de cultivo Luria Bertani (LB) que contiene bactotriptona 1 a/o (p/v), extracto de

levadura  0,5%  (p/v) y Nacl  1°/a  (p/v)  con  la cepa  bacteriana a transformar y se

incuba  durante  16  horas  a  37°C  con  agitaci6n  vigorosa.    AI  dia  siguiente,  se

transfieren 0.5 ml del cultivo de la noche a 50 ml de medio LB y se incuba a 37°C

con agitaci6n durante 2 horas hasta alcanzar una DO a 600 nm de 0,4-0,6 y que

comesponde  a  la  fase  logarftmica  de  crecimiento.   Se  colecta  la  bacteria  por

centrifugaci6n a 750 x g por 15 minutes a 4°C y se resuspende en 1/3. del volumen

original con una soluci6n de transformaci6n (TFB) que contiene K-MES  10 mM pH

6,3;  Rbc12100 mM;  Mnc12.4H20 45 mM;  Cac12.2H2010 mM y CoC13(NH)6 3  mM.

Posteriormente  el  sedimento  bacteriano  se  resuspende  en  1/12,5  del  volumen.

original con TFB y se agrega una soluci6n de DMSO/DTT, que contiene DTT 1  M y

DMSO  al  90  %  (v/v)  a  una  concentraci6n  final  de  3,5°/o  v/v.     La  suspensi6n        '

bacteriana se  incuba  durante  10  minutos  en  hielo y se  agrega  nuevamente  una

cantidad  de  DMSO/DTT  para  alcanzar  una  concentraci6n  final  de  7%  (v/v).

Finalmente se incuba 20 minutes en hielo.

La transformaci6n de bacteri'as con el DNA se jnicia por adici6n de [a mezc]a

de ligaci6n a 200 prl de bacterias competentes y se incuba en hielo durante 1  hora.

Posteriormente se someten  las  bacterias  a  un  estfes  termico  a 42°C  durante 2

minutos y se vuelven a poner en hielo por 5 minutes.  A cada tubo se agregan 800

HI de medio de cultivo  LB y se incuba a 37°C  sin  agitaci6n  durante  1  hora.    Las

bacterias  se  sedimentan  por centrifugaci6n  a  1.000  x g  durante  3  minutos  y se

resuspenden  en  100  prl  de  medio  LB.    Finalmente  estas  bacterias  se  siembran
\

sobiie placas de cultivo que contienen medio s6Iido LB-agar y ampicilina 100 pug/ml. .

Las  placas  se  incuban  durante   14-17  horas  a  37°C   hasta  que  las  colonias

bacterianas alcanzan un tamafio apropiado.

8.11. 2.  M6todo del Cac12.

Para  la  transformaci6n  de  la  cepa  de  Esche#.ch/.a  co/i. TGl  se  utiliza  el

m6todo descrito por Sambrook y cols.,  1989.   Para ello se inoculan 3 ml de medio
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de cultivo Luria Bertani (LB) con la cepa bacteriana y se incuba durante 16 horas a

37°C con agitaci6n.   Se transfieren 0.5 ml. del cultivo fresco sobre 50 ml del mismo

medio y se mantienen a 37°C con agitaci6n vigorosa durante 2 horas.   Se colecta

las bacterias por centrifugaci6n a 750 x g por 15 minutes a 4°C y se resuspenden

en 1/2 del volumen original con una soluci6n de transformaci6n Cac12 50 mM y Tris .

10   mM   pH   7,5   donde   se   incuban   durante   20   minutos   tambi6n   a   4°C.

Posteriormente se colectan  las bacten'as por centrifugaci6n` y se resuspenden  en

1/10 del volumen original de la soluci6n de Cac12.   Esto se incuba durante 24 horas

a 4°C hasta la transformaci6n.
-      La transformaci6n de bacterias se inicia por adici6n de la mezcla de ligaci6n

sobre 300 Lil de bacten.as competentes.   Esta mezcla se incuba en hielo durante 2

horas.     Posteriormente  las  bacten.as  se  someten  a  un  estfes  fermico  a  42°C

durante 2 minutos y se vuelven a poner en. hielo por 5 minutes.   Estas bacterias se

mezclan con 300 prl de una soluci6n que contiene IPTG 16,7 mM, X-Gal 0,33%(p/v)

y bacterias TGl  para alcanzar un diluci6n del 60% con respecto al cultivo fresco en

fase estacionaria y con LB-agar (0,5% de agar) que ha sido calentado previemente

a 50°C.   Esta mezcla se deposita fapidamente sobre una placa de LB-Agar la cual

se deja gelificar por 1  hora a temperatura ambiente.   Posteriormente las placas se.

mantienen   a  37°C   durante   14-16   horas.      Las   baciferias  transformantes   son

selecoionadas por desarrollo de color,  colonias azules que no contienen  inserto y

colonias blancas que contienen inserto.

a. 12.  Analisis de colonias bacterianas transformadas.

Para determinar la incorporaci6n del plasmido recombinante por la bacteria

se selecoionan diferentes colonias bacterianas y se analizan por el m6todo descrito

por  Sambrook  y  cols.  (1989).    Para  esto,  se  pican  colonias  transformantes,  se

inoculan  en  3  ml  de  medio  de  cultivo  LB  conteniendo  ampicilina  100  Hg/ml  y  se

cultivan a 37°C, con agitaci6n vigorosa,  por alrededor de 8 horas.  Posten.ormente,

se colecta 1,5 ml de este cultivo por centn.fugaci6n a 12.000 x g por 2 minutos y el
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sedimento  bacteriano  se  resuspende  en  100  Hl  de  una  soluci6n  que  contiene

glucosa  50  mM;  Tn.s-HCI  25  mM  pH  8,0  y  EDTA  10  mM.     Esto  se  incuba  a

temperatura  ambiente  por  5  minutes  y  se  agrega  200  Hl  de  una  soluci6n  que

contiene NaoH 0,2 N y SDS 1%.   Se mezcla por jnversi6n y se incuba en hielo por

5 minutes mientras se produce la lisis bacteriana.  Posten.ormente se agrega 150 prl

de una soluci6n que contiene acetate de potasio 5M y acido ac6tico 3M, se mezcla

por agitaci6n fuerfe y se incuba 5 minutos en hielo.   Se centn.fuga a 12.000 x g por

5 minutos y se colecta el sobrenadante.   Las protefnas se eliminan mediante una

extracci6n  fen6lica  y  los  acidos  nucleicos  se  recuperan  mediante  precipitaci6n

etan6lica desde la fase acuosa.   Los acidos nucleicos se resuspenden en 50 Hl de

un  amortiguador  que  contiene  Tn.s-HCI   10  mM  pH  8,0;   EDTA   1   mM   ITE)  y

ribonucleasa pancreatica 20 pug/ml.   Fjnalmente se analiza la presencia del inserto

en  el  vector,   por  digesti6n  del  DNA  plasmidial  purificado  con  las  enzimas  de

restricoi6nadecuadasyposteriorelectroforesisengelesdeagarosa.

a. 13.  Preparaci6n de DNA plasmidial puro en gran escala.

Para  obtener  DNA  plasmidial  puro  en  gran  escala  se  utiliza  el  metodo

descrito  por Sambrook y cols.  (1989).    Se  inocula  1  litro  de  medio  de  cultivo  LB

conteniendo ampicilina 100 pug/ml con 1  ml de cultivo fresco de bacterias que portan

el  plasmido  recombinanfe.     Este.  cultivo  se  agita  a  200  rpm  a  37°C  durante

alrededor de  18 horas.   Las  bacterias se colectan por centrifugaci6n a 2.500 x g

durante  30  minutes  y  se  resuspenden  en  10  ml  de  una  soluci6n  que  contiene

glucosa  50  mM;  Tris-Hcl  25  mM  pH  8,0  y  EDTA  10  mM.    Esta  suspensi6n  se

incuba durante 5 minutos a temperatura ambiente, se agrega 20 ml de una soluci6n

que  contiene  NaoH  0,2  N  y  SDS  1%(p/v),  se  mezcla  suavemente  y  se  incuba
durante  20  minutos  en  hielo.    Se  adiciona  15  ml  de  una  soluci6n  que  contiene

acetate de potasio 5M y acido acetico 3M y se incuba por 10 minutos en hielo.   Se

centrifuga a 20.000 x g durante 30 minutos y el sobrenadante se filtra a trav6s de 4

capas de gasa.  Se agrega 0.6 voldmenes de alcohol isopropflico, se deja precipitar
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centrifugaci6n a 20.000 x g durante 20 minutes.   EI sedimento se lava con etanol

70%yseresuspendeen3mldeamortiguadorTE.Seagrega3mldeLicI5Myse

dejaprecjpitarlosRNAsdealtopesomoleculardurante10mjnutosatemperatura

ambiente.    Se  centn.fuga  a  12.000  x  g  por  10  minutos  a  4°C  y  se  iiecupera iel

sobrenadante.Sevuelveaprecjpitarconigualvolumendealcoholjsopropflico,se

centn.fuga  y  el  sedimento  se  lava  con  etanol  70  a/a.     Los  acidos  nucleicos  se

resuspendenen500LildelamortiguadorTEconteniendo20Lig/mlderibonucleasa

A.Sejncubapor30minutosa37°CyelDNAplasmjdialseprecjpitacon500HIde

una soluci6n que contiene Nacl  1,6 M y polietilen glicol 800013°/o  (p/v).   Se dej.a

precipitardurante1horayelDNAplasmidialsecolectaporcentn.fugaci6na12.000

x g por 10 mjnutos a 4°C y se resuspende en  TE.    Las profeinas son extral'das

realizando  2  o  3  ex{raccjones  fen6licas  y  finalmente  el  DNA  se  recupera  por

precipitacj6n  etan6lica.    El  sedjmento correspondjente al  DNA plasmidial  pulio  se

resuspendeenamortiguadorTEylaconcentraci6ndeDNAsedeterminamjdjendo

ladensidad6pticaa260nm.Estem6todopermiteobtenerentre0,5-2mgdeDNA

plasmidial pure a partir de 1  litro de cultivo.

8.14.Subclonamientoene[vectorml3mpl0para[asecuenciaci6ndelDNA.

Para ajslar el CDNA codificante para un receptor muscarl'njco de Xenapus

/aev+.senuntrabajoanteriordesarrolladoenellaboraton.oseanaliz6unagenoteca

decDNAdeoocitosdeXenapus/aev/s.Enestagenoteca,donadaporelDr.D.A.

Melton  de  la  Universidad  de  Harvard,  los cDNAs  se  encuentran  clonados  en  un

sitiodeliestricci6nEcoRldelfagonotl0(Rabagliatiycols.,1985).

El fragmento de DNA prevjamente clonado desde  una genoteca de CDNA

deoocitosenestadoVldeXenapus/aevJ.ssesubclon6enelsitioEcoRlpresente

en el DNA del fago M13 mpl0.   El vector M13 mpl0 permite seleccionar colonias

transformantes con y sin  jnserto de  DNA por ciiecimiento de las bacterias sobre

agar  que  contenga  lpTG  y  X-Gal.     El  vector  M13  mpl0  posee  la  secuencia.
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codificante para el peptido or de C-galactosidasa y que contiene el sitio de clonaje

maltiple dentro de la secuencia.   Este p6ptido a complementa el produ6.to de[ gen

laczAM15 presente en el episdma F' y presente en  las bacterias TG1.   El vector

mpl0  no  recombinante  produce  el  p6ptido  ot  de  P-galactosidasa  funcional  y  la

complementaci6n  de  la  actividad  enzimatica,  la  cual  en  presencia  del  sustrato

crom6geno  da  una  coloraci6n  azul.     En  el  caso  del  vector  recombinante,   Ia

inserci6n  del fragmento de  DNA en  el vector interrumpe la secuencia codificanfe

para el p6ptido or no genefandose el peptido funcional ni la complementaci6n y por

lo tanto las colonias recombinantes presentan una coloraci6n blanca.

El protocolo de subclonamiento es el siguiente:  20 Hg del  DNA del clon de

fago  I  se  digieren  con  20  unidades  de  la  enzima  EcoRl   en  presencia  de  un

amortiguador  que   cont.iene   Tn.s-Hcl   50   mM,   Mgc12   10   mM,   NacI   1.00   mM,

ditioeritritol (DTE) 1  mM, pH 7,5. durante 2 horas a 37°C. Al finalizar la incubaci6n se

analiza una pequefia alfouota (1 Hg) por electroforesis en un gel de agarosa al 1°/o.

Producto de esfa digesti6n se libera un fragmento de DNA de alrededor de 3.000.

pares de bases.   EI fragmento se purifica por el m6todo de la membrana de DEAE,

se precipita con etanol y se resuspende en agua esteril.

Paralelamente 20 pug del vector mpl0 se digieren de la misma forma y se

analiza  por electroforesis en  un  gel  de  agarosa.    El  vector lineal  se  purifica  por

membrana de  DEAE-celulosa,  se desfosforila con  fosfatasa  alcalina,  se  precipita

con etanol y finalmente se resuspende en agua esteril.

EI fragmento de CDNA se liga al vector mpl0 Iinealizado como se describi6

anteriormente en  el  punto ,810 y la  mezcla de ligaci6n  se  usa  para transformar

bacterias de la cepa TG1.

a. 15.  Preparaci6n de DNA de una hebra del fago  ml3 mpl0.

Para aislar la forma de hebra simple de este fago,  se analiza las colonias

blancas por el m6todo descrito por Sambrook y cols.,  (1989).   Para esto se pican

colonias transformantes blancas y se inoculan junto con  15 prl de cultivo fresco de



61
bacterias  TGl  en  3  ml  de  medio  de  cultivo  LB.    Esto  se  mantiene  a  37°C  con

agjtaci6n vigorosa por 5 horas.   Posten.ormente se centn.fuga este cultivo a 12.000

x g  por  10  minutes y el sobrenadante que contiene  los fagos se colecta en  otro

tubo.     En  esta  fase  se  precipjtan  los  fagos  con  300  prl  de  una  solucj6n  de

Polietilengljcol  8.000  al  20°/o  en  NacI  2,5  M.     Se  mantiene  por  10  minutos  a

femperatura   ambiente  y  se   centn.fuga   nuevamente   en   identicas   condicjones

anterl.ores.Elsedimentoseresuspendeen400HIdeTEconteniendoSDSalO,5°/o

yProteinasaK0,1mg/ml.Estosemantienea37°`Cpor30minutosyseextraecon

fenol:cloroformo  como  se  descn.bid  prevjamente.     Finalmente  se  precipita  con

etanol,  se  resuspende  en  30  prl  de  TE,  y  se  estima  la  cantidad  de  DNA  por'

electroforesisengelesdeagarosaal1%.EsteDNAdeunahebraseutilizaparala

secuencjaci6n.

a.16.Subclonamienfoenelvectordetranscripci6ni.ny+.fropAGA-2.

Paraexpresarlasproteinasenunsistern,adetraducci6n/.nw.froserequiere

sintetizarelmRNAye§toselograsubclonandoelcDNAenunvectorespecfficode

transcripci6n.    Para  esto  se  usa  el  plasmido  PAGA-2,  el  cual  deriva  del  vector

comercial `pGEM-3 Zf(-) (Sanford y cols.,1991).   Este vector contiene una regi6n 5'

nocodificantedelRNAdelvirusdelmosaicodelaalfalfaquefavorecelatraducoi6n

i.n  vj.fro  con  una  alta  eficiencia  y  una  regj6n  de  poli  (A)  que  estabiliza  el  mRNA

durante  su  traducci6n.     Para  eljminar  la  regi6n  5'  no  codificante  del  CDNA  del

receptor muscarinico y para subclonarlo en forma din.gida en el vector PAGA-2 se ,
•  desarrolla la estrategja descrita en el Esquema 1.   Para esto se genera un sjtio de

liestricci6nNcoJenlaregi6n5'delreceptorquecorrespondealametioninainicia[y

un sitio Sal I en la regi6n 3' rio codjficante.   En la ampljficaci6n por PCR se utilizan

losoligonucle6tidos19y20,quepemitencrearlossitiosderestn.cci6nNco1ySal

I.Elproductodeamplificaci6ncorrespondeaunfragmentodeDNAquecontienela

regi6ncodificantecompletaparaelreceptorm4deXenapus.
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Esquema 1: Subclonamiento del CDNA codificanfe para el receptor muscan'nico de
Jfenapus/aevi.senelvectordetranscn'pcj6ni-nvjfropAGA-2.
ss M13 indica el DNA del fago M13 en su forma de una sola hebra. Xlm4 indica el CDNA
codificante  para  el  receptor  muscarfnico  de  Xenapus  /aevis.     sp6  y  IT  indican  los
prondotoresparalasRNApolimerasadelosfagossp6yT7.
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La amplificaci6n por PCR del receptor muscarinico se realjza usando como

DNA templado el DNA de hebra simple del fago M13 mpl0 que contiene el CDNA

del  receptor en  las  condiciones  descn.fas  en  el  punto  a.6..    Posteriormente  los

productos   de   amblificaci6n   se   someten   a   pun.ficaci6n,   extracci6n   fen6Wca   y

precjpjfaci6n  con  etanol.   EI  DNA ,pu`ro  (5  LLg)  se  djgiere  con   las  enzimas  de

restricoi6n  Nco  I  y  Sal  I,   usando  5   unidades  de  cada  una  de  ellas,   en   un

amortiguador  que  contiene  Tris-Hcl  50  mM;   Mgc12   10  mM;   NacI   100  mM  y

DitioeritritoI  (DTE)  1   mM,  pH  7,5,  durante  2  horas  a  37°C:     Paralelamente  se

digieren20HgdelvectorpAGA-2conlasmismasenzimasNcolySaHyladigesti6n

seanalizaporelectroforesisenungeldeagarosaal1°/o.Elvectorlinealsepurifica

por  membrana   de   DEAF-celulosa,   se   precipita   con   etanol   y   finalmente   se.
resuspende en agua esteril, como se describe previamente en el punto   a.8.   El

fragmento  de  DNA  se  liga  al  plasmjdo  PAGA-2  ljnearizado  en  las  condiciones

descritas el punto a.10 y la mezcla de ligacj6n se usa para transformar bacterias

delacepaDH5or.Lasbacteriastransformantessonseleccionadasporcrecimiento

en agar que contenga ampjcilina 100 Hg/ml.

EI  analisis  de  los  DNA  recombinantes  obtenidos  desde  las  colonias  se

realiza   por  digesti6n   con'  Ias   enzimas   de   restn.cci6n   Nco   I   y   Sal   I   y   por

secuenciaci6n del DNA de un clon seleccionado.

a.17.Subclonamientoenelvectordeexpresi6ndelevaduraspCUP.

La   expresi6n   del   receptor  muscarl'nico   en   levaduras   se   logra   con   el

subclonamiento del CDNA para el receptor en el vector PCUP.   Este vector posee

una  regj6n  promotora  jnducible  por  cobre  y  un  marcador  de  auxotroffa  para

{ript6fano TRP-1,  el que permite a cepas TRP-crecer en ausencia de tript6fano.

Para aumentar la eficjencia de expresi6n es convenienfe, reemplarar un pequefioI

fragmento   del   DNA   codificante   para   la   regi6n   amino   terminal   del   receptor

muscarl'nicodeoocitosdeXenapus/aev/sporlaregj6namjnoterminaldelreceptor
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para  el  factor sexual  de  levadura  (factor  or).     La  regj6n  eljminada  del  receptor

\muscari'nicocomespondea26aminoacidosylaregi6njnsertadadelreceptor factor

Ch corresponde a 45 amjnoacjdos.   La estrategia experimental seguida se muestra

en el Esquema 2.                   ,

Para  la  construccj6n  del  gen  de fusj6n  entre  el  receptor muscarinico  y el

receptor  para  el  factor  sexual  ot,  es  necesario  inicialmente  generar  un  sitio  de

restricci6nparalaenzimaHpa1enelgendeoocitocomosejndjcaenelEsquema

2.    Para subclonarlo  en  forma  din.gida  en  el  vector PCUP  es  necesan.o  tambi6n

generar un sitio Sal I en la regi6n 3` no codjficante.   Esto se logra con el uso de la

tecnica de PCR, utilizando los oligonucle6tidos 18 y 20.

.Para   la   mutaci6n   que  genera  el  sitio   Hpa   I   es   necesario  cambiar  3

nucle6tidos  y  para  la  mutaci6n  del  sitio  Sal  I  solo  se  cambia  1  nucle6tido.    Las

etapasutilizadasparaelsubclonamientodelgendefusi6nenelvectordetraspaso

pMT3semuestraenelEsquema3.Paralaamplificacj6nporPCRseutiljzacomo

DNAtempladoelDNAmonohebradelfagoM13mpl0quecontieneelDNAparael

receptor   muscarinico.        EI    DNA   amplificado   se   extrae   con    fenol    y   con

fenol:cloroformo  y  se   precipita   con   etanol.      Posteriormente   10   Hg   del   DNA

ampljficado se digjeren con  10 unidades de las enzimas Hpa I y Sal I.   Primero se

corta  con  la  enzima  Hpa  I  en  presencia  del  amortiguador  Tris-acetato  33  mM;

acetato de magnesio,  10 mM;  acetato de potasio,  66 mM y djtiotreitol 0,5 mM pH

7,9 y posteriormente se corta con la enzima Sal  I agregando Nacl para alcanzar

una concentraci6n final de 100 mM.

Paralelamentesedigieren10LLgdelvectorpMT3conlasmismasenzimasy

enlasmismascondicjones.Estevectorsoloseusacomovectordetraspasopara

generar  un  sitio  de  restricci6n  para ,Ia  enzjma  Xba  I  y  que  es  necesario  en  la

sjgujente etapa de subclonamiento. Ambos DNAs se purifican por membranas de

DEAF-celulosa y se  precipitan  con  etanol.    EI  vector pMT3  y el  DNA codificante

paraelreceptormuscarinicodeXenapwsseliganenlascondicionesdescritasen
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Esquema   2:   Estrategja   experimental   para   la   constrmccj6n   de   un   receptor
Trmscarfnico quim6rico.
Los primeros 45
factor sexual a
Xenopus laevis.
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66elpunto8.10,obfeniendoseelvectorpMT3exlm4.Enunasegundaetapaseliga

el  fragmento  para  el  receptor  del  factor  or  de  levadura  al  CDNA  del  receptor
ml lo^~rf-:-_      n_I__        , ___-    ._--I,,\,I
muscarinico.Paraestosedigieren20HgdelDNAdelvectorpMT3exlm4con20

unjdadesdelasenzjmasHpa1yXba1ysepun.ficaelfragmenfodeDNAdemayor

tamafiopormembranasdeDEAE-celulosaeliminandoseelpequefiofragmentode

DNAentrelossjtiosHpa1yXbaY.Paralelamenfesedigjerenel20ngdelvector

pTZ18FW-ste2  que  contjene  el  receptor  para  el  factor  Ch  de  levadura  con  las

enzimasHpa1yXba1.LasdigestionesconHpa1yXbalserealizanenlasmismas

condiciones utiljzadas para djgen.r el vector M13mpl 0.   Posteri.ormente se pun.fica

el fragmento  de  DNA pequefio  ljberado  con  membranas  de  DEAF  celulosa  que

correspondealaregi6naminoterminaldelreceptorparaelfactorGdelevadura.

FinalmenteseliganelvectorpMT3exlm4yelfragmentoorgenefandoseelvector

pMT3"-Xlm4.Enunadltimaetapasesubclonalaqujmerageneradaenlaetapa
anten.oralvectordeexpresj6nparalevaduraspCUP.Paraestosedigjeren20ng

del  vector pMT3"-Xlm4  con  20  unidades  de  la  enzima  Hind  Ill  y se  purifica  el

fragmento de  DNA de  menor {amafio  (1.600  paiies de bases).    La digestion  con

Hind111serealizaenpresenciadelamortiguadorquecontieneTn.s-Hcl10mMpH

8,0;Mgc125mM;Nacl100mMy2-mencaptoetanol1mM.EIvectorpCUP(10Hg)

se  digiere  con   10   unidades  de  la  enzima   Nco  I  y  se  precipita  con   etanol.

Posten.ormente ambos  DNAs  pun.ficados son  rellenados en  sus extremos  con  el

fragmentoKlenowdelaDNApolimerasa1deE.oo/r..Esterellenadoserealjzaen

presencjadelamortjguadorquecontieneTris-HCI50mM,pH7,2;Mgs04100mM

yDTT1mM.FinalmenteambosDNAsseljganenlascondjcionesdescn.tasenel

punto  8.10.     Las  bacterias  transformantes  que  contienen  el  receptor  en   la

orientaci6n  adecuada  se  selecciQnan  por  digestj6n  con  djferentes  enzimas  de

restricci6n.
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70a.  18.     Subclonamjento  en  el  vector  de  expresj6n  para  c6Iulas  COS-7,

pcDNA3B.

Para  la expliesj6n  del  receptor en  c6Iulas  en  cultivo  se  utiljza  el  plasmido

pcDNA3B.Algunosdelosrequjsjtosquesenecesitaconsjderarparalaeleccj6nde
vectoresdeexpresi6ntransjenteenc6Iulassonqueelvectordee*presj6nutiljzado

seacapazdereplicarsetantoenbacfen.ascomoenc6lulaseucariontes,quetenga

un  marcador de se'eccj6n  en  bacferias y que posea  un  promotor transcripcjonal

muy  fuerte  para  c6lulas  eucari6ticas.     Los  mej.ores  piiomotolies  descritos  en  la

literaturasonlosviralesydentrodeestoselpllomotordecitomegalovirusesunode

losmejores.Porestaraz6nseeligj6elvectorpcDNA3B.

Paraexpresarconaltaeficjenciaunaproteinaenc6Iulasencultivoesmuy

jmportantesubclonarelDNAcodjficanteparalaprotei'naencuesti6nri'oabajodela

secuenciadenomjnadasecuencja"KOZAC".Estosubclonamjentosedesarrollaen

tresetapasysemuestraenelEsquema4.Enunaprimeraetapasetrabajaconel
'

plasmido  PDKZ  que  contjene  la  secuencia  KOZAC  rfo  am.ba  de  la  secuencia

codjficanteparaunpequefioepftopedehemaglutjnina(HA)ydelgencodificante

paiia  la  enzjma  Jun  qujnasa.    La  estrategia  se  muestra  en  `a  primera  parte  del1

Esquema  4.    10  lid  rla  ae+a  `i]-ul^ ---- ]±-. I_ -.-`-    +*\,I10 Hg de este vector se digjeren  con  10  unidades de las enzjmas

IIiluiilyoai1enpresenciadelamortiguadorquecontieneTn.s-Hcl30mM,Mgc12

7,5mM,Nac'100mM,Djtjoen.tritol(DTE)1mM,pH7,5durante2horasa37°C.AI

finalizarestaincubaci6nseanaljzaladigesti6nutiljzandoseunapequefiaali'cuota

(1Hg)porelectroforesisenungeldeagarosaal1°/o.Productodeestadjgesti6nse

libera  un  fragmento  de  1.200  pares  de  bases  comespondiente  al  inserto  y  un

fragmento de 3.000 paiies de bases correspondjente al vector.    El fragmento de

1.200paresdebasessepun.ficaporelm6tododelamembranadeDEAE-celulosa,

seprecipitaconetanolyseresuspendeenaguaesteril.

Paralelamente10LigdelvectorpGEM15Zf-sedjgjerencon10unjdadesde

lasenzjmasXho1yHind111yelcursodeladjgesti6nseanalizaporelectroforesjs

Hind  111  y Sal  I
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en  un  gel  de  agarosa  al  1°/o.  El  vector  lineal  se  purifica  por  el  m6todo  de  la

membrana de DEAE-celulosa y se resuspende en agua esteril.

Finalmente  el  fragmento  de  DNA  que  contiene  la  secuencia  KOZAC,  el

epitope HA y el gen  codjficante para Jun  quinasa se liga al  DNA linearizado del

plasmido pGEM15Zf-en condiciones similares a las descritas en el punto 10.   La
mezcla  de  ligaci6n  se  usa  para  transformar  bacterias  de  la  cepa  DH5or  y  las

bacterias  transformantes  se  selecoionan  por  crecimiento  en  agar  que  contiene

ampicilina  100  Hg/ml.     El  analisis  de  los  DNAs  recombinantes  extraidos  desde

diferentes colonias se realiza por digesti6n con las enzimas de restricci6n Hind Ill y

Xba I.

En una segunda etapa, que se muestra en el Esquema 4 se trabaja con el

plasmido PGEM 15 Zf-/KZ-HA-JNK y se fusiona la secuencia KOZAC rfo arriba de
la regi6n codificante para el receptor muscarinico de Xenapus /aevt.s.   Para esto 10

pug de la construcci6n  pGEM15Zf/KZ-HA-JNK se digieren  con  10  unidades de las

enzirpas Nco I y Xba I en presencia de el amortiguador que contiene Tn's-Hcl 50

mM, Mgc1210 mM, Nacl 100 mM,  DitioeritritoI (DTE)  1  mM, pH 7,5 durante 2 horas

a  37°C.    AI finalizar esta  incubaci6n  se  ana[iza  una  pequefia  alfouota  (1  LLg)  por

electrofoiiesis en un gel de agarosa al 1°/o.   Producto de esta digesti6n se libera un

fragmento de alrededor de 1.200 pares de bases comespondiente al  inserto y un

fragmento de 2988 pares de bases comespondiente al vector.   EI vector se purifica

por el  m6to,do  de  la  membrana  de  DEAE-celulosa,  se  precipita  con  etanol  y  se

resuspende en agua esteril.

Paralelamente  10  LLg  del  vector  PAGA-20(lm4  que  contiene  al  receptor

muscarinico  se  digieren  con  las  mismas  enzimas  en  condiciones  similares  y  el

curso de la digesti6n se analiza por electroforesis en un gel de agarosa al  1°/o.   El

fragmento  comespondiente  al  receptor  (1.574  pares  de  bases)  se  pun.fica  por el

m6todo   de   la   membrana   de   DEAE-celulosa,   se   precipita   con   etanol   y   se

resuspende en agua esferil.
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El  fragmento  de  DNA  correspondiente  al  receptor  se  liga  al   plasmido

pGEM15Zf-/KZ,  que conserva la secuencia KOZAC,  en  las condiciones descritas

en el punto 10 y la mezcla de ligaci6n se usa para tra'nsformar bacterias de la cepa

DH5or.    Las  bacterias transformantes son selecoionadas  por crecimiento en  agar

que contiene ampicilina 100 LLg/ml.   EI analisis de los DNAs recombinante extraidos

desd6 diferentes colonias se  realiza  por digesti6n  con  las enzimas de  restricci6n

Nco I y Xba I.

En  una tercera  etapa se transfiere el fragmento de  DNA que contiene  la

secuencia  KOZAC  rfo arriba  de  la secuencia de[  receptor muscarinico,  desde el

plasmido  pGEM15Zf-/KZ-Xlm4  al  vector de  expresi6n  pcDNA3B.    Para  esto  se.

digieren  10  Hg  de  la  construcoi6n  pGEM15Zf/KZ-Xlm4  con  10  unidades  de  las

enzimas Hind Ill y  10. unidades de la enzima Xba I en  presencia del amortiguador

que contiene Tris-HCI  30  mM,  Mgc12 7,5  mM,  Nacl  100  mM,  ditioeritritol  (DTE)  1

mM,  pH  7,5 durante 2 horas a 37°C.   AI finalizar esta incubaci6n se analiza  una

pequefia alfcuota (0,5 Hg) por electroforesis en un gel de agarosa al 1%.  Producto

de esta digesti6n  se libera  un fragmento de alrededor de  1.600  pares de bases

comespondiente al inserto y un fragmento de 3.000 pares de bases correspondiente

al vector.   El inserto`se purifica por el metodo de la membrana de DEAE-celulosa,

se precipita con etanol y se resuspende en agua esteril.

Paralelamente,  5  pug  del  plasmido  pcDNA3B  se  digieren  con  las  mismas

enzimas  en  condicjones  simi[ares  y  e[  curso  de  la  digesti6n  se  analiza  por

electroforesis en un gel de agarosa al 1%.   EI vector lineal de 5.400 pares de bases

se purifica por el m6todo de la membrana de DEAE-celulosa y se resuspende en

aglia esferi[.

EI inserto de DNA correspondiente a la secuencia KOZAC y al receptor se

liga al plasmido pcDNA3B, en las condiciones descritas en el punto 10 y la mezcla

de  ligaci6n  se  usa  para transformar bacterias  de  la  cepa  DH5or.    Las  bacten.as

transformantes son seleccionadas por crecimiento en placas de agar que contiene

ampicilina  100  Hg/ml.     El  analisis  de  los  DNAs  recombinantes  extraidos  desde
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diferentes colonias se realiza por digesti6n con las enzimas de restricoi6n Hind Ill y

Xba I.

8.19. Secuenciaci6n del DNA.

Para la reacci6n de secuenciaci6n se utiliza el metodo de la terminaci6n por

didesoxinucle6tidos descrito por Sanger y cols.,  (1975).  Para la secuenciaci6n del

CDNA del receptor muscarinico en el fago M13 mpl0 se usa la estrategia descrita

en el Esquema 5.  En la secuenciaci6n del CDNA del receptor presente en el vector

PAGA-2 se secuencia utilizandose el  DNA de doble hebra.   La secuenciaci6n del

CDNA  complete  necesita  21   oligonucle6tidos  diferentes  como   partidores.      La

secuenciaci6n se realiza en 2 etapas que son: una primera etapa de desnaturaci6n

del  DNA  e  hibridaci6n  con  el  partidor y  una  segunda  etapa  de  reacci6n  de  la

secuenciaci6n.

8.19.1.  Desnaturaci6n del DNA de simple hebra.

La etapa de desnaturaci6n del DNA es diferente dependiendo si el templado

a secuenciar es de hebra simple o de hebra doble.

1   pug  de  DNA  de  hebra  simple  se  desnatura  por  calentamiento  a  65°C
I

durante 3 minutos, en presencia de 1  pmol del oligonucle6tido.   Posteriormente se

favorece  la  hibn.daci6n  entre  el  DNA  y  el  oligonucle6tido  respectivo  enfriando

lentamente  la  mezcla  hasta  temperatura `ambiente  lo  que  ocurre  entre  30  a  40

minutos.

8.19. 2.  Desnaturaci6n del DNA de doble hebra.

5 Hg de DNA plasmidjal se desnaturan en 30 Hl de NaoH 0,2 N durante 5

minutes a temperatura ambiente.   La soluci6n se neutraliza por adici6n de 3 HI de

acetato de amonio 2M y se precipita durante 2 horas a -20°C o durante 30 minutos

a -70°C, en presencia de etanol 70% final.   EI DNA se sedimenta por centrifugaci6n

a  12.000 x g por 10 minutos y se lava con etanol 70°/o.   El sedimento de DNA se
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seca y se resuspende en  10 HI de un amortiguador que con{iene Tris-HCI 40 mM

pH  7,5;  Mgc12 20  mM,  Nacl  25  mM y 3  pmoles  del  oligonucle6tido  usado  como

partidor.     Finalmente  se  incuba  a  37°C  durante  30   mjnutos   para   permitir  la

hibridaci6n entre el DNA y el partidor.

8.19. 3.  Reacci6n de secuencia.

Para la etapa de secuenciaci6n se usa el Kit comercial Sequenase versi6n

2.0  (United  States  Biochemicals  Corporation),  el  cual  utiliza  una  DNA polimerasa

del fago T7 modificada gen6ticamente para eliminar la actividad exonucleasa 3'-5'

(Tabor y Richardson,  1989).   La  reacci6n  se secuenciaci6n  se desarrolla en dos

fases, la primera es la fase de elongaci6n de la secuencia y la segunda es la fase

de terminaci6n con los didesoxinucle6tidos.   La fase de elongaci6n de la secuencia

se desarrolla por incubaci6n de los 10 HI del DNA hibridado con el partidor, durante

5 minutos a temperatura ambiente.   La elongaci6n se realiza en presencia de los

desoxinucle6tidos `dcTP, dGTP y dTTP a una concentraci6n final de 0,2 mM; DTT

10   mM;   [or-35S]-dATP   0,3   mM   (1.400   Cvmmol)   y   3   unidades   de   la   enzima

sequenase, en un volumen final de 15,5 HI.   La fase de terminaci6n de la extensi6n

de las cadenas de DNA se realiza a 37 °C durante 5 minutes.   Para ello se toman

alieuotas de 3,5 Hl desde la reacoi6n de extensi6n y se adicionan sobre 4 tubos que

contienen .2,5 HI de una soluci6n que contiene NacI 50 mM;  dGTP 80  mM;  dcTP

80  mM;  dATP  80  mM  y  dTTP ,80  mM  y  uno  de  los  cuatro  didesoxinucle6tidos

terminadores de la reacoi6n: ddATP; ddcTP; ddGTP y ddTTP a una concentraci6n

final  de  8  mM`.    La  incubaci6n  se  detiene  agregando  4  prl  de  una  soluci6n  que

contiene formamida al  95°/o;  EDTA 20 mM;  azul de bromofenol al  0,05%  y xileno

cianol  al  0,05%.    Las  muestras se almacenan  a -20°C  hasta que se someten  a

electroforesis en geles de poliacrilamida.
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8.   19.   4.      Analisis   en   geles   de   poliacrilamida   de   las   reacciones   de

secuenciaci6n.

Los productos de la reacci6n de secuenciaci6n se separan usando un gel de

poliacn.lamida preparado de la siguiente manera: se disuelven 29 g de urea en un

volumen final de 60 ml de amortiguador TBE (Tris-base 89 mM, acido b6rico 89mM

y EDTA 2mM  pH  8)  y acrilamida  6%  (raz6n  acrilamida:  bisacrilamida  19:1).    Es{a

soluci6n se fi]tra y posteriormente se inicia la polimerizaci6n por adici6n de 30 Hl de

TEMED  100% y de 60 HI de persulfato de amonio al 25°/o,  la cual se completa al

cabo de 2 horas a temperatura armbiente.   Las muestras se desnaturan, previo a la

corrida  del  gel,  por  calentamiento  a  75°C  por  2  minutos.     La  electroferesis  se

desarrolla a temperatura ambiente a un voltaje constante de 1.800 Volts.   Una vez

concluida  la  electroforesis  los  geles  son  secados y sometidos  a  autorradiografl'a.

durante 1 -5 dias uti[izando una pe[foula autorradiogfafica Kodak X-OMAT.

8. 20.  Southern blot.

EI DNA gen6mico se purifica a partir de 1 g de higado de Xenapus /aew.s. El

trozo   de   higado   se   homogeniza   en   un   homogenizador   Dounce   usando   un

amortiguador de lisis que contiene  DTAB al  8°/o,  Tris-base  100  mM pH  8,6;  Nacl

lM y EDTA 50 mM.   Se incuba a 68°C por 30 minutes y se agita suavemente con
I

igual volumen de cloroformo.   Se centrifuga a  12.000 x g durante  10 minutes y se

extrae la fase acuosa.   Se agrega ribonucleasa A para alcanzar una concentraci6n

de 5 mg/ml y se incuba a 68°C por 15 minutos.   Se agrega soluci6n de CTAB al 5%

en presencia de Nacl 0,4 M; se mezcla suavemente por inversi6n y se centrifuga a

12.000  x  g  por  2  minutos.     El  sedimento  se  resuspende  en  NacI   1,2  M,  se
\

reprecipita  con  2  vommenes  de  etariol  100°/o,  se  centrifuga  a  `12.000  x  g  por  10.

minutos y el sedimento se lava con etanol 70°/o.   EI sedimento se resuspende en

amortiguador   TE   (Tris-base    10    mM,    pH    8,0;    EDTA    1    mM),    se   agrega

fenol/cloroformo  saturad'o  en  tn.s  pH  8,  se  mezcla  y  se  centrifuga.    Los  acidos
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nucleicos presentes en la fase acuosa se precipitan con 2 voldmenes de etanol y

finalmente el DNA gen6mico puro se resuspende en amortiguador TE.

EI DNA gen6mico (10 ug) se digiere con las enzimas Pvu 11 y Hha I como se

describe (Sambrook y cols.1989).   La digesti6n con la enzima Hha I se realiza en

presencia  de  un  amortiguador  que  contiene  Tris-Hcl   10  mM;  Mgc1210  mM  y

ditioeritrol  1  mM  pH  7,5.    La digesti6n  con  Pvu  ]]  se  realiza  en  presencia  de  un

amortiguador que contiene contiene Tris-Hcl 10 mM; Mgc1210 mM; Nacl 50 mM y

ditioeritrol 1 mM pH 7,5.  Estas digestiones se realizan durante 3 horas a 37°C.

Los fragmentos de DNA son separados en geles de agarosa en condiciones

similares a las descritas previamente en el punto 8.1.  En este caso se prepara un

gel de agarosa al 1% en amortiguador TAE. que contiene Tris-base 40 mM,  acido

acetico glacial 20 mM, EDTA 1 mM pH 8,0 y Sin bromuro de etidjo.  Las muestras de
\

DNA   digeridas   se   mezclan   con   una   soluci6n   de   carga   y   se   separan   por

electroforesis  a  voltaje  constante  de  30 V.    Finalmente  el  gel  se ti fie  usando  el

amortiguador TAE conteniendo 100 ng/ml de bromuro de etidio.

EI DNA gen6mico presente en el gel de agarosa, se desnatura por inmersi6n

en una soluci6n que contiene NaoH 0,4M durante 20 minutes.   Esta desnaturaci6n

se  repite  una  vez  y  posteriormente  el  gel  se  neutraliza  con  2  lavados  con  el

amortiguador SSC 20 X que contiene NacI 3 M y citrate de sodio 0,3 M; pH 7.0.   EI

DNA desnaturado  se  transfiere  por capilaridad  a  membranas  de  nylon  (Nytran),.

usando  como  medio  de  transferencia  una  soluci6n  de  SSC  10X  por  16  horas

(Sambrook  y  cols.  1'989).     Posteriormente  la  membrana  se  lava  con  la  misma

soluci6n para eliminar los restos de agarosa y el DNA se inmoviliza a la membrana

de Nylon por calentamiento a 80°C durante 2 horas.

8. 21.  Marcaci6n de la sonda por Random primer.

50 ng del fragmento de DNA que se desea usar como sohda, se desnaturan

a  100°C  durante  5  minutos  y  posteriormente  se  enfrl'a  fapidamente  a  4°C.    La

reacci6n de marcaci6n se realiza en un volumen de 50 prl en presencia de:  dcTP
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20  mM;  dGTP  20  mM;  dTTP  20  mM;  [a-32P]  dATP    50  mci  (3000  Cifmmol),   1

unidad del fragmento Kienow de la DNA polimerasa I de E. co/i. y de una mezcla de

octadesoxiribonucle6tidos  partidores  cuyas  secuencias  son  al  azar.    Se  incuba

durante una hora a 25°C y el  DNA se precipita en  presencia de 3 volt]menes de

etanol  100% y de acetate de sodio 0,3 M por 30 minutes a -70 C.   Finalmente se

centrifuga a 12.000 x g durante 10 minutes, se retira totalmente el sobrenadante y

el sedimento se resuspende en 50 prl de TE.

Para cuantificar la incorporaci6n de radioactividad en el  DNA se toma  una

alieuota (1 Hl), se pone sobre un filtro y se cuenta en un contador de centelleo.

8. 22.  Prehibridaci6n e hibridaci6n.

Los fragmentos  de  DNA desnaturados y fij.os a  la  membrana de  nylon  se

prehibridan` durante 4  horas a 65°C,  en  presencia de una soluci6n  de hibridaci6n

formada por:  Nacl  lM;  SDS  1% sulfate de dex{rano  10% y DNA de espermio de

salm6n sonicado y desnaturado a una concentraci6n de 100 Hg/ml.   Se utiliza  1  m'l

de soluci6n de prehibridaci6n por cada 12 cm2 de membrana.

La sonda marcada radioactivamente se desnatura a 100°C por 5 minutos y

fapidamente se enfrfa en hielo.   Se agregan  1  x 106 cpm de la sonda por cada ml

de soluci6n de hibridaci6n y la membrana se incuba durante 2448 horas a 65°C.

Una vez que concluye  la  hibridaci6n  se  realizan  3  Iavados  de  la  membrana.    EI

primer lavado se hace en presencia de SSC 2X y SDS 0,1% durante 30 minutos y

a temperatura ambiente.   EI segundo y tercer lavados se realizan en presencia de

SSC 0,1X y SDS 0,1% durante 30 minutes a 55°C.   Finalmente esta membrana se

somete a autorradiografia usando una pelfoula KODAK X- OMAT.

a. 23.   Expresi6n i.n vt.fro del receptor muscarinico de Xenapus /aeVI+-s en el

sistema mixto de lisado de reticu]ocito y membranas de oocitos.

La sintesis de mRNA t.n vtjfro se realiza como describe Olate y cols.  (1988) y

Sand ford y cols.  (1991).    Para la manipulaci6n  de  RNA,  todas  las  reacciones se
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hacen con reactivos y soluciones preparadas con agua tratada con el inhibidor de

RNAsas dietil pirocarbonato (DEPC).   Para la sintesis de RNA se debe lineariza;

previamente  el  plasmido  que  contiene  el  gen  para  el  receptor.    La  reacci6n  de

digesti6n contiene 50 Hg de Dr\IA plasmidial,  Tn.s-HCI 50 mM,  Mgc1210 mM,  NacI

100, mM, Ditioeritritol (DTE) 1  mM, pH 7,5 y 50 unidades de la enzima de restricci6n

Xba I y se realiza durante 2 horas a 37°C.   Finalmente el DNA es recuperado por

extracci6n fen6ljca y por precjpitaci6n etan6Iica.   La sintesis i.n vt.fro del mRNA se

realiza incubando  10 Hg  del  plasmido  lineal,  por 2  horas a 37°C,  en  un  medio de

reacci6n  que  contiene:  Tris-HCI  40  mM  pH  7,5;  Mgc12  6mM;  espermidina  2mM;

NacI  10mM;  Ios  cuatro  ribonucle6tidos trisfosfato ATP,  CTP,  GTP  Y  UTP  lmM;

DTT 30 mM;  1  unidad/prl del inhibid6r de ribonucleasa (RNAsin) y 100 unidades de

RNA  polimerasa  del  fago  T7.    Al  finalizar  la  reacoi6n  de  transcripci6n  el  DNA

plasmidial      remanente      se      elimina      incubando      con      10      unidades      de

desexirribonucleasa RQl durante 30 minutos a 37° C.   EI mRNA es recuperado por

dos    extracoiones    con    fenol:cloroformo:alcohol    isoamflico    (24:24:1)    y    por

precipitaci6h etan6lica.   EI mRNA se resuspende en etanol al 100% y se almacena

a -20°C para su analjsis posterior en geles o para su traducci6n i.n vt-fro.

Las membranas de oocitos de Xenapus /aevt.s se preparan como describe

Kobilka  (1990)  con  algunas  modificaciones.     Se  anestesia  por  hipotermia  una

hembra adulta y se le extrae ambos ovarios.   Los ovan.os se cortan en pequefios

trozos y se lavan con soluci6n Barth para anfibios que contiene: Tris-Hcl 10 mM pH

7,6;  Mgs04 0,82mM;  Cac12 0,74  mM;  Kcl  1,0  mM;  Ca(N03)2  0,33  mM;  NacI  88

mM;  NaHC03  2,4  mM;  penicilina  0,1  mM  y  sulfate  de  estreptomicina  0,1   mM.

Posteriormente estos fragmentos de ovarios se tratan con colagenasa 0,2% (p/v)

durante 1-2 horas a 4°C y posteriormente se lavan varias veces con la soluci6n de

Barth  para eliminar la colagenasa remanente.   Las c6Iulas foliculares se eliminan

por  lavados  sucesivos  aprovechando  que  sedimentan  mas  lentamente  que  los

oocitos.    Los  oocitos  de Xenapus /aev/.s  en  etapas  V y  VI  se  seleccionan  por

filtraci6n a trav6s de una malla de nylon de 700 prm  (Burzio y Koide,  1977),  en  la
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cual  quedan  retenidos.  Se  agrega  1  volumen  de  soluci6n  amortiguadora  Barth,

conteniendo  sacarosa  al  40%  y  se  homogeniza  pasando  el  homogeneizado  10

veces  por una aguja de  19G x  176.    EI  homogeneizado se  centn.fuga  5  veces a

7.000   x   g   para   eliminar   los   restos   celulares   y   pigmentos.      Finalmente   el

sobrenadante se centrifuga a 20.000 x g durante 20 minutes para eliminar el resto

de  los  cuerpos  lipidicos.    Esta  fracci6n  cruda  de  membranas  se  congela  -7o°C
I

hasta su uso.

Para la traducci6n ;.r} VI.fro se toman 50 Hl de la flacci6n de membranas de

oocitos de Xenapus /aew.s y se centrifugan a  12.000 x g durante 20 minutos y el

sedimento se resuspende en 5 prl de un amortiguador que contiene Hepes 50 mM,

pH 7,1 y KCI 90 mM.   Estas membranas se incuban con 10 pug de mRNA transcrito

i.n  vt.fro  en  un  medio  qLe  contiene  KCI  20  mM,  una  mezcla  de  aminoacidos  sin

metionina  20  mM,   lisado  de  reticulocito  al  60%  (v/v)  y  [35S]-metionina  20  mM

(15.00040.000 cpm/pmol).   La incubaci6n se mantiene a 22°C durante 4 horas y

las proteinas marcadas se analizan  por electrofotesis en geles desnaturantes de

poliacrilamida-SDS.      Para   las   traducoiones   preparativas   se   uti[iza   el   mismo

protocolo  pero  solo  en  presencia  de  metionina  frfa  20  mM     La  cantidad  de

membranas   que   se   debe   usar   en   cada   traducci6n   varra   entre   distintas

preparaciones y no corresponde a una cantidad exacta de proteinas.   Por IQ tanto,

para cada preparaci6n se debe ajustar las condiciones adecuadas.

8. 24.   Expresi6n i.n  w.fro del  receptor muscarinico de Xenapus /aevi.s en

]evaduras.

La cepa de levadura W303  1a debe ser mantenida para su crecimiento en

medio rice YPD en  medio selectivo suplementado con adenina,  histidina,  leucina,

uracilo y tript6fano.   El vector PCUP contiene el gen TRP, por lo tanto las`Ievaduras

transformadas son capaces de crecer en ausencia de tript6fano.  Ademas el vector

posee la caracteristica de tener un promotor inducible por cobre, por lo tanto en las
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levaduras transformadas se puede inducir la expresi6n de proteinas ex6genas en

presencia de CuJ+.

Para la transformaci6n de la levadura con el plasmido se prepara un inoculo

de levadura por crecimiento durante  12 horas a 30°C en medio YPD.   Se inocula

medio YPD fresco y se mantiene con agitaci6n vigorosa a 30°C hasta alcanzar una

DO  a  660  nm  entre  0,6-0,,7.    Se  centrifuga  a  3.000  x  g  durante  5  minutes  el

sedimento  se  resuspende  en   la  mitad  d6I  volumen  on.ginal,   en   una  soluci6n

amortiguadora  que  contiene:  Tris-Hcl  10  mM  pH  7,0;  acetate  de  litio  100  mM  y

EDTA 1  mM.   Se vuelve a centrifugar y esta vez el sedimento se resuspende en

1/10  del volumen  original  con  el  mismo  amortiguador.  100  prl  de  estas  levaduras

competentes  se  incuban  durante  30  minutes  y  a  30°C  con  2  a  5  pug  del  DNA

plasmidial  y 50  pug  de  DNA de timo  de  temera,  en  un  volumen  final  de 250  prl..

Posteriormente  se  agrega  0,7  ml  de  una  soluci6n  amortiguadora  que  contiene:

Polietilenglicol 400/o en Tris-HCI  10  mM  pH  7,0;  acetate de litio  100 mM y EDTA 1

mM.  Estas levaduras se someten a un estfes t6rmico a 42°C durante 3 minutes.

Se  centrifuga  nuevamente y se  retiran  800  HI  del  sobrenadante,  dejando  150  Hl

como  remanente.    Las  levaduras  se  resuspenden  y  se  siembran  en  placas  de

medio selectivo SD  que contiene:  base  nitrogenada  de  levadura  0,67°/o;  glucosa

2%; agar 2°/o; adenina 50 mg/ml;  leucina 50 mg/ml;  histidina 50 mg/ml y uracilo 50

mg/ml.  Las placas se incuban a 30°C durante 48-72 horas.

8. 25.  Analisis de las levaduras transformanfes por PCR.

Se seleccionan 4 colonias y se crecen durante 48 horas a 30°C en 10 ml de

medio selectivo SD.    Se colectan  5  ml de cultivo  por centrifugaci6n  a  5.000 x g

durante 5 minutos y las levaduras obtenidas se rompen por agitaci6n eh presencia

de un volumen de bolitas de vidn.o y de amortiguador de lisis que contiene: tn.t6n X-

100 2%;  SDS  1.%;  NacI  100 mM;  EDTA lmM; y Tris-HCI pH 8,0.   Posten.omente

se  realiza  una  centrifugaci6n  a  10.000  x  g  durante  5  minutes  para  eliminar  los

restos  celulares  y las  boljtas  de  vidrio.    Los  acjdos  nucleicos  son  extraidos  por
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extracoiones con fenol-cloroformo y se precipitan como se describe previamente en

el punto a.7.  EI DNA precipitado se resuspende en 50 Hl de agua esteril.

La presencia del CDNA para el receptor muscarinico en el vector PCUP en

las  levaduras transformantes se realiza  por PCR  siguiendo  la  estrategia  que  se

muestra en el Esquema 6.  Para esto se utiliza  1  prl del  DNA plasmidial  purificado

desde levaduras y 2 partidores que generan un fragmento de 425 pares de bases

correspondiente  a  una  regi6n  del  CDNA  para  el  receptor.     La  amplificaci6n  se

realiza como se describe previamente en el punto a.6 y los productos de PCR se

analizan en un gel de agarosa al 1 °/o.

8. 26.  Obtenci6n de membrana plasmatica de levadura.

Se crece la cepa de levadura transformada en  medio selectivo li'quido SD

hasta alcanzar una OD66o de 0,3 y la expresi6n del receptor se induce adicionando

al medio CuS04100 LiM durante 36 horas.   Al termino de la inducci6n se colecfan

las levadLiras por centrifugaci6n y se resuspenden en una soluci6n amortiguadora

que c6ntiene KH2P04 50 mM;  pH  7,0;  sorbitol  1  M y EDTA 1  mM.   Se agrega 2-

mercaptoetanol  para  alcanzar  una  concentraci6n  final  de  10  mM  y  se  agrega

ademas 1 mg de liticasa por gramo de levaduras.  Se incuba durante 1  hora a 30°C

y se rompen por sonicaci6n durante un minute en intervalos de 15 segundos cada
\

vez.    Despu6s  de  sonicar,  el  ljsado  se  centrifuga  a  baj.a  velocidad  (5.000  x  g)

durante 10 minutes.   Posteriormente se recentrifuga el sobrenadante a 10.000 x g

durante 30 minutos y se sedimentan las membranas por centrifugacien a 50.000 x

g durante 60 minutos.   El sedimento de membranas se resuspende en EGTA lmM

pH 7,2 (1ml de EGTAIg de c6Iulas).   Se centrifuga nuevamente a 50.000 x g y el

sedimento se  iesuspende en  una  soluci6n  amortiguadora que  contiene:  Tris-Hcl

20mM, NacI 100mM y Mgc12 5 mM.
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Esquema 6. Analisis por PCR de las colonias transfomantes de levadura.
E[ DNA plasmidial extraido desde las colonias de levadura se analiza por amplificaci6n por
PCR utilkando los 2 partidores que se indican y que  corresponden a una regi6n del CDNA
para el  receptor muscarinico de Xenapus /aewis.    En  esta  amplificaci6n  se  genera  un
fragmento de 425 pares de bases.
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8. 27.   Expresi6n del receptor muscarinico de Xenapus /aevis en c6Iulas en

cultivo.
`      Las c6lulas cos-7 y HEK-293 se mantienen en medio Eagle modificado por

Dulbecco,   suplementado   con   10°/o   de   suero   fetal   de   bovino,   penicilina   100

unidades/ml,  estreptomicina  100  mg/ml  en  presencia  de  una  atm6sfera  hdmeda

que contiene 5°/o, de C02 y a 37°C.   La transfecoi6n de las c6lulas  HEK-293 con
DNA  plamidial  se  realiza  por  el  metodo  de  precipitaci6n  con  fosfato  de  calcio

modificado  por Wingler y cols.,  (1977).    Las  celulas  se traspasan  haciendo  una

diluci6n al 25% el dfa anterior a la transfecci6n y se mantienen por 24 horas a 37°C

en  un  incubador  de  aire/C02.    Para  la  transfecci6n  se  diluyen  10  Hg  de  DNA

plasmidial con 30 pug de DNA de timo de alto peso molecular, se agrega 125 Hl de

Cac12 2 M y se lleva a  1  ml con H20.   Se agrega lentamente la mezcla de DNA-

Cac12 sobre 1  ml de buffer HNA (se mezcla justo antes de usar: 98 ml de Hepes 50

mM pH  7.1;  Nacl 280 mM,  y 2ml de buffer fosfato 70  mM).   Se dej.a  precipitar el

Cap04  a  temperatura  ambiente  durante  30-60  minutos.    Se  agita  suavemente

hasta que se forma una tina suspensi6n y se agrega sobre las c6lulas.   Se incuba

durante 20-22 horas, se remueve el medio y se reemplaza por medio fresco.

Las  celulas  COS-7  se.  traspasan  el  dfa  anterior  a  la  transfecoi6n  para

alcanzar una densidad celular de 25%.   Se mantienen por 24 horas a 37°C en una

atm6sfera con C02 como se describe previamente,  hasta alcanzar una densidad

celular del 50°/o.  Se lava las c6Iulas 2 veces con amortiguador fosfato salino (PBS)

que contiene: NacI 0,14 M; Kcl 2,7 mM; Na2HP04 y KH2P041,76 mM; pH 7,4 y se

agrega sobre ellas una mezcla de DNA plasmidial (1-5 pug) y DEAE-dextrano (300

pug/ml en PBS).   Se mantienen con agitaci6n ocasional en un incubador de C02 a

37°C por 30 minutos, cuidando que las celulas siempre se encuentren en contacto

con  la  mezcla  DNAVDEAE-dextrano.    Despu6s,  se  agrega  medio  de  cultivo  en

ausencia de suero y conteniendo cloroquina (160 HM).   Las placas se mantienen

nuevamente a 37°C durante 3 horas.  Finalmente el medio se reemplaza por media
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dulbecco que contenga suero fetal al 10°/o.   Las celulas se mantienen asi por 48-72

horas despu6s de la transfecci6n.

8. 28.  Preparaci6n de un extracto celular para estudiar uni6n de ligandos.

Las c6Iulas crecidas a  confluencia se  lavan  en  amortiguador de  uni6n  de

ligando (Tris-HCI 20 mM,  NacI  100 mM y Mgc12 5mM) y raspadas con  1  ml de la

misma soluci6n.   Posteriormente se homogenizan por ruptura mecanica usando un

Politr6n durante 2 minutos a 4°C.

8.  29.    Uni6n  del  ligando  FH]-n-meti]€scopolamina  y  desp]azamiento  pop

antagonistas.

La  uni6n  de  [3H]-N-metilescopolamina  ([3H]-NMS)  se  rea]iza  usando  una

concentraci6n  del  ligando  radioactivo  de  200  pM  en  un- volumen  total  de  1   ml

(Buckley  y  cols.,   1989).      Todos   los  ensayos  se   hacen   por  triplicado   en   el

amortiguador de  uni6n  de  ligando  que  contiene  Tris-HCI  20mM,  Nacl  100mM  y

Mgc12 5 mM.   Para los ensayos de desplazamiento con antagonistas se usa una

concentraci6n  de [3H]-NMS de 200 pM y 50 ng de membranas.

La  reacoi6n  'de  uni6n  se  inicia  agregando  la  cantidad  determinada  de

extracto de membrana sobre `el Iigando [3H]-NMS, ya sea en presencia o ausencia

de antagonista,  y la jncubaci6n se mantiene a 22°C  por 90  minutes.  La  uni6n  no

especifica se determina en  presencia de atropina  10 HM.  La reacoi6n  se detiene

por filtraci6n en filtros de fibra de vidrio Whatman GF/C y las membranas se lavan 3

veces con amortiguador de uni6n.  Finalmente los filtros se secan, se transfieren a

10  ml  de  liquido de centelleo y se cuentan.  Los datos se  procesan  haciendo  un
`ajuste de regresi6n no lineal con el programa lnplot, El ajuste de la curva se realiz6

utilizando la ecuaci6n:

log   JL      =   h   (og[S]   -IogK

1-Y
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donde Y representa  el  grado  de saturaci6n  del  receptor con  un  ligando,  h  es  el

coeficiente  de  Hill,  S  es  la  concentraci6n  de  ligando  y  K  es  la  constante  de

disociaci6n del ligando.

a. 30.   Determinaci6n de la actividad de la fosfolipasa C por medici6n de la

hidr6Iisis de fosfoinositidos.

Un  dia  despu6s  que  las  c6Iulas  COS-7  han  sido  transfectadas  con  el

receptor muscarinico  se traspasan  a  placas  con  24  pocillos  en  voltlmenes  de  1

ml/pocillo.   Se mantienen a 37°C en una atm6sfera con aire/C02 5% por otras 24

horas  en  presencia  de  [3H]-inositol  a  una  concentraci6n  de  1  prci  /  pocillo.    Las

celulas se mantienen en medio DMEM Iibre de suero por un periodo adicional de 4

horas y se tratan con carbacol  100 prM en presencia de Licl  10 mM.   EI Licl inhibe

la  enzima  involucrada  en  la  desfosforilaci6n  de  lp1,  Io  cual  permite  cuantificar

posteriormente la acumu]aci6n de Ipl  por cromatograffa de jntercambio i6nico.   EI

tratamiento con carbacol se realiza en presencia y ausencia de atropina 1 0 HM.

Posteriormente se aspira e] medio y las c6[ulas se lisan con 1  ml de TCA al

5%.    Se  transfieren  alfouotas  de  800  Hl  de  cada  sobrenadante  a  columnas  de

intercambio  ani6nico AG1-X8  y se  lavan  3  veces  con  5  ml  de  agua  destilada.

Finalmente  las  columnas  se  eluyen  con  una  soluci6n  de  eluci6n  de  lpl   que

contiene formiato de amonio 200 mM y acido formico  100  mM y se determine  la

radioactividad eluida en un contador de centel]eo. (Xu y cols.,  1994; Gutkind y cols.,

1991).

a. .31.   Determinaci6n de la actividad de la ade`nilil ciclasa por medici6n de

los niveles de CAMP.

Las  c6lulas  HEK  293,  transfectadas  con  los  DNAs  codificantes  para  los

diferentes  receptores  muscarinicos,  se  crecen  hasta  un  90%  de  confluencia  en.

placas de 24 pocillos.   EI medio se reemplaza por medio Dulbecco conteniendo 3-

isobutil-1-metil   xantina   1    mM.       Las   c6lulas   se   incuban   por   30   minutes   y
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posteriormente se tratan con los ligandos fenoldopamina 10 LLM y carbaco]  100 LLM.

La  reacci6n  se  detiene  20  minutos  despu6s  de  haber  agregado  el  ligando  por

adici6n  de  HCI  0,1  M  (Stephens y cols.,  1993).    Este tratamiento  permeabiliza  la

membrana liberando al medio todo .el CAMP intracelular.   Los niveles de CAMP se

determinan en los sobrenadantes de las muestras neutralizadas usando un kit de

ensayo de [3H]-CAMP comercial (Amersham).

En los experimentos de modificaci6n con la toxina de Bordefe//a pertussis,

se agrega a los pocillos una concentraci6n de toxina final de 20 ng/ml.

Los niveles de CAMP se miden utilizando un sistema de competencia que se

establece  en{re  el  CAMP  presente  en  [as  muestras  y  el  [3H]-CAMP  adicionado

ex6genamente, por una proteina que presenta una afinidad y especificidad muy alta

de  uni6n  por CAMP,  permitiendo cuantificar e]  CAMP  en  un  rango  entre  0,2 y  16

pmoles  por ensayo.    Para  ello  se  agregan  50  Ltl  de  la  muestra  y  50  Hl  de  [8-
3H]adenosina  fosfato  3',5'-ciclico  (28  mci/pmol)  a  una  soluci6n  que  contiene  la

proteina de uni6n.   La mezcla se agita en un agitador vortex durante 5 segundos y
se  incuba  a  4°C  por- al  menos  2  horas.  Posteriormente  se  agregan  cantidades

constantes  de  una  suspensi6n  de  carb6n  activado,  se  centrifuga  a  10.000  x  g

durante 3 minutos y 200 prl del sobrenadante se agregan a liquido de centelleo y se

cuentan.     Para  calcular  la  cantidad  de  CAMP  se  debe  hacer  una  curva  d6

calibraci6n utilizando cantidades crecientes de CAMP (1 -16 pmoles).

8. 32.  Ensayos de activaci6n de  la via de la MAP quinasa.

Las  c6Iulas  COS-7 son  cotransfectadas  con  cDNAs  codificantes  para  los

diferentes receptores muscarinicos  (ml,  m2 y Xlm4)  con  el  CDNA de  la  proteina

MAP  quinasa.   La  proteina  MAP  quinasa  esta  fusionada  a  un  epitope  de  la

hemaglutinina  (HA),  ya que esto  permite  inmunoprecipitar selectivamente  la MAP

quinasa  y  utilizar  el  inmunoprecipitado  para  realizar  los  ensayos  de  actividad

quinasica.  Para los expen.mentos de participaci6n del dfmero Py en la activaci6n de

MAP quinasa se cotransfecta con un vector que contiene el CDNA codificante para
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]a  subunidad  or  de  transducina  (Cht).    Las  c6Iulas  transfectadas  se  mantienen  en.

medio de cultivo DMEM en ausencia de suero durante  16 horas.   Posteriormente

se estimulan con carbacol 100 uM o EGF 100 ng/ml durante 5 minutes y se lisan en

presencia de una soluci6n amortiguadora de lisis que contiene:   Hepes 20 mM pH

7,5;  EGTA 10 mM;  B-glicerofosfato 40 mM;  NP40;  Mgc12 2,5 mM; ortovanadato 2

mM,  DTT  1  mM,  PMSF  1  mM  e  isopropanol  1°/o.    La  lisis  se  realiza  agitando  la

suspensi6n celular en agitador vortex durante 10 segundos.   Finalmente los lisados

son   centrifugados   a   14.000   rpm   durante   10   minutes   y   se   colectan    los

sobrenadantes (Her y cols., 1993).

En  los  experimentos  en  los  cuales  se  estudia  el  efecto  de  la  toxina  de

Bordefe//a perfussi.s en  la activaci6n  de  MAP  quinasa  por agonistas,  las  celulas

transfectadas  se tratan  con  la toxina  (20  ng/ml)  durante  18  horas  en  medio  de

cultivo sin suero.

EI  sobrenadante  del  lisado  celular  se  incuba  con  2  Hg  del  anticuerpo

monoclonal  12Ca5 (Babco) durante 60 minutos a 4°C y con agitaci6n  ocasional.

Posteriormente   la   MAP   quinasa   unida  al   anticuerpo  se   inmunoprecipita   con

proteina  Gisefarosa  durante  15  minutes.    EI  inmunoprecipitado  se  colecta  por

centrifugaci6n y el sedimento se lava 3 veces con  un amortiguador que contiene

PBS; NP401% (v/v); vanadato 2 mM y una vez con un amortiguador que contiene

Tn.s 100 mM pH 7,5 y LicI 0,5 mM.   Finalmente el inmunoprecipitado se lava con la

soluci6n  de  reacoi6n  de  la  quinasa  que  contiene  MOPS   12,5  mM  pH  7,5;  P-

glicerofosfato 12,5 mM; Mgc12 7.5 mM; EGTA 0,5 mM; NaF 0,5 mM y vanadato 0,5

mM.

La actividad de MAP quinasa se determina por incubaci6n por 20 minutos a

30°C  de  los  inmunoprecipitados  en.  Ia  soluci6n  de  reacoi6n  de  quinasa  y  en

presencia  de  [y-32P]  ATP  10  prci;  ATP  20mM  y  proteina  basica  de  mielina  (1,5

pug/ml) como sustrato de fosforilaci6n.  La reacci6n se detiene agregando  10 Hl de

soluci6n  de  carga  y  calentando  las  muestras  durante  5  minutos  a  95°C.   Las

protefnas    son    separadas    por   electroforesis    en    geles    desnaturantes    de
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poliacrilamida-SDS al  12% y la protefna basica de mielina fosforilada se visualiza

por autorradiograffa del gel (Crespo y cols.,  1994, Her y cols.,  1993).

8. 33.  Analisis de hidrofobicidad`de la secuencia aminoacidica.

El  programa computaciona[  utilizado,  PC  gene,  permite  realizar analisis  de

secuencias    aminoacidicas    y    nucleotidicas.    EI    programa    de    analisis    de

hidrofobicidad  SOAP,  permite  predecir  las  zonas  interiores  y  expuestas  de  las

proteinas y se basa en el m6todo de kyte y Doolittle (kyte y Doolittle.,  1982)..  Este

m6todo se basa en la capacidad de las cadenas laterales de los aminoacidos de

unir  mol6culas  de  agua,  es  decir  en  la  hidrofobicidad  de  cada  aminoacido.    El

analisis computaciona[ considera ademas el entomo en el que se encuentra cada

aminoacido para lo cual el analisis se incluye intervalos de 17 residuos y se calcula

un  valor  de  hidrofobicidad  para  el  aminoacido  que  se  ubica  en  el  centro.   EI

programa calcula la hidrofobicidad para cada posici6n en la secuencia. En el gfafico

se compara la hidrofobicidad de cada residuo con la hidrofobicidad promedio de los

aminoacidos  que  se  norma[iza  como  cero  en  los  gfaficos  .   Los  residuos  con

cafacter  hidrofobico  aparecen  en  el  gfafico  con  valores  superiores  a  cero  y

corresponden  a  residuos  que  se  encuentran  en  el  interior de  la  proteina  o  que

estan  en  contacto  con  un  ambiente  hidrofobico  de  membrana.  Los  residuos  con

cafacter   hidrofflico   aparecen   en   e]   gfafico   con   valores   inferiores   a   cero   y

corresponden a residuos expuestos en la superficie de la proteina.

8. 34.  Analisis esfadistico.

El metodo de analisis estadistico, utilizado en los experimentos de expresi6n

de] receptor muscarinico en levaduras y celulas en cultivo, fue el metodo de analisis

no parametrico de Wi[coxon (\/\/ilcoxon,  1945).
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Un  trabajo  previo  desarrollado  en  el  laboratorio  permiti6  aislar  el  CDNA
I codificante para un tipo de receptor muscarinico, presente en el oocito de Xenapus

/aev/.s, desde una genoteca de CDNA de oocitos en estadfo VI construida en el fago

^gtl0 (Herrera y cols.,1994).   En el analisis de la genoteca se utiliz6 como sonda

un   oligonucle6tido   sintetico   de   60   nucle6tidos   correspondiente   a   una   regi6n

altamente conservada en los receptores muscarinicos de los subtipos ml-m5 de

mamiferos.   Se analizaron 300.000 placas de lisis independientes y se obtuvo un

clon positivo capaz de hibridar con la sonda.   EI presente trabajo de tesis se inici6

con  la  secuenciaci6n  del  clon  ais[ado  con  el  objetivo  de  determinar  la  identidad

molecular  del   receptor   presente   en   oocitos   de  Xenapus  /aev/.s  e   identificar

posteriormente el(los) sistema(s) de transducci6n de serial(es)  regulados por este

receptor.

A. Caracterizaci6n del DNA.

A.1. Secuenciaci6n del fragmento de DNA del fago recombinante aislado.

El CDNA se secuenci6 segdn el  metodo descrito Por Sanger (Sanger y cols.,  1977)

siguiendo  la  estrategia  descrita  en  materiales  y  m6todos.     El  tamafio  del  CDNA

secuenciado corresponde a 2.860 pares de bases,  cuya secuencia nucleotidica se

muestra en la Figura 10.  Se indica con una barra la region de DNA correspondiente

a la sonda utilizada en el analisis de la genoteca.   En posici6n  16 se encuentra un

cod6n  de  iniciaci6n  ATG,  el  cual  determina  un  marco  de  lectura  abierto  continuo

hasta  la  posici6n  1.468,  donde se  encuentra  un  triplete  de  terminaci6n  de  lectura
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GAATTCCGCTCACCG

AIeeAAAAlc!R3AicNcmcrGrGAAAAIGNGfTCAAif5ITcror)Nr3CAAicyr3A:rrAirsopFT:mGAIGAAAicf3
M      E      N     D      T      W      E      N      E      S      S      A      S       N      H     S       I      D       E      T

ATCGTGGAAAITCCTGGAAAGTACCAAACAATGGAAATGATCITCATCGCCACCGITACT
I       V      E       I      P      G      K      Y      a      T     M      E      M      I       F      I       A      I       V    T

GGTTCTCTCAGllTGGTCACGGTGGTGGGCAACATCCTGGTCATGCTCTCCATTAAAGTC
G      S       L     S      L      V..   T       V      V       G      N      I        L      V      M      L      S      I       K      V

AACAGGCAGCTACAGACAGTCAACAAITATTTCCTcllTAGCCTGGCCTGCGCTGACCIT
N     R     a       L    a     T     V     N      N    Y     F      L      F    S       L       A     C     A      D      L

ATCATCGGTGTGTTCTCCATGAATCTCTACTCTCTCTACATTATAAAGGGITACTGGCCG
11        G      V      F      S       M     N      L      Y     S      L      Y       I        I      K       G     Y     W       P

CTCGGACCTAITGTGTGTGACCTGTGGCTGGCTCTGGACTATGTGGTGAGCAATGCITCT
L      G      P      I      V       C      D      L    W       L      A      L       D     Y      V       V      S      N      A      S

GTMTGAACCTCCTCATTATTAGTITGGAAAGGTACTTCTGTGTTACCAAACCACTGACT
V     M      N      L      L      I       I      S       L      E      R      Y      F      C      V    T       K      P      L      T

TACCCAGCAAGAAGAACCACTAAGATGGCAGGGCTAATGATTGCAGCCGCCTGGCTTCTC
Y      P       A      R      R      T      T     .K     M       A    G       L     M       I       A      A      A      W      L      L

TCCTTTGAGCTCTGGGCCCCTGCTAITCTCTTCTGGCAGITCAITGTAGGACAGAGGACC
S      F     i       L    W     A       P     A     I       L    F     W    Q       F     I       V     G    Q       R     T

GTGCCAAGTGGGGAATGTTATATCCAGllTCTTAGCAACCCGGCAGTCACTTTTGGCACA
V       P      S      G      E    C      Y       I      a      F      L    S       N      P       A     V     T      F      G      T

GccATCGCTGccTTCTATCTrccGGTGGTCATTATGACTATACTCTACATccACATCTCT
A        I        A      A      F     Y        L      P      V      V       I       IVI     T      I     L      Y      I        H       Y      S

orcr®ocNBCAiBGNBGAiGNfsITooidcN®fyf3Aif:ITC:rroor3r3AAAioooGrrcNryGAir3AAAAAAAAG
L     A     S      R      S      R     V     R       R     H    C      P       E     T       R    Q      E       K    K    K

cycAAIFTA/®OrorAIGAAiRjNrsocmorAA:FTAAIycAAAicAAAI3AAicpFT:c!OcAAAicAAIf3Aic
P      I       S      S     M      K      S       L      L      I      K      a     T      K      N       I       P      K    Q      D

®cFT®r3Ai£AicAAiBGIT®GmGAAAAAAAir3AAirJ®CrcyGITGA/BCAAI®®cAA/6A:FTGA/GAAAI:r[cA
A      G      D      K      V       V      E     K      K      N      G       V      S      N     G      K       I       E      K    S

AIGNrjcANRicITc!cAir3Nr3Nr3cFTGAAif3AAAAif3GAir3NCFTCAAAIGAAIocAicyorc®®cir3A/Bc
M      T      N       L      Q    T       A      E     E      K      E       T      S     N      E      S       S      S      A       S
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Figura  10:  Secuencia  nucleotidica y secuencia aminoacidica deducida del CDNA
aislado de oocitos de Xenapus /aevfs.
La barra s6Iida ubicada entre los nucle6tidos 145-203 indica la regi6n del CDNA reconocida
por el oligonucle6tido  usado como sonda.  La  barra s6lida en la regi6n  3'  no codificante
muestra una sefial de poliadenilaci6n. Los ndmeros a la derecha de las secuenci.as indican
las posiciones de los nucle6tidos y aminoacidos.



CTATCTCACAACCCTCCAGAGAAGCAGCCTTTAAGTGAGGCCTCTTCAGGGGTTGTCCTG
L      S     H      N      P      P      E      K     Q      P       L    S      E       A     S      S      G       V     V      L

®ofyof;AAcfjcAiGAif3K;AI®RicA/of3AicFTeryf)N®f3AAAAir3/rJr3AA:r[AcfyBf:rTCAAA/GIT®BITCA.
A      P      T    Q      S      M      P      P      L      P     A      K     A      N     T       A    S      K     W    S.

AAGATCAAGATCGTCACCAAGCAGACAGGCAATGAGTGTGTGACAGCTAITGAGATTGIT
K      I      K       I      V      T      K     Q     -T      G      N     E      C      V       T     A       I      E       I      V

CCAGAATGTGCCAITCCTTTGCCTGAACAGGCCAACAACAGGCCAGTCAACGTCGCAAGA
P      E     C     A       I      P      L      P      E      Q     A    N      N      R     P      V      N      V     A     R

AAif5;TTTorycNBCAI:cifyRfxi®f:AA/of3Aifyf5ITCNGAAAAAAI3Aicyf3cNr3A:rr®®cN®ocAiGNr3Af3
K    F     A     S       I       A      R     N     a     V     R     K      K    R       Q     M      A     A     R    E

AAGAAGGTAACCAGGACCATCTITGCTATCCTACTGGCCITCATCATTACCTGGACACCG
K      K      V      T      R      T       I      F      A      I         L      L      A      F     I       I      T      W      T      P

TACAATGTCATGGTCTTGATCAACACCTTCTGCCAGACITGCATCCCAGAAACAAITTGG
Y      N      V     M      V      L      I      N      T       F     C      Q      T     C       I       P     E      T       I   W

TACATTGGGTATTGGCTCTGCTATGTCAACAGCACCATAAACCCAGCCTGCTATGCCCTT
Y       I      G      Y    W       L     C     Y      V      N      S      T      I       N      P      A      C     Y       A      L

TGCAATGCCACCTTCAAGAAGACTITCAAACACCTCCTCATGTGTCAGTACAAAAGCATT
C      N      A      T      F      K      K      T     F      K     H       L      L     M     C      Q      Y     K      S       I

GGCACAGCCAGATAGGCAACATAGAclllTCTATGAGTITGCTGACCTGITGGCAAGAAG
GTAR*

CAGGTATTTCAGAAGCCTTGAGCATGATACGCCCGGGCAGCAAGTCTTCTGAAATGCCCCA
GTGCCGACAGAGGCCGGTGCCAGAGAITCCAACTAAGGAATTTGCACTAGTAATGAGCTGG
cNisrrTREr®cAiGAIeeGAAiism®cAA:FTC5ITNCNGFTCAAirsrrAicico®cyGAIAAAir3Aic;AIc5ITAicAA
Nf5rrcAAir3AicAAA/Fr{GA::rTc:rrc5rrac;cA/CAicFTGNrsr3Nrsrsr3cNc5rror3r3f:AAir3AAiocAAiRrcNciirFT
TGTGGlllACAAAITCTTCAGTCTGAGGCTCTCCGGCAGAlllTCAAATTCCGTTACCCAATA
GACITAGTCTGGGTGGGGCTGAATTGAACAGTGGCCAAGTACCCCCITCTACCTITACATGG
AGcllTGGTTTCTTGCAGACACTMTGAGCTGTTGTCTCAACTCACTGTGACGAATGGTTTAT
TAAATCAACTGTACGCTCCCTATAAAGGGGTACTTTCAAAATACATGCCACCCCCCTTTTTAT
CATCCCATCCTTCCTTTTGllTCTITACAAAGGCTTCAGTTCTCTATGITGlllTGCCTGcllT
GCITCAGCTCTGcllTCCTATACCTGGTACAATACCCITGGCATCTGCTGCCCTCTAGCTGC
AGGTTGTAGAATTGCAGAAATGCGCACCAGTAGCCACCACAGCCAGTCTGCCCAGTAGCCA
ceNcpr:rTor3Nf3cNBfx:FTNCAAI®GAif5f5GNBf:FTC:INCAir3AAAir3fJCFTNCNr3Nsrrcof3AAICAA
GTGTGGAGCCAAAGACAGGCCAGAGAGTCTGGACTCCAGAAGGAITTTACITGACTACCAG
CTTGGGTAACAGTITGGGTAACTGGCAGAATCCTCCTGTGCATGGCAGGACTACCCACAGG
TTTCACAGTTTCTATACTAAACCAGTCATCCCTTATTATCTGllTCCTTCITGCT.GGATAAGCA
CTllTCGGATGAITCCTCAITATTATTAITGTTATTATTATTATTATTAITCCATAGC}GATGTG
GTGTGGTTGGACTGGGTGGTGGGTAAllTCTCGTCTGAITCCCTTTITCAcllTCAGCTGTA
ATGGAAATACAGTGAGGGGAAITGGCAGTTGTACAAACAATTCATTTCTCTCAGCATTGCTC
TATATAAATAATTAAGTAGGGGCTGccATAATGCTTATATAGTCTGATiTAGTGTGGiTrAAT
GCAGGAGCACCATTTCACTACAGGTATGGGACCTGITGTCCAGAATGCITGGGACCTGGGG
TiTTccGGATGATGGATciiTCTGAAAmGGGTCTTCGTTGccTTAAGTCTACTGGAGGGT
AATGTAAACCTTAAATAAACACAATATGGTAGGCTGGlllT

2832                                                    2860

Figura 10: (continuaci6n).
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TAG, seguido de una larga regi6n 3' no codificante.  En la posici6n 2.832 existe una

serial  de  po]iadenilaci6n  AATAAA,  aunque  rfo  abaj.o  no  se  encontr6  una  regi6n

terminal de poli(dA).   Este marco de [ectura abierto codifica para una proteina de

484 aminoacidos que corresponde a un receptor muscarfnico como se vefa mas

ade[ante.

Con  la  secuencia  de  amino  acidos  deducida  se  realiz6  un  analisis  de

hidrofobicidad  usando el  m6todo de  Kyte y  Doolittle  (Kyte y  Doolittle.,  1982).    La

Figura  11    muestra  el  perfil obtenido,  el  cual  es caracteristico  para  [a familia de

receptores acoplados  a  protefnas G y que  incluye  7 segmentos  hidrofobicos de

transmembrana  (I-VII)  con  una  longitud  promedio de 22  residuos,  separados  por

segmentos  hidrofilicos  extracelulares  (E1-E3)  e  intracelulares  (11-13)  de  longitud'

variable.    La  Figura  12  muestra  un  modelo  de  la  estructura  que  adoptaria  el

receptor en la membrana plasmatica de acuerdo al perfil de hidrofobicidad obtenido

y  a  previas  estructuras  propuestas  para  este  tipo  de  receptor.     Los  ndmeros

romanos  I-Vll  indican  las  7  h6Iices  de  transmembrana  correspondientes  a  [os

segmentos  hidrofobicos,   con  la  regi6n  amino  terminal  del  receptor  en  el  lado

extracelular y ]a regi6n carboxilo terminal hacia e[ lado intracelular.   En e] segmento

amino   terminal   se   indican   3   posibles   sitios   de   glicosilaci6n   en   residuos   de

asparragina que  esfan  en  secuencias  de consenso  NXSIT,  donde X podria  ser

cualquier residuo.   En la regi6n carboxilo terminal se indica un residuo de cistei'na
'

(Cis465)  que  puede  sufrir  modificaci6n  covalente  por  acido  palmitico  (Hulme  y

cols.,1990).

La Figura 13   muestra el estudio comparativo realizado entre la secuencia

aminoacidica   del  `receptor   muscarinico   de  XenapL/s  /aew.s  y   las   secuencias

humanas de los subtipos ml a m5.   De esta comparaci6n podemos determinar que

existe  una  mayor  similitud  con  el  subtipo  m4  que  con   los  otros  subtipos  de

receptores  muscarinicos.    La  homologia  con  el  subtipo  m4  es  de  un  78%  y  la

homologfa con los subtipos ml, m2, m3 y m5 oscila entre un 37% y 54%.  Este es
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Figura 11 : Perfil de hidrofobicidad del receptor.
Este perfil de hidrofobicidad se obtuvo usando el programa de Kyte y Doolittle,1982,  En el
eje  horizontal  se  muestra  la  posici6n  de  los  residuos  analizados  y  en  el  vertical  los
coeficientes de  hidrofobicidad  para cada  residuo.    Con  [os  ntlmeros  I-VII  se  indican  [as
zonas    de    mayor   hidrofobicidad    que    podrian    estar   formando    los    dominios    de
transmembrana de] receptor.
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Figura 12 =  Estructura propuesta para el  receptor muscar]'nico c[onado.
En   esta  figura  se   muestra  la  estructura  topol6gica   del   receptor  en   la   membrana
plasmatica.   Esta estructura se propone en base al perfil de hidrofobicidad del receptor.
Con una bama se indica un grupo de 5 residuos extras que no se encuentran en otros
receptores muscarinicos, Ia f]echa muestra un residuo de cisteina que podrfa ser blanco
de  palmitoilaci6n  y  en  la  regi6n  amino  terminal  se  sefialan  los  3  posibles  sitjos  de
glicosilaci6n en Asn.
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Figura  13  : Comparacj6n de la secuencia de aminoacidos deducida del receptor
muscan'nico de J(enapus /aev+-s (xM) con los 5 subtipos de receptores muscan'njcos
humanos hM1-hM5.
Los aminoacidos id6nticos en todas las secuencias` analizadas se indican con asteriscos
"" y las posibles regiones de transmembrana se indican como y barras s6lidas sobre las

secuencias.   Los ndmeros a la derecha indican las posiciones de los aminoacidos y las
letras a ]a izquierda indican el tipo de receptor.   hMl  a  hM5  representan  los receptore§
muscarinicos humanos ml,  m2,  m3,  m4 y m5 y xM  receptor muscarinico de Xenopus
laevis.
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Figura 13 : (continuaci6n).
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un  hallazgo  no  concordante  con  lo  descrito  en  literatura,  dado  que  no  se  habfa

informado la presencia de este subtipo de receptor en el oocito de Xenapus /aevt.s.

Tambi6n se puede observar que las zonas de mayor homologra se concentran en

las regiones hidrofobicas de transmembrana, que justamente serian las que forman

un bolsillo hidrofobico donde se une el ligando.

En e[ tercer segmento intracelu[ar 13 se puede observar [a existencia de un

corto segmento de 5 aminoacidos que solo se encuentra presente en el  receptor

muscarinico  m4 de Xenapus y que  presenta muy poca  homologfa con  los otros

subtipos de receptores muscarinicos.

A. 2.. Analisis de la estructura del gen por la tecnica de PCR y Southern blot.

La mayoria de los genes codificantes para receptores acoplados a protefnas

G no presentan intrones en su secuencia codificante, a excepci6n de algunos como

el receptor papa vasopresina, serotonina (Nathans y cols.,1984; De la Pefia y cols.,

1992).   Usando la tecnica de amplificaci6n de DNA por la reacoi6n de la polimerasa

en cadena (PCR) se explor6 Ia presencia de intrones en el receptor muscarinico de

Xenapus /aevt.s.   La Figura   14 A, muestra la estrategia experimental utilizada, los

diferentes pares de partidores usados y el tamafio esperado de los fragmentos de

PCR  si  el  gen  no  presentara  intrones.    Conociendo  la  secuencia  del  CDNA se

puede  predecir el tamafio exacto de los fragmentos que se deberian  obtener al
realizar la amplificaci6n por PCR.   Estos son el fragmento A, 327 pb; fragmento 8,

604  pb;  fragmento  C,  320  pb;  fragmento  D,  426  pb;  fragmento  E,  437  pb  y

fragmento F,  1587 pb.   La Figura 14 8,  muestra el analisis electrofofetico de los

fragmentos de DNA obtenidos a partir de DNA gen6mico de Xenapus.   Se puede

observar que el tamafio de los seis fragmentos de DNA amplificados corresponden

al tamafio esperado para un gen sin intrones, indicando por lo tanto que el gen para

el  receptor  muscarfnico  de  Xenapus  /aevJ.s  no  posee  intrones  en  su   regi6n

codificante.



102

_1T

A.

I_ 15          I.14       -ZO

19-        1-     I-     4-,     5-

153T

LIInEitud   [Part:§ dE hfl§E§]

Figura 14: Ana]isis de la estructura de[ gen codificante para el receptor muscan'nico
de Xenapus /aevt.s mediante amplificaci6n por PCR.
La  amplificaci6n  por PCR, se  realiz6  usando  Dl\IA  gen6mico obtenido  de  higado  de X.
Iaevis.
A.    EI  esquema  muestra  los  diferentes  pares  de  partidores  utilizados  (indicados  con
flechas) de modo de cubrir toda la regi6n codificante y parfe de la regi6n 3' no codificante.
Los fragmentos generados se indican con letras A-F, y los tamafios se indican sobre las
barras.
8.   Los productos de la amplificaci6n se analizaron por electroforesis en geles de agarosa
al 1,5°/o.  Los ndmeros a la izquierda y derecha indican los tamafios de los marcadores de
peso molecular.  Las letras en la parte superior del gel indican los productos amplificados.
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Para estudiar la posible existencia en Xenapus de mas de un gen codificante para

el  receptor muscarinico clonado,  se someti6 el  DNA gen6mico  al  analisis  por la

tecnica de Southern blot.   La Figura 15 A muestra los sitios de restricoi6n para las

enzimas    Hha  I  y  Pvu  1]  y  la  regi6n  del  DNA reconocida  por  ]a  sonda.    E]  DNA

gen6mico  se  digiri6  con  las  enzimas  indicadas,  se  separ6  por electroforesis  en

geles de agarosa al 1°/o, se transfiri6 a una membrana de nylon y se hibrid6 con la

sonda generada por PCR y marcada radioactivamente.   Esta sonda corresponde a

un fragmento de DNA de 588 pares de bases ubicada entre los nucle6tidos 339 y

927.    Se  puede  observar que  el  CDNA codificante  para  el  receptor  muscarfnico

tiene  2  sitios  de  corfe  para  la  enzima  de  restricoi6n  Hha  I,  localizados  en  las

posiciones 247 y 2.161  y dos sitios de corte  para  Pvu  11  en  las  posiciones  874 y

2.566.     La  Figura    15  8  muestra  el  DNA  gen6mjco  digerido  y  separado  por

electroforesis en un gel de agarosa al 1 % y los cam.Ies de la Figura  15 C muestran

la  hibridaci6n  obtenida  en  el  analisis  de  Southern.    Para  las  digestiones  con  la

enzima Hha I se obtuvo hibridaci6n de la sonda con el fragmento de 1.914 pares de

bases  (carril  1)  y  para  la  digesti6n  con  las  enzimas  Hha  I  y  Pvu  1[  se  obtuvo

hibridaci6n con los fragmentos de 1.287 y 627 pares de bases (carril 2).   Tambi6n

se puede observar que el fragmento de menor tamafio (627 pares de bases) hibrid6

fuertemente con la sonda, en comparaci6n al fragmento de 1.287 pares de bases

(carril 2).   Esta diferencia se explica debido a que la sonda utilizada hibrida con 535

pares de bases del fragmento de 627 y solo con 53 pares de bases del fragmento

de 1.287 pares de bases.  La presencia de la banda de 1,914 pares de bases en la

digesti6n doble (carril 1) se debe a digesti6n parcial por parfe de la enzima Hha I.

Estos resultados demuestran que existe una Sola copia para el gen codificante para

el receptor en estudio y al mismo tiempo confirman la ausencia de intrones en  la

regi6n codificante.

En la Figura 15 C en la digesti6n con Hha I se puede observar otras bandas
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Figura 15: Analisis por Southern blot del DNA gen6mico de Xenapus /aew.s.
A. El esquema muestra la estructura del CDNA codificante para el receptor muscarinico de
X. /aevis y los sitios de corte para las enzimas de restricci6n  Hha I y Pvu  11.   Tambien  se
indican los tamafios de los fragmentos que se deben obtener al digerir con la enzima Hha I
y con doble digesti6n con  Hha  I y Pvu  11.   La barra muestra el tamafio de la sonda y su
posici6n en la secuencia.   a. Digestiones del DNA gen6mico.   EI DNA gen6mico obtenido
de higado de X. /aew-s se digiri6 con las enzimas indicadas y se separ6 por electroforesis
en  un gel de agarosa al  1%.   En el primer cam'l se muestra  una  digesti6n  simple con  la
enzima Hha I y en el segundo carril se muestra una digesti6n doble con las enzimas Pvu 11
y  Hha  I.    C.  EI  DNA  gen6mico  digerido  y  separado  por  electroforesis  y  se  transfiri6  a
membranas de nylon y se hibrid6 con la sonda que se indica en la parte A.   El estandar
usado fue DNA del fago ^ digerido con la enzima Hind Ill.
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de  mayor tamafio reconocidas  por la sonda y que  hibridan  mas d6bilmente.    Las

bandas corresponden a tamafios de aproximadamente entre 2.000 a 3.000  pares

de bases.   En la doble digesti6n con Hha I y Pvu 11 estos fragmentos desaparecen

casi completamente permaneciendo solo una tenue hibridaci6n con una banda de

aproximadamente 2.500 pares de bases.   La presencia de estas sefiales positivas

podrian corresponder a digestiones parciales o a la existencia en el DNA gen6mico

de genes con cierta homologia con el receptor muscarinico de Xenapus._

Considerando la primera alternativa,  Ia digesti6n  parcial  deberia  producirse

al  cortar con  la  enzima  Hha  I  ya que  en  la  digesti6n  simple  con  esta  enzima  es

donde  aparecen  la  mayor  intensidad  de  hibridaci6n.    Si  esta  enzima  no  cortara

correctamente,  al  analizar  la  doble  digesti6n  deberian  aparecer  un  producto  de

digesti6n de un tamafio de 1.692 y que estaria comprendido entre los sitios de corte

con la enzima Pvu 11.   Sin embargo, en esa zona del gel no aparece ningt]n tipo de

hibridaci6n indicando que la digesti6n con esta enzima fue total.   Por otro lado,  al

digerir  con  ambas  enzimas  simulfaneamente  estas  bandas  desaparecen  casi

completamente, lo que podrfa ocurrir si dentro de estos fragmentos existieran sitios

intemos de corte para la enzima Pvu 11.   Esto no ocurre en el gen analizado en esta

tesis,  ]o que podrfa estar indicando la presencia de un gen  hom6Iogo.  Finalmente

en  el  caso de  la doble digesti6n  la enzima  Pvu  11  cort6  parcialmente dado que  la

banda de  1914 pares de bases correspondiente a el corfe con  Hha I  persiste con

baja intensidad.   Esta digesti6n parcial explicaria tambi6n la presencia de una muy

d6bil banda en la zona de 2.500 ya que si este fragmento contiene sitios internos

de corfe para  Pvu  11  esta enzima  no lo cortaria completamente.  En  consecuencia

las  bandas  analizadas  en  la  digesti6n  con  Hha  I  no  parecen  corresponder  a

digestiones parciales.                                                              ,

En la segunda alternativa,  de la posible existencia en el  DNA gen6mico de

genes con cierta homologia con el receptor muscarinico de Xenapus, estos podrian

codificar para  otros  subtipos  de  receptores  muscarinicos.    Dichos  genes  podrian
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corresponder  a  los  receptores  del  subtipo  ml  y  m3  previamente  descritos  por

estudios  electrofisiol6gicos en oocitos de XenapLis.

8.  Expresi6n i.n vt.fro del receptor muscarinico de Xenopus /aeyi.s.

a. 1.  Subclonamiento del CDNA codificante para el receptor muscarinico en

un vector de expresi6n y transcripci6n i.n w.fro.

Para  expresar i-n  vT.fro  e]  receptor  muscarinico  se  subclon6  solamente  la

regi6n codificante en la caja de` clonaje mdltiple del vector de expresi6n  PAGA-2,

como se describe en el punto a.16 de materiales y m6todos.

La   sfntesis  del   RNA  mensajero   se   realiz6   usando   el   DNA   plasmidial

linearizado con  la enzima de restricoi6n Xba  I  y en  presencia de  la enzima  RNA

polimerasa del fago T7, como se describe en materiales y metodos.

La  Figura  16  A    muestra  un  analisis  electrofofetico  del  producto  de  la

transcripci6n  i.n  vt.fro.    E[  carril  1  muestra  marcadores  de  tamafio  molecular para

RNA.  En los carriles 2 y 3 se muestran mRNAs transcritos en ausencia y presencia

de [Ch32P] ATP, respectivamente.    La Figura 16 a muestra una autorradiograffa del

mismo  gel.    Se  puede apreciar que  el  mRNA transcrito  corresponde a  una  sola

especie con  un tamafio de  1.634 bases,  indicando la a]ta pureza del transcrito e

integridad  del  RNA  mensajero.    E]  mRNA obtenido  se  us6  para  la  tra.ducoi6n  /.n

vitro.

8. 2.  Traducci6n r-n yt.fro del receptor muscarinico de Xenapus /aevis.

La traducci6n  i.n  vT.fro de[  RNA mensajero  se  rea]iz6  uti]izando  un  sistema

mixto  formado  por  lisado  de  reticulocito  y  por  una  fracoi6n  de  membranas  de

oocitos de Xenapus /aevis,  como se describe en  el  punto  8.23  de maten.ales y

metodos.     El   lisado  de  reticu[ocito  contiene   la   maquinaria   necesaria   para   [a

traducoi6n de proteinas y la fracci6n de membrana aporta elementos que permjten

realizar  modificaciones  post-traducoionales  (Kobilka,   1990).     Por  otro  ]ado,   Ios
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Figura 16 : Transcripci6n i.» wftro del receptor muscan'nico de Xenop«s /aewis.
Los RNA sintetizados i.n wl7o se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1 %.
A. Tinci6n del gel con bromuro de etidio.   En el carril  1  se muestra un  marcador de peso
molecular que corresponde a  los tamafios que se indican.   En  el carril 2  se  muestra el
transcrito obtenido en ausencia de radiactividad y en el carril 3 se muestra un transcrito
obtenido en presencia de [G-32P]-ATP.  8. Autorradiografia del mismo gel.
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niveles de proteina sintetizada por este m6todo son muy bajos,  siendo necesario

uti|izar [35S]-metionina para poder detectar el producto de traducoi6n.

La   Figura   17   muestra   la  autorradiograffa  de   un  gel   de  poliacrilamida

desnaturante,   donde  se  analiza  las  proteinas  sintetizadas  en   ausencia  y  en

presencia de membranas de oocitos de Xenapus /aevt.s.   En el carril a se puede
observar que en ausencia de la fracci6n de membranas se traduce una proteina

con una masa molecular de 50.000.   Esta banda es bastante difusa, Io que es muy

frecuente al expresar receptores de transmembrana en sistemas similares debido

aparentemente a un procesamiento parcial de receptor.   En este procesamiento se

utilizaria  ]a  maquinaria  presente  en  el  Iisado  de  reticulocito.    En  e[  carri]  b,  en

presencia de  la fracci6n  de membrana,  se traduce  una  proteina de  mayor peso
molecular de   54.000 daltons.   Este cambio en el peso molecular se explica por la

posible  glicosilaci6n  del   receptor  muscarinico  en   los  residuos  de  asparragina

presentes  en  la  regi6n  amino  terminal.    Solamente  se  observa  el  aumento  de
tamafio  en  presencia  de  la fracoi6n  de  membranas.    El  carril  c  corresponde  al

control negativo de traducci6n, realizado en ausencia de mRNA, y en el cual no s6

observan productos de traducci6n.

En los carriles a y b aparece ademas una banda de alrededor de 30 kDa.

Este  p6ptido de  menor tamafio  no  proviene del  lisado  de  reticulocito  (carril  c)  y

aparece solamente en aquellas reacoiones donde se agrega RNA,  indicando que

se podria generar por una iniciaci6n inespecifica de la traducoi6n.   Esto es apoyado

porque en presencia y ausencia de la fracci6n de membranas mantiene el mismo

tamafio, Io cual confirma que la proteina sintetizada no contiene las secuencias de

consenso  para  glicosi[aci6n  NXSIT  presentes  en  el  extrema  amino  terminal  del

receptor.
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Figura 17: Traducci6n del mRNA para el receptor muscan'nico de Xenopus /aevis
en lisado de reticu]ocito.
La traducoi6n de los RNA mensajeros se realiz6 en presencia lisado de reticulocito (carril
a) o de lisado mas una fracci6n de membranas de oocitos de X. /aevis (carril b).   En el
carril c se muestra un control negativo en el que no se agreg6 mRNA.   La traducci6n se
realiz6 en presencia de [35S]-metionina.  Posteriormente los productos de traducci6n fueron
separados por electroforesis en geles desnaturantes de poliacrilamida-SDS.   En la figura
se muestra una autorradiografia del gel.  Los ndmeros a la izquierda de la autorradiografia
muestran  la  posici6n  de  los  marcadores  de  peso  molecular y a  la  derecha  los  pesos
moleculares estimados para los productos de traducoi6n.
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8. 3.  Union del ligando FH] N-metilescopo]amina a e] receptor expresado /-n

vitro.

No se ]ogr6 detectar uni6n del ligando radioactivo [3H]-N-metil-escopolamina

a la proteina expresada en el sistema /.n vJ.fro de lisado de reticulocito y fracci6n de

membrana.  Existen varias causas que podrfan explicar este resultado negativo.

Una de ellas podria ser que el receptor sufra un procesamiento incorrecto y

no se inserfe en forma adecuada en la membrana,  genefandose  un  receptor no

funcional.  Otra causa podrfa ser una baja concentraci6n de receptor expresado y

que en las condiciones usadas en los ensayos de uni6n no se pueda detectar uni6n

del ligando.

Dado que la expresi6n /.n vt.fro del receptor muscarinico no permiti6 detectar

uni6n del ]igando radioactivo, se escogi6 el sistema de expresi6n i.n v/.ve, que en

este caso fueron la levadura Saccharomyces cerev/.s/.ae y la expresi6n en c6lulas

en cultivo (celu]as COS-7).

C.     Expresi6n  del  receptor  muscarinico  en  la  levadura  Saccharomyces

cerevisiae.

C.1.  Subclonamiento del CDNA codificante para el receptor muscarinico en

el vector PCUP.

Para expresar el receptor muscarinico en levaduras es necesario subclonar

el CDNA en un vector de expresi6n para este organismo.  Ademas, se ha descrito

que para expresar receptores de membrana en la levadura es importante adicionar

sefiales  de  destino  de  levadura  a  la  proteina  en  estudio.     En  este  caso,  se

intercambi6 Ia regi6n amino terminal de[ receptor muscarinico (26  residuos)  por la

regi6n amino terminal (45 residuos) del receptor para el  factor Ch de levadura (King

y   cols.,   1990),   genefandose   una   proteina   de   fusi6n   con   los   primeros   45
I

aminoacidos del  receptor del factor or de  levadura seguido del  resto del  receptor

muscarinico de Xenapus.    El  gen  hibrido generado  se  subclon6  en  el  vector de
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expresi6n para levadura PCUP,  el cual  pose'e una regi6n promotora inducible por

cobre.   Usando este DNA plasmidial se transformaron levaduras y se selecoionaron

las transformantes como se describe en materiales y m6todos.

C. 2.  Expresi6n del receptor muscarinico en la levadura.

Para verificar que las levaduras transformantes selecoionadas contienen el

vector recombinante  PCUP / receptor muscarinico,  se  aisl6 el  plasmido  desde 4

colonias diferentes de levaduras transformadas y se amplific6 una regi6n especifica

del  receptor  por  la  tecnica  de  PCR.    EI  Esquema  6    de  materiales  y  m6todos

muestra el  DNA hibrido sobre e[ cual se realiza la amplificaci6n con los partidores.

sefialados en la figura,  los cuales deben generar un fragmento amplificado de 425

pares  de  bases.     La  Figura  18,  carriles  2  a  5,   muestran  una  separaci6n

electrofotetica de los productos de amplificaci6n obtenidos desde el DNA plasmidial

de  las  4  colonias  de  levadura  recombinantes  y  que  corresponden  al  tamafio

esperado de 425 pares de bases.   EI   carril 1  corresponde al control negativo,  es

decir, cuando se utiliz6 DNA plasmidial obtenido de levaduras transformadas con el

vector PCUP  sin  inserto y en  el  cual  no  se  observa  producto  de  amplificaci6n. .

Estos resultados confirman la presencia del vector recombinante PCUP / receptor

muscarinico en las colonias de levaduras transformantes seleccionadas.

Utilizando estos clones de levadura transformadas se indujo la expresi6n del

receptor en presencia de CuS04100 HM durante 36 horas como se describe en

materiales y m6todos.   Finalmente se prepar6 una fracci6n de   membranas desde

estas levaduras y se realizaron los ensayos de uni6n del ligando radioactivo.

C.   3.      Uni6n   del   ligando   FH]-N-metil€scopolamina   a   membranas   de

levaduras.

La uni6n del  ligando se realiz6  usando 400  Hg  de  proteinas y 200  pM  de

[3H]-N-metil-escopo]amina,  en presencia y ausencia de atropina  10 LLM.   Como se
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Figura 18: Analisis de ]a transformaci6n de ]evaduras.
Las levaduras se transformaron y se mantuvieron en  medio selectivo por 48  horas.   Se
seleccionaron 4 colonias de las cuales se prepar6 DNA plasmidial.   EI DNA plasmidial se
analiz6 por PCR usando los partidores que se indican con flechas en el esquema 6, donde
se  debe  generar  el  fragmento  del  tamafio  indicado.     Aqui  se   muestra  el   analisis
electrofotetico  de  los  productos  ampl.rficados  por  PCR.    El  carril  1   muestra  un  control
negativo   de   una  amplificaci6n   obtenida  a   partir  de   DNA  aislado   desde   levaduras
transformadas con vector sin inserto.   En los otros carriles se muestran los analisis de las
colonias.
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realizaron   dos   experimentos   id6nticos   con   dos   preparaciones   de   membrana

diferentes.   Como se observa en la Tabla 2, en ausencia de atropina,  se obtuvo

una uni6n de  1.257 cpm,  en el  primer experimento,  y  1.111  cpm  en el  segundo.

Esta   uni6n   fue   paroialmente   desplazada   por  atropina,   quedando   una   uni6n

inespecffica de  800  cpm  en el  primer experimento y 726 en  el  segundo.    Por lo

tanto,  Ia uni6n especffica es de solo 457 cpm y 385 cpm respectivamente,  lo que

corresponde a 6,38 y 5,37 fmol de receptor/mg de proteina.  En la parfe derecha de

la  tabla   se   muestra   los   datos   de   uni6n   del   ligando   a   membranas   control,

provenientes de levaduras transformadas con el vector PCUP sin inserto, en la cual

se puede apreciar un nivel de uni6n basal que no fug desplazado por atropina.

Con estos resultadQs se les hizo un analisis estadistico no param6trico por

el m6todo de Wilcoxon (1945).   Se compar6 las diferencias de uni6n de la N-meti+

escopolamina a  las  membranas  provenientes  de  levaduras  transfectadas  con  el

CDNA para el receptor de Xenapus en comparaci6n con las mismas membranas

tratadas con atropina.   En este analisis se encontr6 un valor de p <  0,05,  lo que

indica que las diferencias observadas son estadisticamente significativas.   Por otro

lado,  Ios  controles  transfectados  con vector sin  inserto  no  presentan  diferencias

significativas en presencia y ausencia de atropina.

Estos resultados indican que se expresa un receptor muscarinico, que este

receptor es funcional en cuanto a la uni6n de li`gando pero que el nivel de expresi6n

del receptor en este sistema es muy bajo.   Este bajo nivel de expresi6n no permite

utilizar este sistema para realizar estudios de uni6n y desplazamiento del  ligando

para caracterizar el receptor, acoplamiento del receptor a proteinas G y estudios de

regulaci6n  de sistemas efectores,  por lo  que  se consider6 y se  decidi6  usar un

sistema de expresi6n mss eficiente, como lo es el sistema de c6lulas en cultivo.
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Tabla 2.  Expresi6n del receptor muscarinico en levaduras

Experimento 1
'

Levaduras transformadas Levaduras control transformadas
con el CDNA para el receptor con vectorI,

muscarinico

Promedio

Uni6n de NMS1331 Uni6n de NMS .Uni6n de NHS951 Union de NMS
+ Alropina + Atropina

761 932

1310 997 860 718

1130 641 530 661

1257 800 780 770

Experimento 2

Levaduras transformadas Levaduras control transformadas
con el CDNA para el receptor con vector

muscarinico

Promedio

Uni6n de NMS1052 Uni6n de NMS Uni6n de NMS482 Union de NMS
+ AIropina + Alropina

699 587

1088 674 623 508

1192 805 678 710

1111 726 594 602

Las levaduras transformadas se indujeron a expresar el receptor como se describe en
materiales y metodos.   Posteriormente se prepararon  membranas y usando 400  pug  de
proteinas de membrana se midi6 la uni6n del ligando [8H]-NMS en presencia y ausencia
de atropina.   Se cuandfic6 Ia uni6n en membranas obtenidas de levaduras transfectadas
con  el  CDNA  codificante  para  el  receptor  muscarinico  de X.  /aew.s  y  en  membranas
obtenidas de levaduras transfectadas con vector sin inserto.



117

D.  Expresi6n del receptor muscarinico en c6[ulas COS-7.

D. 1.   Subclonamiento del CDNA codificante para el receptor muscarinico en

el vector pcDNA3B.

Para  expresar  el  cDr\IA  que  codifica  para  el  receptor  muscarinico  de

Xenapus /aew.s en  c6lulas  COS-7,  se  subclon6  el  CDNA en  la  caja  de  clonaje

mdltiple   del   vector   pcDNA3B.       Este   vector   posee   un   promoter   viral   de

citomegalovirus que permite una expresi6n muy eficiente de proteinas ex6genas en

estas celu]as.

En  primer  lugar  el  CDNA ,codificante  papa  el  receptor  se  fusion6  a  una

secuencia denominada secuencia KOZAC, Ia cual facilita la expresi6n de protefnas

ex6genas  en  este  tipo  de  c6Iulas.     Posteriormente,   el  CDNA  fusionado  a  la

secuencia  KOZAC  se  subclon6  en  el  vector  pcDNA3B  como  se  describe  en

materiales y m6todos.   EI plasmido generado pcDNA3B / KZ / Xlm4 se utiliz6 para

transfectar las c6Iulas COS-7.

D. 2.  Expresi6n de[ receptor muscarinico en c6lulas COS-7.

C6Iulas   COS-7   en   cu[tivo   semiconfluente  fueron   transfectadas   con   el

plasmido  pcDNA3B  /  KZ  /  Xlm4  utilizando  el   m6todo  del   DEAE-dextrano  en

presencia de cloroquina.  Posteriormente las c6Iulas fueron mantenidas durante 48-

72  horas  a  37°C  en  una  atm6sfera  de  aire-C02  5°/o,  como  se  describe  en

materiales y m6todos.   Luego, las c6lulas COS-7 se rasparon desde las placas de

cultivo y se  homogeneizaron  por ruptura  mecanica.    En  el  extracto  generado se

midi6 la uni6n especrfica del ligando [3H]-N-meti]-escopolamina.

D.  3.    Union  del  ]igando  FH]-N-meti]escopolamina  a  extractos  de  c6]ulas

COS-7.

La  uni6n  especifica  se  determin6  por  la  diferencia  de  uni6n  obtenida  en

presencia y ausencia del antagonista atropina 10HM.   La Tabla 3 muestra la uni6n
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Tabla 3. Expresi6n del receptor muscarinico en c6Iulas COS-7.

Experimento 1

Celulas COS-7 transfectadas Celulas COS-7 control
con el cDl\IA para el receptor transfectadas con vector

muscarinico

Promedio

Uni6n de NMS2022 Uni6n de NMS Uni6n de NMS263 Uni6n de NMS
+ Atropina + Alropina

117 276

2009 63 284 315

2004 274 76 63

2012 151 208 218

Experimento 2

C6lulas COS-7 transfectadas Celulas COS-7 control
con el CDNA pars el receptor transfectadas con vector

muscarinico

\Promedio

Uni6n de NMS2108 Uni6n de NMS Uni6n de NMS248 Uni6n de NMS
+ Alropina + AIropina

146 179

1978 74 192 219

2065 110 45 118

2050 110 162 172

Las,c6lulas COS-7 transfectadas con el CDNA para el receptor muscarinico de X. /aevis o
con vector sin inserto, fueron colectadas y homogenehadas por ruptura mecanica.   En el
extracto total se midi6 la uni6n del ligando FH]-N-metil-escopo]amina (NMS), en presencia
y ausencia del antagonista atropina 10 HM y en presencia de 50 pug de proteinas.
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del  ligando  extractos  de  c6Iulas  COS-7  transfectadas  con  el  vector  con  y  sin

inserto.  Se muestran dos experimentos de uni6n del ligando a extractos de celulas

COS-7 y su desplazamiento, casi total, por 10 LLM atropina.   La uni6n especifica fug

de 2.012 cpm en el experimento 1 y 2050 en el experimento 2, lo que corresponde

a 0,22 pmol/mg de proteina.  Tambien se puede observar que en las c6lulas COS-7

transfectadas  con  el  vector  sin  inserto  la  uni6n  basal  no  es  desplazada  por  el

antagonista.

Con  estos  resultados  se  hizo  un  analisis  estadistico  por  el  m6todo  no

param6tn.co de Wilcoxon (1945), donde se compar6 las diferencias de uni6n de la

N-metil-escopolamina a los extractos provenientes de c6lulas COS-7 transfectadas

con  el  CDNA  para  el  receptor  de  Xenapus  en  comparaci6n  con  los  mismos

extractos tratados con atropina.   En este analisis se encontr6 un valor de p i 0,05,

Io que indica que las diferencias observadas son estadisticamente significativas.

Por  otro  lado,  los  controles  transfectados  con  vector  sin  inserto  no  presentan

diferencias significativas en presencia y ausencia de atropina.

Estos resultados indican que el nive] de expresi6n en celulas en cultivo es

muy superior en comparaci6n al sistema de levaduras;  0,22 pmol/mg de protefna

versus  6,38  fmovmg  de  proteina,  respectivamente  y  esto  permite  realizar  los

estudios de uni6n y desplazamiento que a continuaci6n se describen:

D. 4.   Curvas de uni6n y de desp[azamiento de FH]-N-meti]escopo]amina al

receptor muscarinico de Xenopus /aevt.s.

Con   el   objeto   de   determinar  algunas   propiedades   farmacol6gicas   del

receptor  muscarinico,  se  realiz6  un  estudio  de  desplazamiento  del  [igando  [3H]-

NMS  con  3  antagonistas  especl'ficos  para  receptores  muscarinicos,  4-DAMP,

pirenzepina  y  metoctramina.    Para  estos  estudios  se  compafo  la  conducta  del

receptor muscarinico de Xenapus /aew.s con la conducta de los receptores ml y m2

humanos expresados tambi6n en c6lulas COS-7.   Tambi6n se realizaron estu`dios
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d'e desplazamiento por ligandos no relacionados como serotonina,  isoproterenol e

histamina.   En todos los ensayos se utiliz6 50 Hg de proteinas y una concentraci6n

del ligando radioactivo de 200 pM.

La Figura 19 muestra `Ias curvas de desplazamiento de la uni6n de [3H]NMS

con el antagonista 4-DAMP, para los receptores muscarinicos ml y m2 humanos y

para el  receptor de Xenapus Xlm4.    EI  antagonista  4-DAMP  es  especifico  para

receptores muscarinicos del subtipo m3, por el que presenta mayor afinidad (Dorie

y cols.,  1991).   EI orden de afinidad de los receptores humanos por este ligando es

ml>m42m2.   Como se puede observar en  la Figura  19,  el  receptor muscarinico

ml  presenta una mayor afinidad por el antagonista DAMP (EC5o ml= 2,7 nM).   En

cambio,  el  receptor  muscarinico  de Xenapus se  comporta  de  una  manera  muy

similar con el receptor muscarinico m2 (EC5o m2 = 7,4 nM y EC5o Xlm4 = 6,4 nM ).

De acuerdo al orden de potencia de uni6n, Ia conducta presentada por el receptor

de Xenapus es la esperada para un receptor m4 con este antagonista.

La Figura 20 muestra las curvas de desplazamiento de la uni6n de [3H]NMS

con el antagonista pirenzepina.   Este es un antagonista especrfico de receptores

muscarfnicos del subtipo ml y el orden de afinidad de los receptores humanos por

este ligando es: ml>m42m2 (Dorie y cols.,1991; Buckley y cols„  1989).   Para este

caso se observa una conducta similar a [o observado  con  el  antagonista  DAMP,

aunque las diferencias son mas pequefias. En este caso los EC5o obtenidos fueron

de  138  n`M y  126  nM  para  los  receptores  m2 y Xlm4,  respectivamente.    Para el

receptor in.1  el EC5o  es de 79,4 nM.   De acuerdo al orden de potencia de uni6n,  Ia

conducta presentada por el receptor de Xenapus es similar a la mostrada por el

receptor m2.

El  antagonista  metoctramina  es  un   ligando  especifico  para  receptores

muscarinicos del subtipo m2.   E[ olden de afinidad de los receptores muscarinicos

humanos  por este ligando son:  m2>m42ml  (Dorie y cols.,  1991;  Buckley y cols.,
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Figura  20:   Curvas  de  desplazamiento  de  la  union  espec.rfica  de  FH]-N-metil-
escopolamina  al  receptor  muscan'nico  de  Xer)apes  /aevis  con  el  anfagonista
pirenzepina.
En las curvas de desplaramiento se us6 FHrN-metil escopolamina 200 pM y 50 pug/ml de
proteinas  proveniente  de  un  extracto  total.     La  uni6n  no  especifica  se  determin6  en
presencia de atropina 10prM.   Cada curva es el resultado de un expen.mento real.Ezado en
triplicado-
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1989).   Como se puede ver en la Figura 21  el receptor m2   present6 una afinidad

superior  por  el  ligando  en  comparaci6n  con  [os  otros  subtipos  de  receptores

muscarinicos  (EC5o para m2 es de 224 nM,  EC5o para ml  es de 660  nM y  EC5o

para Xlm4 es de 560 nM).   De acuerdo al orden de potencia de uni6n, Ia conducta

presentada por el receptor de Xenapus es similar a la mostrada por el receptor ml .
Todos  estos  resultados  podrran  indicar  que  el  receptor  de  Xenapus  se

asemeja al subtipo m4, pues con los ligandos pirenzepina y DAMP Ia conducta fug

similar  a  la  esperada  para  receptores  m2  y  m4,  sin  embargo  con  el  ligando

especifico  para  m2,   metoctramina,   la  conducta  del  receptor  de  Xenapus  fu6

diferente y de menor afinidad,  reflejando una posible identidad del tipo m4 para el

receptor de oocito.  Esta conducta farmacol6gica apoya los analisis de comparaci6n

de la secuencia del receptor de Xenapus con los otros subtipos de receptores, en el

sentido que este receptor serfa del subtipo m4.   Para confirmar esta hip6tesis,  se

requiere  un  estudio  farmacol6gico  mas  complete,  usando  un  mayor  ndmero  de

antagonistas y realizando los  estudios de desplazamiento en una fracci6n pura de

membranas.

Como   se   mencion6   anteriormente,   tambi6n   se   realizaron   estudios   de

desplazamiento  de  [3H]-NMS  por  ligandos  no  relacionados  como  isoproterenol,

serotonina,  e  histamina  con  e]  objeto  de  confirmar  la  especificidad  de  uni6n  del

receptor de Xenapws por los ]igandos muscarinicos anteriormente utilizados.

La  Figura  22  muestra  la  uni6n  de  estos  ligandos  no  relacionados  con

ligandos  muscarfnicos  (4-DAMP,  pirenzepina  y  metoctramina)  por el  receptor de

Xenapus.      Como   se   puede   apreciar,   los   ligandos   serotonina,   histamina   e

isoproterenol  son  capaces  de  desplazar  parcialmente  la  union  de  [3H]-NMS  y  a

concentraciones muy altas,  en el  rango de mM.    Estos resultados indican  que el

receptor aislado de Xenapus /aev/.s es efectivamente un receptor muscarinico.
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Figura  22:   Curvas  de  desp[azamiento  de  la   union  especifica  de   FH]-Nmetjl-
escopolamina al receptor muscarinico Xlm4 con los ligandos  pirenzepina, 4-DAMP,
metoctramina, isoproterenol, serotonina e histamina.
En las curvas de desplazamiento se us6 FH+N-metil escopolamina 200 pM y 50 pug/ml de
proteinas  provenientes  de  un  extracto  total.    La  uni6n  no  especifica  se  determin6  en
presencia de atropina 10HM.   Cada curva es el resultado de un experimento realizado en
triplicado.
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E.   Estudios del sistema efector regulado por el   receptor muscarinico de

Xenopus laevis.

E.1.  Efecto de carbacol sobre la actividad de la fosfolipasa CP. Acumulaci6n

de lp1.

Como se mencion6 en la introducci6n, en oocitos de Xenapus /aew.s solo se

habia descrito la presencia de 2 subtipos de receptores muscarinicos:  m3 y ml.

Estos  receptores se encuentran acoplados a  la fosfolipasa  CP,  a trav6s de  una

proteina del tipo Go y/o Gq.   Por otro  lado,  en  el  presente trabajo se describe  la

caracterizaci6n de un CDNA aislado de oocitos de Xenapus /aevt.s, codificante para

un   receptor  muscarinico  del  subtipo   m4.      Como  se  encuentra   ampliamente

documentado en  la literatura,  los receptores  ml,  m3 y m5 de mamiferos regulan

positivamente  la  actividad  de  la  fosfolipasa  CP.     Los  receptores  m2  y  m4  en

cambio, regulan negativamente la actividad de la adenilil ciclasa.   Para determinar

queviadetransducci6nregulaelreceptormuscarinicodeXenapus,Iseexpres6el.

receptorenc6IulasCOS-7yseexploraronambasvias.

En primer lugar se examin6 la degradaci6n de fosfoinositidos en respuesta

al agonista carbacol.    Para esto se midi6  la capacidad del agonista carbacol  de

inducir la acumulaci6n de lpi en c6lulas transfectadas, a las cuales se les bloque6

la desfosforilaci6n de este lpi  por Licl.  C6lulas  COS-7 transfectadas con vectores

que  contienen  los  CDNA  codificantes  para  3  diferentes  receptores  muscarinicosI

(ml,m2yXlm4)fuerontratadascon[3H]inositoI(1prcifpocillo)durante15-18horas.

Posteriormente las c6Iulas fueron tratadas con Licl 10 mM para inhibir la fosfatasa

de  lpi.     Finalmente  se  realizaron  las  estimulaciones  con  carbacol  100  LiM,  se

rompieron   las   celulas   y   se   cuantific6   los   niveles   de   lpi   acumulados   por

cromatografia de intercambio ani6nico.

Como  se  observa  en  la  Figura  23,  en  c6Iulas  COS-7  que  expresan  el

receptor Xlm4   no  hubo aumento en  la hidr6lisis de  [3H]  inositol  en  respuesta al

agonista carbacol,  como tampoco variaci6n en  presencia de atropina  10  HM.    Lo
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--+      --+      --+      --+Otropino
ml                 m2            'Xlm4        vector

Figura 23: Efecto de carbacol sobre la hidr6lisis de fosfoinos'rtidos en celulas que
expresanelreceptormuscarinicodeXenapus.
En este experimento se cuantific6 la acumulaci6n de lpl  en c6lulas COS-7 transfectadas
con vectores que expresaban alguno de los receptores muscarinicos humanos ml o m2 o
el receptor Xlm4 de Xenapus /aevt.s.   Las c6lulas COS-7 transfectadas fueron incubadas
con 1  prci de [3H]inositol durante 24 horas y se mantuvieron en medio de curt.ivo sin suero
por 4 horas.  Posteriormente fueron estimuladas con carbacol (100 HM) por 30 minutos enI       _ _ _  --A   _,  rn,     I-:,--I ----,---`;-air;;hcia de atropina (10 pM) y fueron lisadas con TCA al 5%.   Finalmente se

la acumulaci6n de Ipl  por cromatografia de intercambio ani6nico en una resina
Aquisemuestraelpromediodedosexperimentosrealizadosentriplicado.

presencia
cuantific6
AG1.X8.
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mismo se observa en c6lulas trahsfectadas con el receptor m2.   En cambio c6Iulas

transfectadasconelreceptorml,muestranunconsiderableaumentoenlosniveles

de acumulaci6n de  lp„  efecto que fue  revertido totalmente  por atropina  10  HM.

Con  estos  resultados  se  hizo  un  analisis  estadistico  no  param6trico  Owilcoxon,

1945),   donde  se  compararon  los  cambios  en  la  hidr6lisis  de  [3H]  inositol  en

respuesta  al  agonista  carbacol,  en  presencia y  ausencia  de  atropina.    En  cada

analisis se encontr6 un valor de p i 0,05, indicando que las diferencias observadas

son  estadisticamente  significativas.     Los  resultados  anteriores  indican  que  el

receptormuscarinicodeXenapus/aev/.snoregulalaactividaddelafosfolipasaCP..

E. 2.  Efecto de carbacol sobre la actividad de la adenilil ciclasa y niveles de

CAMP.

Basados en el antecedente que los receptores de mamiferos del tipo m2 y

m4  regulan  negativamente  la  actividad  de  la  adenilil  ciclasa,  se  decidi6  explorar

esta posibilidad para el receptor de Xenapus.   Para estudiar el efecto del receptor

Xlm4  sobre  la  actividad  de  la  adenilil  ciclasa  es  necesario  estimular  la  enzima

previamente y despu6s ver la capacidad  del  receptor de  inhibir esta  activaci6n.
Para  esto  se  coexpres6  en  c6lulas  un  receptor  dopamin6rgico  Dl  junto  con  el

receptor Xlm4,  de tal  manera que la estimulaci6n de la adenilil  ciclasa end6gena

por fenodopamina pueda ser posteriormente inhibida por la acci6n  de carbacol  a

traves del receptor muscarinico.   Se cotransfectaron separadamente c6lulas HEK-

293  con  vectores  que  contienen   los  CDNA  codificantes   para  tres  diferentes

receptoresmuscarinicos(ml,m2yXlm4)juntoconunvectorquecontieneelcDNA

que  codifica  para  el  receptor  dopamin6rgico  Dl   huTano.     Posteriormente  se'

estimul6  el  receptor  dopaminergico  usando  el  ligando  fenoldopamina  10  HM  en

presencia o ausencia de carbacol 100 prM.
La   Figura 24 muestra los niveles de CAMP  acumulados en c6lulas HEK-

293 frente a la adici6n de difeientes ligandos.  Como se muestra en la Figura 24 A,

Ia fenoldopamina provoc6  un  considerable aumento en  los  niveles  de CAMP,  los
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Figura  24:  Efecto  del  carbacol  sobre  la  actividad  adenililciclasa  en  c6lulas  que
expresan e[ receptor m4.
A. Acumulaci6n de CAMP en c6lulas HEK-293 cotransfectadas con vectores que expresan
un receptor dopamin6rgico Dl junto con alguno de los receptores muscarinicos Xlm4, ml
o m2.   Las celulas fueron tratadas con el agonjsta dopaminergico feno]dopamina (FD)(10
prM), para estimular la adenilil ciclasa, en presencia y ausencia de carbacol (100 prM).  A los
20  minutes  las  reacciones fueron  detenidas  usando  HCI  0,1  M  y  los  niveles  de  CAMP
fueron cuantificados por radioinmunoensayo.   a. Acumulaci6n de CAMP en c6Iulas HEK-
293   cotransfectadas  y  estimuladas  en  condiciones  identicas   a   las   anteriores   pero
estimulando el receptor muscarinico en  presencia y ausencia de atropina  10 prM.   Cada
barra corresponde al promedio de dos expen.mentos realizados en tn.plicado.
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Figura 24: (continuaci6n).



131
JI

cuales  son  disminuidos  en  presencia  de  carbacol,  por  inhibici6n  de  la  adenilil

ciclasa en celulas que expresan el  receptor m2 humano.    Lo  mismo ocurre  para

c6lulas transfectadas con el  receptor Xlm4.   En cambio,  en c6lulas transfectadas

solamente con el receptor para dopamina no se observa el efecto inhibidor causado

por carbacol.  La Figura 24 a muestra un experimento similar, pero en este caso la

inhibici6n  causada  por carbacol fu6  revertida totalmente  por atropina  10  HM.    En

este   caso   se   hizo   un   analisis   estadistico   no   parametrico   (\/\/ilcoxon,   1945),

comparando  los  cambios  en  la  acumulaci6n  de  CAMP  en  respuesta  al  agonista

carbacol,  en presencia y ausencia de atropina.   En cada analisis se encontr6 un

valor de p i 0,05, indicando que las diferencias observadas son estadisticamente

significativas.    Estos  resu]tados  indican  claramente  una  inhibici6n  de  la  actividad

adenilil ciclasa por carbacol a trav6s del receptor Xlm4.

F.     Estudios  de  la  regulaci6n  de     la  via  IVIAP  quinasa  por  el   receptor

muscarinico` de Xenop«s /aew-s.

F.1.  Activaci6n de la MAP quinasa por carbaco,I.

Cuando  los  receptores  acoplados  a  proteinas  G  son  activados  por  sus

ligandos    especificos,    el[os    promueven    ]a    disociaci6n    de    la    proteina    G

heterotrim6rica  en  la  subunidad  Gch-GTP  y  en  el  dimero  GBy.    Durante  mucho

\         tiempo se consider6 a la subunidad Got-GTP como el dnico activador de sistemas

efectores.   Sin embargo, actualmente se conoce que Gpy es tambi6n un activador

para  muchos  sistemas  efectores,  como  adenilil  ciclasa  y  fosfolipasa  CP.     En

algunos  casos,  la  liberaci6n  del  dimero  Gpy  desencadena  la  activaci6n  de  la

proteina  c-ras,  produci6ndose  una  convergencia  de  la  via  de  transducci6n  de

sefiales acopladas a proteinas G con la via de transducoi6n de sefiales acopladas

a  receptores  tirosina  kinasa  (lnglese  y  cols,   1995  y  Blumer  y  col,   1994).     La

activaci6n de c-ras provoca ]a translocaci6n de la proteina quinasa c-raf hacia [a

membrana,  lo  cual  induce  su  activaci6n.    A  su  vez,  la  proteina  c-raf  activada
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fosforila  en   residuos  de  sen.na  a  la  proteina  quinasa   MAP  quinasa  quinasa

(MAPKK), activandola.   La MAPKK que es una tirosina y treonina quinasa, fosforila

a su vez a la protefna MAP quinasa (MAPK) Ia  que finalmente, en esta cascada de

fosforilaciones, es capaz de fosforilar a un gran ndmero de proteinas intracelulares

como la quinasa n.bosomal S6 (p90rsk), Ia fosfolipasa A2 y el factor de {ranscripci6n

TCF.    Se  piensa  que  esta  MAPK  podri'a  estar  involucrada  en  el  control  de  la

proliferaci6n celu[ar.

Para estudjar la posible participacj6n de[ receptor muscarinico de Xenapus

/aevis en la activaci6n de la via de MAPK, se realizaron los siguientes estudios.  Se

coexpres6 en  c6lulas COS-7 el receptor muscarinico de Xenapus y la MAPK ERK-

2 y posteriormente se analiz6 las variaci6n de la actividad quinasica de la MAPK en

respuesta, a estimulaci6n con el agonista carbacol.    Las celulas transfectadas se

estimularon  con  el  agonista  carbacol  100  HM,  se  rompieron  en  presencia  de

detergente  y  desde  el  extracto  celular  se   inmunoprecipit6   la  MAPK  con   un

anticuerpo monoclonal dirigido contra un pequefio epftope de la hemaglutinina que

se encuentra fusionado a la secuencia de esta quinasa.   Finalmente se analiz6 la

actividad de la IVAPK inmunoprecipitada por el grado de fosforilaci6n de un sustrato

ex6geno,  en este caso la proteina basica de mielina,  en presencia de [32P.yIATP.

Finalmente  la  mezcla  de  reacoi6n  se  someti6  a  electroforesis  en   un  gel  de

poliacrilamida   desnaturante   y   la   protefna   sustrato   fosforilada   se   analiz6   por

autorradiograffa.   En todos estos estudios se utilizaron celulas COS-7,  ya que no

expresan receptores muscarinicos end6genos.

La Figura  25 muestra el efecto del carbacol  en la activaci6n de la MAPK a trav6s

del tiempo.  Se puede apreciar que la adici6n del Iigando provoc6 un gran aumento

en  la  actividad  de  la  enzjma  MAPK,  traducido  como  un  gran  incremento  en  la

fosforilaci6n  de  la  proteina  basica  de  mielina.    EI  estudio  cin6tico  indica  que  el

aumento en  la actividad fu6 muy fapido,  Ia maxima activaci6n se produjo a  los 5

minutos para posteriormente djsminuir lentamente.   En celulas no transfectadas se
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Figura     25:   Efecto  de  la  estimulaci6n  del  receptor  muscan'nico  m4  sobre  la
activjdad de MAP Quinasa.
Las c6lulas  COS-7 fueron  cotransfectadas con  vector que expresa el cDt\IA codificante
para  el  receptor muscarfnico  m4  de Xepapus y con  un  vector que  expresa  el  CDNA
cod.mcante  para  la    MAP  quinasa.    A  las  48  horas  fueron  estimuladas  con  carbacol
(100LLM)  o  EGF  (100ng/ml)  por  los  tiempos  indicados  o  por  5  minutos.    Finalmente  las
c6Iulas fueron lisadas y desde el homogeneizado se inmunoprecipit6 Ia MAP quinasa.   La
actividad de MAP quinasa se determin6 usando proteina basica de mielina como sustrato
de  fosforilaci6n  y  en  presencia  de  [Ch32P]ATP.    La  mezcla  de  reacci6n  se  separ6  por
e[ectroforesis  en  geles  de  poliacri[amida  desnaturante.    EI  gel  se  sec6  y se  someti6  a
autorradiografia.    Los  2  primeros  carriles  corresponden  a  c6Iulas  transfectadas  con  el
vector y  no  estimuladas  o  estimuladas  con  EGF  100  ng/ml.    En  los  carriles  3  al  7  se
muestran  c6lulas transfectadas  con  el  vector que  expresa  e[  CDNA  codificante  para  e[
receptor muscarinico  de XenapLis a  diferentes  tiempos  de  estimulaci6n  con  carbacol.
Estos resultados representan tres experimentos independientes.
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puede  ver  que  la  adici6n  de  EGF  provoca  tambi6n  la  activaci6n  de  la  MAPK

quinasa.  Esta activaci6n es por una via diferente y que es especrfica para factores

de crecimiento que actdan a trav6s de receptores tirosina quinasa (lnglese y cols,

1995).      En   c6Iulas   no   estimuladas   por   EGF   no   hubo   activaci6n   de   MAPK

detectable.

F. 2.  Participaci6n de Gi en la activaci6n de la MAP quinasa.

Como se determin6 anteriormente,  el carbacol provoc6 una inhibici6n de la

adenili[ ciclasa, lo cual hace suponer que esta inhibici6n estaria siendo mediada pop

una proteina G del tipo inhibidora, Gi..  Para verificar que la acci6n muscarinica esta

siendo mediada por una proteina Gi se estudi6 el efecto de la toxina de Bdrdefe//a

perfussi.s  sobre  el  efecto  activador  de  MAP  quinasa  producido  por  carbacol.

Ademas, se compar6 la conducta del receptor muscarinico de Xenapus /aew.s con

los receptores muscarfnicos ml,  m2 y con el receptor end6geno para EGF.   Para

estos  efectos  las  c6lulas  COS-7  fueron  cotransfectadas  con  los  plasmidos  que

expresan los CDNA codificantes para un receptor muscarinico determinado y para

la  MAPK.    Los  controles  se  hicieron  transfectando  las  c6Iulas  con  vectores  sin

inserto y con  un vector que expresa el CDNA para  MAPK.    Posteriormente estas

c6lulas  fueron  tratadas  con  la  toxina  pertdsica  (20  ng/ml)  durante  18  horas  y

posteriormente fueron  estimuladas con el agonista colin6rgico carbacol  100 HM.

Finalmente se determin6 la actividad de la  MAPK por fosforilaci6n de la proteina

basica de mielina, como se describe anteriormente en el  punto Fl y en materiales

y m6todos.

La Figura 26 muestra el efecto de la toxina de Bordefe//a perfusst.s sobre la

activaci6n de la MAPK por carbacol y EGF.   La autoradiograffa sefiala el grado de
•fosforilaci6n de la proteina basica de mielina por la MAPK.   Se puede apreciar que

la toxina inhibi6 considerablemente la activaci6n de la MAPK causada por carbacol

100  HM,  en  c6lulas transfectadas  con  el  receptor muscarinico Xlm4.    Lo  mismo
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Figura 26: Efecto de [a toxina perfussi.s sobre [a activaci6n de [a MAP Quinasa.
Las c6Iulas COS-7 cotransfectadas con plasmidos que expresan los cDNAs codificantes
para  los  receptores  muscarfnicos  ml,  m2,  Xlm4  y  con  MAP  quinasa  fueron  tratadas
durante 18 horas con 20 ng/ml de la toxina de Bordefe//a perfussi.s.  Posteriormente fueron
estimuladas con carbacol (100 LtM) o con EGF (100 ng/m]) durante 5 minutos.   Finalmente
fueron homogeneizadas y procesadas para cuantfficar la actividad MAP quinasa como se
describe  en  la  figura  anterior.  En  la  parte  superior  de  la  autorradiograffa  se  indica  las
ce]u]as que fueron o no {ratadas con la tordna.   En  la parte inferior se muestra el tipo de
receptorqueseexpres6yeltipodeligandoqueseutiliz6pafestimular.Estosresultados
representan tres experimentos independientes.
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ocum.6  para celulas transfectadas con  el  receptor m2,  pero  no  para celulas  que

expresan e] receptor ml .  Estos resultados indican claramente que el receptor Xlm4

y m2 activan  una  proteina  del tipo  Gi,  que es  sensible  a  la toxina  de  Bordefe//a

perfussi.s.   La activaci6n de Gi genera la disociaci6n de la proteina G, genefandose

la subunidad Goo-GTP y el heterodimero Gpy.   La acci6n de la toxina es bloquear

esta  disociaci6n  impidiendo  la  transducoi6n  de  la  serial  y  consecuentemente  la

activaci6n de MAPK.   En cambio en c6lulas que expresan el receptor ml , la toxina

no tiene efecto,  pues este receptor transduce la serial a trav6s de una proteina G

del  tipo  G/Gp que  son  insensibles  a  la  acoi6n  de  la  toxina.     Estos  resultados

demuestran  que  la  activaci6n  de  la  MAP  quinasa  a  travr6s  del  receptor  Xlm4

involucra   la   participaci6n   de   una   proteina   G   sensible   a   la   toxina   pertdsica,

posiblemente una protefna G del subtipo Gi.

F. 3.  Participaci6n del heterodimero Gpy en  la activaci6n de la MAP quinasa.

Como se mencion6 anten.ormente,  los receptores acoplados a protefnas G

inducen  la  disociaci6n  de  la  subunidad  Goo del  complejo  Gpy y  este  dimero,  en

algunos  casos,  activa  la  via  de  la  MAPK.    Papa  investigar si  el  comp[ejo  Gpy  ,

on.ginado por la uni6n  de carbacol al  receptor X]m4,  participa en  la  activaci6n  de

MAPK se  sobreexpres6  la  subunidad  GG de  la transducina  Gert,  con  la  idea  de

secuestrar  el   dfmero   Gpy  on.ginado  y  asf  bloquear  la   activaci6n   de   MAPK

dependiente de Gpy.   Para estos efectos las c6Iulas COS-7 se cotransfectaron con

tres cDNAs diferentes codificantes para un receptor muscarfnico determinado, para

MAPK  y  para  la  subunidad  Gout  de  la  transducina.     Posteriormente  las  c6lulas

fueron  estimu]adas  con  el  agonista  colin6rgico  carbacol  100  HM  y  se  analiz6  Ia

activaci6n  de  la  MAPK  como  se  describi6  en  el  punto  a.32  de  maten.ales  y

m6todos.

La Figura 27  muestra el efecto de  la sobrexpresi6n  de Gch,  transducina,

sobre la activaci6n de la MAPK por carbacol. Se observa que la sobreexpresi6n de
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Figura 27: Efecfo de la subunidad Ch de transducina sobre la activaci6n de [a MAP
quinasa.
Las  c6Iulas  COS-7  fueron  cotransfectadas  con  plasmidos  que  expresan:  uno  de  los
receptores muscarfnicos ml , m2 y XLm4; la MAP quinasa y en los carri[es que se indica [a
subunidad Ch de transducina.  Estas celulas fueron tratadas en las mismas condiciones que
[a figura anterior y fueron estimu[adas con carbacol (100LLM) o EGF (100 ng/m[) segdn se
indica.    La  actividad  de  la  MAP  quinasa  se  midi6  en  el  lisado  como  se  describe  en
materiales  y  m6todos.     En  la  parfe  superior  se  indican  las  c6Iulas  que  expresan  la
subunidad or de transducina y los ligandos usados para las estimulaciones.   En  la parte
inferior  se  sefiala  e]  tipo  de  receptor  muscarinico  expresado  en  las  celu[as.     Estos
resultados representan tres experimentos independientes.
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Gout en c6lulas transfectadas con  el receptor Xlm4 y m2 inhibi6 considerablemente

la activaci6n de la MAPK en respuesta a carbacol.   Lo mismo ocurri6,  aunque en

menor grado para c6lulas transfectadas con el receptor ml.   En cambio en c6lulas

no  transfectadas  con  receptor  muscarinico,   la  activaci6n  de  la  MAPK  por  el

receptor  EGF  end6geno,  no  fug  afectada  por  la  sobrexpresi6n  de  Gctt.    Estos

resultados  indican  claramente  que  el  dimero  Gpy  participa  activamente  en  la

activaci6n de la MAPK.por el receptor X[m4, y tiene por [o tanto un importante pape[

en la transducci6n de ]a serial entre el receptor muscarinico de Xenapus /aevt.s y la

via de la VAPK.



DISCUSION

Un  trabajo  anterior  desarrollado  en  el  laboratorio  permiti6  aislar  un  clon

positivo  para  un  posible` receptor  muscarinico  desde  una  genoteca  de  CDNA  de

oocito de Xenapus /aev/.s.   Esta tesis representa la continuaci6n de este trabajo y

se   inicia   con   la   secuenciaci6n   de   este   clon   positivo   y   posteriores   estudios

funcionales,   realizados  con  el  objeto  de  conocer  la   naturaleza   molecular  del

receptor   muscarinico   de   oocitos   de   Xenapus   y   de   caracterizar   la   via   de

transducci6n de serial a la cual se asocia este receptor.

A.   Secuenciaci6n de un CDNA codificante para un  receptor muscarinico de

ooc.itos de Xenopus laevis.

La    secuencia    del    CDNA    contenia    un    marco    de    lectura    abierto

correspondiente a una longitud de  1.454 pares de bases,  el cual codifica para una

proteina  de  484  residuos  y .con  un  masa  molecular  calculada  de  54.118.     AI

someter a  un  perfil  de  hidrofobicidad  la  secuencia  de  aminoacidos  se  obtuvo  un

perfil  tipico  para  los  receptores  acoplados  a  proteina  G,   los  cuales  poseen  7

regiones     altamente     hidrofobicas     que     corresponderian     a     regiones     de

transmembrana.       Ademas   presenta   varias   secuencias   para   modificaciones

covalentes que normalmente se encuentran presentes en los receptores acoplados

a proteinas G.    Por ejemplo:  en  la region amino terminal  existen  3 secuencias de

consenso correspondientes a sefiales de glicosilaci6n en asparragina,  en la regi6n

carboxilo terminal se encuentra un posible sitio de palimitoilaci6n en cisteina y en el

tercer segmento intracelular existen varios posibles sitios de fosforilaci6n en serina

y  treonina  y  que  podrian  estar  involucrados  en  procesos  de  desensibilizaci6n.

139
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Ademas, en los segmentos extracelulares E-1 y E-2, se encuentran presentes los 2

residuos de cisteina conservados y que formarfan un puente disulfuro.

Con respecto a los posibles sitios de interacoi6n con e[ ligando se encontr6

que  el  receptor  clonado  contiene  2  residuos  de  treonina,  que  se  encuentran

presentes  solamente  en  la  quinta  Ch-h6lice  de  transmembrana  de  los  receptores

muscarinicos.    Este seria  el  sitio  de  uni6n  para  [a  regi6n  6ster de  acetilcolina  y

carbami[colina.  Ademas el receptor contiene un residuo de aspartato en la helice 3,

el cual se encuentra presente en todos  los receptores de aminas y .actda  como

contrai6n de grupos amino de catecolaminas y aceti[co[ina.

Tambien   se   encuentran   presentes   una   serie   de   residuos   altamente

conservados  entre  los `receptores  muscarfnicos  tales  como  S86,  N88  y  rf9  en  |a

h6iice 2, yll4 , vll5 ,  N123 , y L]24  en |a h6|ice 3, Wt64  en la h6lice 4, 2 residuos de

alanina en la h6lice 5 en las posiciones 202 y 203 y Y42] y N422  en |a sexta or.he|ice.

Todos  estos   residuos   se  encuentran   presentes   solamente   en   la  familia   de

receptores muscarinicos y aparentemente cumplen papeles importantes ya sea en

la  uni6n  del  agonista  o  antagonistas  colin6rgicos.,    La  presencia  de  todos  estos

residuos, exc[usivos de receptores colin6rgicos muscarinicos, indica que e[ receptor

clonado de Xenapus corresponde a un receptor muscarrnico.

8.  Comparaci6n de [a secuencia aminoacidica deducida con [as secuencias

de receptores muscarinicos conocidos.
•En  e[  oocito  de XenapL/s /aew.s se  ha  visto  que  la  acetilcolina  causa  [a

inhibici6n de adenilil ciclasa, sin embargo existe solo un antecedente bibliogfafico al

respecto (Sadler y cols.,1984).   Esto podria ser muy interesante si lo comparamos

con  la  acoi6n  de  la  progesterona.     Como  se  discuti6  en  el  punto  F.2  de  la

introducci6n la progesterona induce la maduraci6n mei6tica a trav6s de la inhibici6n

de la adenilil ciclasa.   En analogia, la potenciaci6n de la maduraci6n producida por

estimulaci6n  muscarinica  podrfa  producirse  por  e]  mismo  mecanismo  (Sadler  y
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cols.,  1984).   Los receptores muscarinicos comdnmente acoplados a la inhibici6n

de  adenilil  ciclasa.  son  los  receptores  m2  y  m4,  por  [o  cual  si  esta  inhibici6n

`ocurriera realmente en el oocito de Xenapus a trav6s de este tipo de receptores,

deberfa expresarse uno de estos subtipos de receptor en esta c6lula germinal.

Por   otro   lado,   estudios   electrofisiol6gicos,   realizados   en   oocitos   de

Xenapus /dew.s indican que en respuesta a la acetilcolina se produce una activaci6n

de  la fosfolipasa  CP  (Kusano y cols.,  1977;  Moriarty  y  cols.,  1988;  Bujo  y  cols.,

1988).   El receptor involucrado en esta respuesta es un  receptor muscarinico del

subtipo M3, y tambien se ha detectado la participaci6n de un receptor muscarrnico

del subtipo MI  Ivan Wezenbeek y cols.,.1988; Davidson y cols.,1991).

Al comparar la secuencia aminoacidica deducida del receptor clonado de

Xenapus  con  los  5  subtipos  de  receptores  muscarinicos  humanos  ml-m5  se

encontr6 una homologfa muy superior con el subtipo m4 que con los otros subtipos

de receptores muscarinicos.  Este fue un resultado muy interesante dado que no se

ha descrito la presencia de este subtipo de receptor en el oocito de Xenapus /aev/.s

y sin embargo,  podrfa corresponder al receptor acoplado a la inhibici6n de adenilil

ciclasa.   Considerando que en el analisis de la genoteca solo se habia aislado un

clon   positivo   capaz  de   hibridar  con   upa   sonda   comdn   para   los   receptores

muscarinicos  e[   resultado  mas  esperado  era  aislar  un   clon   codificante   para

receptores m3 o ml.   Sin embargo, de estos resultados no se puede descartar la

presencia de los receptores ml  y m3,  previamente caracterizados,  los cuales s6

pueden expresan en el oocito en un nivel inferior al m4.

C.  Analisis de la estructura del ,gen codificante para el receptor muscarinico

de ooofitos de Xenopus laevis.

Para muchos de los genes codificantes para los receptores acoplados a

proteinas G, se ha descrito que no contienen intrones en sus regiones codificantes

y en la regi6n 3` no traducida.   Sin embargo,  la rodopsina (Nathans y cols.,1984),
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Ios  receptores  de  dopamina  (Giros  y  cols.,   1989)  y  el  receptor  de  la  hormona

[iberadora  de  {irotrofina  (De  la  Pefia  y  cols.,1992),  si  poseen  intrones  en  sus

secuencias codificantes.   Para determinar la estructura del gen codificante para el

receptor  muscarfnico  de  XenapL/s  /aew.s,   se  realiz6   un   analisis  de  su   DNA

gen6mico   por   PCR,   determinandose  que   el   gen   no   contiene   intrones.      Es

importante destacar que  este tipo  de tecnicas  permite  discriminar diferencias  en

ta`mafios  de  DNA de  20-30  nucle6tidos  o  diferencias  mayores,  pero  no  permite

discriminar diferencias inferiores en tamafio.   Una manera mas directa y definitiva

de comprobar la ausencia de intrones seria el clonamiento del gen gen6mico,  su

secuenciaci6n y comparaci6n de las secuencias obtenidas.

Por otro  lado,  se  realiz6  un  estudio  de  "Southern  blot"  con  el  objeto  de

determinar el tamafio del gen gen6mico codificante para el receptor muscarinjco y

el ndmero posible de genes para este tipo de receptores en el  DNA gen6mico de

Xenapus /aevt.s.   En este analisis se detect6 una hibridaci6n fuerfe con  la sonda

utilizada.   El patr6n de bandas y los tamafios obtenidos,  usando dos enzimas de

restricoi6n Pvu [] y Hha I,  muestran que un gen es detectado baj.o las condiciones

de hibridaci6n utilizadas y al mismo tiempo confirma que el gen no posee intrones

en su regi6n codificante como tampoco en parfe de su regi6n 3` no codificante.   Por

otro  lado,  en  este  mismo  experimento  en  la  digesti6n  con  la  enzima  Hha  I  se

detect6 la presencia de bandas de hibridaci6n mss d6biles de tamafios que oscilan

entre 2.000 y 3.000 pares de bases.   La presencia de dichas bandas podrfan estar

indicando la presencia de genes codificantes para [os receptores muscarfnicos del

subtipo  m3  y  ml   previamente  descritos   por  estudios  electrofisiol6gicos   ovan

Wezenbeek y co/s,  1988; Davidson y co/s,  1991 ).

D.  Expresi6n del receptor.

La manera mas directa de estudiar la funci6n de este tipo de receptores es

su expresi6n y analisis de union de ligandos muscarinicos.   En la literatura se hah
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utilizado muchos sistemas de expresi6n, desde sistemas de expresi6n i.n vt.fro hasta

la E.  co/i.,  levaduras y c6Iulas en cultivo (Marullo y cols.,  1988;  Stephens y cols.,

1993).   En este trabajo,  inicialmente se decidi6 utilizar un sistema de expresi6n /.n

v/.fro,   basados  fundamentalmente  en  lo  relativamente  simple  del  sistema  y  en

trabajos  de  expresi6n  del  receptor  P2-adren6rgico  (Kobilka,   1990).     Como  se

discutifa  mas  adelante,  este  sistema  no  permiti6  realizar  estudios  de  uni6n  de

ligandos,    por   lo   que   se   prefiri6   expresar   este   receptor   en    la   levadura

Saccharomyces  cerev/.s/.ae.    Este  sistema  de  expresi6n  /.n  vivo  tqubi6n  se  ha

utilizado extensamente para realizar estudios de funci6n de receptores, analisis de

]a relaci6n estructura-funci6n y de acoplamiento a [as vfas de transducoi6n de serial

propias de la levadura  (King y cols.,1990).   Aunque los resultados obtenidos coh

este sistema fueron mejores comparados con el sistema de lisado de reticulocito,

no permitieron realizar estudios de uni6n en forma eficiente,  por lo cual se decidi6

finalmente utilizar expresi6n en sistemas de celulas en cultivo.  Aunque la eficiencia

de  expresi6n  del  receptor en  los  dos  primeros  sistemas  es  baj.a  para  nuestros

prop6sitos, es importante destacar que ellos permiten sintetizar un receptor.   En el

caso de la levadura es posible detectar una uni6n de ligando significativa, aunque

no lo suficientemente alta como para realizar estudios farmacol6gicos.

D.1.  Expresi6n i.n w.fro en lisado de reticulocito.

Se expres6 el receptor muscarinico en un sistema mixto formado por lisado

de  reticulocito  y  por  membranas  de  oocitos  de  Xenapus  /aev7.s.     E[  receptor

expresado en este sistema tiene una movilidad electrofotetica correspondiente a 54

kDa, comparado con 16s 50 kDa que presenta e[ receptor expresado en lisado de

reticulocito en ausencia de membranas.   Esta diferencia se debe probablemente a

una modificaci6n cova[ente por glicosi[aci6n en residuos de asparragina localizados

en  la  regi6n  N-terminal  de[  receptor.     Esta  modificaci6n  ocurre  solamente  en

presencia de las membranas.   Se sabe que membranas preparadas de pancreas
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de perro aportan la maquinaria necesaria para este procesamiento postraducoional

(Kobilka,1990) y lo mismo puede estar sucediendo con la fracoi6n de membranas

de  oocitos.     Cabe  destacar  que  el  peso  molecular  estimado  para  el  receptor

expresado en  lisado solamente,  50.000,  es algo  inferior al valor te6rico obtenido

para la secuencia deducida desde el CDNA y que fue de 54.188.   A pesar de esta

pequefia diferencia, estos resultados demuestran c]aramente que el CDNA clonado

contiene un marco de lectura abierto que codifica para esta proteina receptora.  Sin

embargo,  no se detecife uni6n del ligando  N-metil-escopolamina,  aunque se utiliz6

una cantidad suficiente de la protefna expresada como para lograr detectar uni6n

significativa del ligando.    Esto indicaria que el receptor sintetizado probablemente

no es funcional  o accesible al  ligando debido a  un  plegamiento o  procesamiento

postraduccional an6malo.   Esto contrasta con resultados descritos en  la literatura

para el receptor P-2 adren6rgico el cual se expresa bien en este sistema (sobre 250

fmol/mg proteina) (Kobilka,1990).  Se ha descrito, sin embargo, que el receptor P-2

adren6rgico    sintetizado    no    es    funcional    inmediatamente    despu6s    de    la

translocaci6n a la fracci6n de membranas y de su glicosilaci6n,  sino que requiere

etapas adicionales de procesamiento que son necesarias para que el receptor sea

capaz de  interactuar con  sus  ligandos.    La  diferencia  entre  ambos  sistemas  de

membrana utilizados podria reflejar las diferencias encontradas entre la expresi6n

de ambos tipos de receptores.

D. 2.  Expresi6n i.n vt.vo en la levadura Saccharomyces cerew.s/.ae.

En  comparaci6n  con  dates  descritos  en  literatura  para  el  receptor  P2-

adren6rgico   humano  expresado  en   levadura,   donde  se  alcanza   un   nivel   de

expresi6n de 115 pmovmg de proteinas, el receptor muscarinico de Xenapus /aevt.s

se  expresa  en  un  nivel  muy  bajo  (6,38  fhiovmg  de  proteinas).    Estos  niveles,

determinados por uni6n del Iigando a una fracci6n de membranas de levadura,  no

permiten  realizar con seguridad estudios de union  y desplazamiento de  ligandos.
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La insercj6n de un p6ptido sefia],  proveniente del receptor para e[ factor sexual Ch

de la levadura, deberfa haber favorecido eficientemente la destinaci6n correcta del

receptor  a  la  membrana  plasmatica,   pero  esto  no  ocurri6.     La  aproximaci6n

experimental utilizada para la expresi6n del receptor P2-adrenergico fue la misma y

los  autores  de  ese  trabajo  demuestran  que  la   no  adici6n   del   p6ptido  sefial

disminuye  considerablemente  los  niveles  de  expresi6n.    Nuestros  resultados  no

permiten definir si existi6 una mala distribuci6n del receptor hacia la membrana o si

la inserci6n de los aminoacidos afect6 de alguna manera el correcto procesamienfo

del receptor a su destino.

D. 3.  Expresi6n /-n v/.vo en c6lulas en cultivo.

Los niveles de expresi6n del receptor muscarinico de oocitos de Xenapus

/aev/.s en c6Iulas COS-7 fueron de 0,22 pmovmg de protefnas,  Io cual es un nivel

comparable con dafos descritos en la literatura.   Estos niveles son muy superiores

a  los  6,38  fmol/mg  de  proteinas  obtenidos  en  las  levaduras.     Por  lo  tanto,  la

expresi6n en c6lulas COS-7 es el metodo elegido para expresar el receptor en las

altas cantidades que se  necesitan  para  los  estudios farmacol6gicos  de  uni6n  de

ligando y desplazamiento con los antagonistas especificos.

E.    Estudios  de  uni6n  de  ]igandos  muscarinicos  al  receptor  de Xenop«s

/aevfe expresado en celulas COS-7.

Mediante el uso de antagonistas selectivos se han identificado al menos 3

subtipos de receptores muscarinicos M1, M2 y M3.   Por otro lado se han clonado 5

subtipos de receptores muscarinicos ml,  m2,  m3,  m4 y m5,  Ios cuales  han sido

clasificados  en  base  a  la  homologfa  de  sus  secuencias  aminoacidicas.     Para

confirmar farmacol6gicamente que nuestro receptor clonado de oocitos de Xenapus

/aew.s corresponde a un receptor muscarinico y para determinar si corresponde al
I

subtipo m4, se realizaron estudios de desplazamiento con ligandos muscarfni'cos y
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con   ligandos   no   relacionados.       Utilizando   ligandos   no   relacionados   como

serofonina,  histamina e  isoproterenol  se  logr6 obtener un  desplazamiento  parcial

del ligando [3H-NMS] a concentraciones muy altas, del orden de mM.   Por otro lado,

los   ligandos  colin6rgicos   muscarinicos,   metoctramina,   4-DAMP   y   pirenzepina,

presentan afinidades del orden de nM, el   EC5o para 4-DAMP es de 6,4 nM,  para

pirenzepina es de  126  nM y para metoctramina es de 560  nM.   Como se  puede

observar, los ligandos colin6rgicos presentan afinidades de dos o tres ordenes de

magnitud  superiores  en  comparaci6n  con  los  ligandos  no  relacionados,  lo  que

confirma que el receptor clonado es un receptor muscarinico.

Los  antagonistas  comdnmente  utilizados  en  la  subc[asificaci6n  de  [os

receptores  muscarinicos son  md[tiples.    Sin  embargo,  esta  lista  de  antagonistas

comprende antagonistas especificos para los receptores de los subtipos ml , m2 y

m3.   La clasificaci6n de los receptores m4 y m5 es mas compleja y debe hacerse

por comparaci6n de afinidades usando una bateria de ligandos.   En este caso se

escogi6 3 de ellos pirenzepina, metoctramina y 4-DAMP y se compar6 Ia conducta

de]  receptor  muscarinico  de  Xenapus  con  receptores  muscarinicos  ml   y  m2

humanos.  Aunque estos estudios son preliminares, los resultados de las curvas de

desplazamiento pemiten especular acerca de la naturaleza del receptor clonado.

Los resultados obtenidos en estos estudios indican que e] receptor muscarinico de

Xenapus se comporta como  un  receptor del  subtipo  m4  (Buckley y cols.,  1989).

Estudios mas completes, realizados en fracoiones mas puras de membranas y con

un  mayor  ntimero  de  ligandos  especificos,  ayudafan  a  establecer  parametros

farmacol6gicos mas exactos para confirmar los datos anteriores obtenidos.

F.  Sistema efector regulado por el receptor muscarinico de Xenapus /aeyis,

Como   se   describe   previamente,   en   oocitos   de   Xenapus   /aevis   la

estimulaci6n   con   acetilcolina   provoca   la   estimulaci6n   de   una  fosfolipasa   CP

(Moriarty  y  co/s,   1988).     Por  otro  lado,  en  la  literatura  se  ha  descrito  que  la
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estimulaci6n con acetilcolina provocarfa una inhibici6n de adenilil ciclasa (Sadler y

co/s,1984).

Con el prop6sito de conocer el sistema efector regulado por el receptor de

Xenapus,  se  sobreexpres6  el  receptor en  celulas  COS-7  y  se  estudi6  como  la

adici6n de ligandos muscarinicos afectan  la actividad  de la fosfolipasa  C y de  la

adenilil  ciclasa.    Los  resultados  obtenidos  y  que  se  muestran  en  la  Figura  24

indican inhibiciones de adenililciclasa que oscilan entre un 40 y 60% demostrando

claramente que  el  receptor regula  el  sistema  de  la  adenilil  ciclasa  inhibiendo  su

actividad.  Por otro lado, los resultados mostrados en la Figura 23 indican que este

receptor muscarinico  no tiene  ningdn  efecto sobre  el  sistema  de fosfolipasa  CP.

Esto  concuerda  muy  bien  con  el  efecto  potenciador  de  la  aceti]co]ina  sobre  la

acoi6n  de  la  progesterona   (Dascal  y  cols„   1984)   y  apoyan   la   idea  que   la.

maduraci6n de los oocitos de Xenapus /aevt.s podrfa estar siendo producido por un

mecanismo similar al efecto producido por la progesterona.

Esta  regulaci6n  de  adenilil  ciclasa  se  podria  producir  por el  dfmero  Gpy

proveniente de la proteina G, por la subunidad Goo o a trav6s de ambos.   Como ya/

se mencion6 en el punto D.1 de la introducci6n, existen varios tipos de proteinas G

capaces de regular la adenilil ciclasa.    En el  oocito se  han  clonado dos tipos de

proteinas Gqu y una Gcio, alguna de las cuales podrfa participar especfficamente en

la transducci6n de la serial de[ el receptor muscarrnico del oocito.   Con respecto a

los dfmeros Gpy hasta la fecha no se han clonado ninguna de estas subunidades a

o y y como tampoco se sabe cuales se expresan en el oocito.

Se  ha  demostrado,   por  estudios   bioquimicos  y  a  trav6s   de   clonaje

molecular, la existencia de varias formas de la enzima adenililciclasa.   Estas formas

de ciclasa difieren en cuanto a su distribuci6n de tejidos, abundancia y regulaci6n.

Todos los isotipos de adenililciclasa son estimulados por forskolina y por analogos

de GTP.   Sin embargo,  difieren en que son  regulados en forma diferente por las

subunidades Got y Gpy del heterotrrmero de proteina G, por Ca2+-calmodulina y por
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proteina quinasas (Taussig y Gilman,1995.,  Jacobowitz y cols.,1993)   De hecho,

se han identificado mRNAs diferentes para 8 formas de ciclasas designadas I VIII.

En   distintos  tej.idos  y  en   distintos  tipos   celulares   normalmente   se   expresan

simulfaneamente varios subtipos, indicando que las proteinas G se podrfan acoplar

diferencialmente a las distintas formas de adenilil ciclasa (Krupinski y cols.,1992).

Con respecto a ]a adenilil ciclasa regulada por el receptor muscarrnico, en el oocito

se ha clonado solo una adenililciclasa,  pero se desconoce si existe mas subtipos.

Seria muy importante determinar si esta ciclasa clonada participa especificamente

en  la  transducoi6n  de  [a  serial  para  el  receptor  muscarinico  del  oocito,  o  en  la

inducci6n de la maduraci6n mei6tica por la progesterona.

G.  Activaci6n de la via de la IVIAP quinasa.

En c6Iulas somaticas, ]a protel'na quinasa Raf-1 y las MAP quinasas ERK 1

y 2 son activadas por varios factores de crecimiento (Morrison y col.,  1989).   Por

otro lado,  la actividad quinasa de Raf-1  es necesaria para la proliferaci6n inducida

por factores de crecimiento de ciertas celulas en cultivo (Kolch y cols.,1991).   En e[

proceso  de  maduraci6n  mei6tica  inducido  por  progesterona  se  ha  descrito  la

fosforilaci6n y activaci6n de las proteina quinasas  Raf 1,  MAP quinasa quinasa y

MAP quinasa,  Ias cuales como se describi6` anteriormente esfan  involucradas en

los procesos de proliferaci6n y diferenciaci6n celular (Posada y cols.,  1993; Muslin y

cols.,  1993).    Mas  adn,  se  ha  descrito  que  tanto  Raf-1  como  la  MAP  quinasa

quinasa son necesarias para la maduraci6n inducida por progesterona, es decir, Ia

via  de  estimulaci6n  de  MAP  quinasa  participaria  en  el  proceso  de  maduraci6n

mei6tica inducido por [a progesterona  (Posada y cols.,1993; Muslin y cols.,1993).

Por esta  raz6n,  quisimos  analizar el  efecfro  del  ligando  carbacol  sobre  la  vi'a  de

activaci6n  de  la  MAP  quinasa,  a trav6s  de  la  sobreexpresi6n  del  receptor Xlm4

junto con  la  MAP  quinasa  ERK2,  en  c6Iulas  COS-7.    En  estos  experimentos  se

pudo observar una gran estimulaci6n de la actividad de MAP quinasa en respuesta
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a carbacol  (Fjgura 25).    Estos resultados jndican  que, Ia vfa de la MAP quinasa,

que es necesaria para la maduraci6n inducida por progesterona, es probablemente
I

el  mecanjsmo  por  el  cual  la  activaci6n  por  acetilcolina  potencia  er  efecto  de

progesterona en el oocito de Xenapus /aev/.s.

Tradicionalmente  se  ha  considerado  a  los  sistemas  de  transducoi6n  de

sefiales  de  los  receptores acoplados a  protefnas  G  y de  los  receptores tirosina

quinasa como independientes entre si.   Actualmente se conocen varios sistemas

en  los cuales ambas vfas conveilgen  para  regular vfas  id6nticas  (Inglese y cols,

1995  y  Blumer y  co/,  1994).    Se  ha  establecido  que  la  estimulaci6n  de  varios

receptores acoplados a protefnas G provocan la activaci6n de proteinas quinasas

activadas   por   mit6genos   (ERK   1    y   2),   via   de   transducci6n   considerada

tradicionalmente como propia de receptores tirosina quinasa.   Nuestros resultados

son  muy interesante en  este sentido,  ya que indjcan  claramente que el  receptor

muscarinico  de Xenapus /aevis es  un  ejemplo  mas  de  un  receptor acoplado  a

proteina G capaz de activar a la via de la MAP quinasa, ERK2.

H.  La activaci6n de MAP quinasa esfa mediado por la profeina G del tipo Gi.
/

Se ha descrito que en  oocitos de Xenapus /aevis la inhibici6n de adenilil

ciclasa  por acetilcolina  es  sensible  a  la toxina  de  Bordefe//a perfussi.s  (Sadler y

cols.,1984).  Para determinar el tipo de proteina G que media el efecto del receptor

muscarfnico analizado en este trabajo, se realizaron estudios de sensibilidad a esta

toxina  de  Bordefe//a  perfussi.s.     Los  resultados  presentados  en  la  Figura  26

muestran  claramente  que  la  activaci6n  de  la  MAP  quinasa  es  bloqueada  por  la

toxina, indicando que el receptor Xlm4 se esta acoplando a una proterna G del tipo

Gi.   En este aspecto cabe hacer notar que en oocito de Xenapus se han clonado

dos proteinas del tipo Gqu, una Gen y una Gori3, ademas de una Gq„ que tambi6n

es sensible a la toxina.   Serfa muy interesante expresar estas proteinas en c6Iulas
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COS-7 y ver si la sobrexpresi6n aumenta el grado de activaci6n de la MAP quinasa

en respuesta a carbaco].

Es  difieil  determinar  que  protefna  G  esta  participando  en  esta  via  de

transducoi6n.     Mas  adn,  no  se  puede  descartar  que  el  receptor  pueda  estar

regulando  la  inhibici6n  de  adenjlil  ciclasa  y  la  activaci6n  de  la  via  de  las  MAP

quinasas a trav6s de proteinas G diferentes.   Por ejemplo se ha descrito para un

receptor muscarinico m4 que puede regular la actividad de adenilil ciclasa a trav6s

de  3  proteinas  Gor  diferentes  Gttoi  Gcfo2  y  Gcife  (Migeon  y  cols.,   1995).    Serfa

necesario  determinar  cual  proteina  G  participa  especificamente  en  la  inhibici6n

adenililciclasa  y en  la  activaci6n  de ]a via  de  las  MAP  quinasas  en  e[  oocito  en.

respuesta a carbacol.

I.  La activaci6n d`e la lvIAP quinasa esfa siendo mediada por  el dimero Gpy.

Hasta hace un par de afros se pensaba que la subunidad Goo de la proteina

G era el tlnico activador de sistemas efectores, sin embargo recientemente se ha

descrito  que  el  heterodimero   Gpy   es  un  activador  independiente  para  muchos

sistemas  efectores  de  protefna  G  (Inglese  y  cols,   1995).     Entre  estos  figuran

algunos tipos de adenilil ciclasas, algunas isoformas de fosfolipasa CP, canales de

K+ y Raf-1  (Tang y col.,1991;  1992;  Federman y cols.,1992;  Camps y cols.,1992;

Kim  y cols.,  1989;  Crespo y cols.,  1994).    Recientemente se  ha  descn.to  que  el

dfmero Gpy es capaz de activar la via de las MAP quinasas ERK e incluso se ha

demostrado interacci6n directa entre el dfmero Gpy con la protefna Raf-1  (Pumiglia

y cols.,1995).  Con el objeto de estudiar si el complejo GPT participa en la activaci6n

de  MAP  quinasa se  realizaron  experimentos  en  los  cuales  se  aprovech6  que  la

sobrexpresi6n de subunidad Gclt permite secuestrar al diniero Gpy y de esta manera

contrarrestar su acoi6n.   En estos experimentos se estableci6 que la activaci6n de

la   via   de   la   MAP   quinasa,    inducida   por   carbacol,    es   bloqueada   por   la
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sobreexpresi6n  de subunidad  Gout en  c6lulas  COS-7,  indicando  una  participaci6n

directa del dfmero Gpy en este proceso de activaci6n.

Existe bastante informaci6n con respecto a la especificidad de interacoi6n

entre las diferentes subunidades Goo con los receptores y sistemas efectores.   Sin

embargo,   existe  `muy  poca   informaci6n   acerca  de   la   especificidad   de   estas

interacciones con las diferentes subunidades Gpy.   Las subunidades GP y Gy son
I

menos  diversas  que  las  subunidades  Ch  y  en  muchos  casos  pueden  formar

heterotrinieros con diferentes subunidades Get.  Sin embargo, el descubrimiento d6

5   genes   codificantes   para   subunidades   GP   y   7   genes   codificantes   para

subunidades Gy,  sugiere  la existencia de dfmeros  Gpy funcionalmente diferentes

(Neer,  1995).   Se ha demostrado por ejemplo que solo se pueden formar algunas

combinaciones de Gpy.   Pronin y Gautam (Pronin y Gautam,  1.992) transfectando

fibroblastos con diferentes genes para GP y Gy examinaron la asociaci6n entre las

subunidades  Pi,  P2,  P3,  con  las  Subunidades yi  ,  y y2.    De  las  6  combinaciones

posibles yi  no se asocia con P2 ni con P3 y y2 no se asocia con P3.     Esto sugiere

queP3enestascelulasseasociaconalgunadelasotrassubunidadesyconocidas.

Actualmente se  piensa que solo algunas combinaciones de subunidades

Gpy son capaces de regular especfficamente distintos sistemas efectores,  lo cual

ya ha sido comprobado para algunos sistemas.   Por ejemplo,  en c6lulas Sf9,  los

mismos genes Pi, 82, P3, yi , y y2., Se demostr6 que solamente el heterodimero P2yi.

no forma un complejo funcional (Ifiiguez-LLuhi y cols.,  1992).   Cuando se examin6

la capacidad de estos dfmeros Gpy formados de inhibir la actividad de la adepilil

ciclasa tipo  I,  estimulada  por calmodulina-calcio,  o de  potenciar la actividad  de  la

adenililciclasa,  estimulada por Gsor,  se encontr6 que el complejo  Biyi  y el  dimero

Gpy  de  la  transducina  eran  10  veces  menos  potentes  que  los  otros  complejos

examinados (Ifiiguez-LLuhi y cols.,  1992).   Lo anterior indica que las subunidades

Gpy interacoionan selectivamente con algunos efectores.
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Porotrolado,existetambi6nevidenciabibliogfaficaqueindicaquealgunos

receptores presentan selectividad de interacci6n con el dimero Gpy. Por ejemplo,

en c6lulas GH3 se demostr6 que la subunidad Gy3 participa especificamente en la

inhibici6n   de   inhibici6n   de   canales   de   Ca2+,    dependientes   de   voltaje   por

somatostatina y Gy4 en la inhibici6n de estos canales por carbacol (Kleuss y cols,

1993).   Por otro lado,  microinyectando oligonucle6tidos antisentido en  ndcleos de

c6lulas  GH3,  Ios  cuales  inhiben  selectivamente  la  sintesis  de  subunidades  P

especificas,  Kleuss  y  colaboradores  (Kleuss  y  cols  1992)  demostraron  que  la

subunidad GP3 esta involucrada en la inhibici6n de canales de Ca2+, dependientes

de voltaje, por el receptor de somatostatina.   La subunidad Pi esta involucrada en

la inhibici6n  de  los  mismos canales  pero en  respuesta a  carbacol.    Los  mismos

autores  demuestran  que  la  acoi6n  del  carbacol  involucra  la  participaci6n  de  la

subunidad Gotoi,  mientras que la acoi6n   de somatostatina involucra la subunidad

Gcfo2 (Kleuss y cols,1991).

En celulas COS-7 se ha demostrado que la combinaci6n de Gpiy2 permite

estimular la via que conduce a la activaci6n de la MAP quinasa (Crespo y cols.,

1994), pero no existe evidencia de acci6n de otras combinaciones de subunidades

GP y Gy.

Todos     los     antecedentes     expuestos     anteriormente     indican     que

efectivamente las subunidades GP y Gy  influyen en la especificidad de interacci6n

tanto con el  receptor como con el sistema efector.    Incluso algunas subunidades

GPT pueden estimular o inhibir el sistema efector.    Hasta  la fecha se desconoce

cuales y cuantas  subunidades  GP  y  Gy   se  expresan  en  el  oocito.    Serfa  muy

importante  clonar  las  subunidades  GP  y  Gy  que  se  expresan  en  este  sistema,

probarcualesseasocianespecificamenteydeterminarsuacci6nsobrelaviadela

MAP quinasa y tambi6n sobre la adenilil ciclasa .
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J.  Papel de los recepfores muscarinicos en el oocito.

El  efecto  observado  I.n   VI/.fro  de  la  acetilcolina  sobre  el   proceso  de

maduraci6n puede reflejar una influencia fisiol6gica del sistema colin6rgico sobre

el  proceso de maduraci6n.    Existen varios  hechos que apoyan  esta  hip6tesis.

En   primer  lugar  se   ha  observado   una   desaparici6n   de   la   repuesta   a   la

acetilcolina   despu6s   de   la   degradaci6n   de   la   vesicula   germinal,   una   alta

sensibilidad  de  los  oocitos  de Xenapus /aevt.s en  respuesta a  la  acetilcolina y

una capacidad del antagonista atropina de disminuir la velocidad de maduraci6n de

los oocitos inducida por la progesterona (Dascal y cols.,1984).   Por otro lado,  se

ha  informado  que  existen  niveles  de  acetilcolina  en  la  membrana  del  oocito

comparables  a  los   presentes  en   mdsculo   (Robbins  y   Malenaar,   1981),   sin

embargo, se desconoce la fuente de la cual proviene esta acetilcolina y no se ha

informado   de   .variaciones   en    su    concentraci6n    durante    el    proceso    de

maduraci6n.

En este caso seria importante estudiar [a posible variaci6n de los niveles

del  receptor  muscarinico  en  la  membrana  del  oocito  durante  el  proceso  de

maduraci6n.   En relaci6n con esto. mismo, queda por identificar especificamente

los  componentes  que  median  la  acci6n  muscarinica,  como  por  ejemplo  la(s)

adenililciclasa(s)  y  las  subunidades  Gor,  GP  y  Gy  de  proteinas  G  que  median

tanto  [a  inhibici6n  de  adenili]  ciclasa  como  la  activaci6n  de  la  via  de  la  MAP

quinasa.     Existen  estudios  acerca  de  la  variaci6n  de  los  niveles  de   RNA

mensajeros   para   la   subunidad   Goro   durante   la   oog6nesis,   maduraci6n   y

embriog6nesis.    Estos  estudios  indican  que  el  transcripto  para  Gcho  no  varia

durante   las   etapas   de   la   oog6nesis   y   en   la   maduraci6n   inducida   por.

progesterona,  pero  disminuye  gradualmente  durante  la  etapas  tempranas  del

desarrollo  embrionario.    Esto  indicarfa  que  la  subunidad  Goro  seria  importante

para las etapas de desarrollo del oocito I a Vl, en la maduraci6n inducida por la

progesterona y en etapas tempranas del desarrollo embrionario (Ofiate y cols.,
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1992).   Para  otras protefnas Goo no existen antecedentes acerca de su expr;si6n

durante el desarrollo.

Como ya se ha mencionado anteriormente,  la progesterona puede inducir

la maduraci6n del oocito por si sola.    En cambio la acetilcolina solamente puede

potenciar la maduraci6n inducida .por progesterona,  pero no puede inducirla por si

sola.   Los resultados presentados en este trabajo, junto con  un gran  ndmero de

antecedentes bibliogfaficos,  indican que  las vfas  reguladas  por ambas  hormonas

serian las mismas,  es decir inhibici6n de adenilil ciclasa y activaci6n de la via de

MAP  quinasa.    La  diferencia  en  su  acoi6n  puede  producirse  por varias  causas.

Una  de  ellas  es  que  el  efecto  de  progesterona  sobre  la  adenilil  ciclasa  es  mas

potente   que   el   producido   por   la   aceti[colina.      Por  otro   lado,   el   efecto   de

progesterona  sobre  la  via  de  la  MAP  quinasa  tambi6n  puede  ser  diferente  a[

producido  por  la  acetilcolina  debido  a  que  ambas  hormonas  utilizan  diferentes

protefnas  quinasas  rfo  arriba  de  la  MAP  quinasa.  Por  ej.emplo  la  progesterona

activaria a c-mos,  el cual  se  encargaria de  regular la via  de  las  MAP  quinasas

(Kosako y cols.,  1994).   Los receptores muscarinicos en cambio,  actdan a trav6s

de Raf (Boudewijn y cols., 1995).

PERSPECTIVAS FUTURAS.

Los   resultados   presentados   son   particularmente   interesantes,    pues

identifican   el   sistema   de   transducci6n   de   serial   regulado   por   un   receptor

muscarrnico de Xenapus /aevt.s y establecen su posib[e relaci6n con el proceso de

maduraci6n mei6tica en el` oocito.   La informaci6n disponible en la literatura indica

que  la  via  de  activaci6n  de  la  MAP  quinasa  es  necesaria  para  la  maduraci6n

ind,ucida   por   progesterona   (Muslin   y   cols.,   1993).      Por   otro   lado,   nuestros

experimentos indican que el receptor muscarinico de Xenapus /aevt.s regula [a via

de activaci6n de la MAP quinasa.   Lo anterior podrfa estar indicando que el efecto

'
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potenciador de la acetilcolina en el plioceso de maduraci6n del oocito de Xer}apus

/aevt.s podria ocurrir a trav6s del mismo mecanismo.

Para confirmar esta hip6tesis, que nuestro receptor m4 estarfa involucrado

en  el  proceso  de  maduraci6n  potenciando  el  efecto  de  la  progesterona,  seria

necesario sobreexpresarlo en el oocito y estudiar el efecto de su estimulaci6n sobre

e]   proceso  de  maduraci6n   mei6{ica.      Para[elamente  serfa  tambi6n   necesario

analizar el efecto inhibidor sobre la adenilil ciclasa y activador de la via de la MAP

quinasa.  De ser correcta esta hip6tesis, debiera producirse una mayor inhibici6n de

la adenilil ciclasa end6gena, una mayor activaci6n de la MAP quinasa end6gena y

como consecuencia de esto  una  mayor potenciaci6n  del  efecto de  progesterona

sobre la maduraci6n mei6tica e incluso se podria inducir la maduraci6n en ausencia

de la progesterona.

Los resultados  presentados en  esta tesis demuestran  claramente que el

dimero Gpy regula la via de la MAP quinasa y que esta regulaci6n es sensible a la

acoi6n  de  la toxina de Bordefe//a perfuss/.s.    Sin embargo,  no se ha establecido

cuales son las subunidades GBy que participan en esta regulaci6n.  Actualmente se

esta  realizando el  clonamiento  de  posibles subunidades  GP  y  posteriormente se

procedefa a  hacer lo  mismo  para subunidades  Gy.    Con  la  expresi6n  de ambas

proteinas se pod fa analizar su papel en la regulaci6n de la via de la MAP quinasa.

Con respecto a la inhibici6n de adenilil ciclasa queda pendiente el estudio

sobre el mecanismo por el cual se provoca esta inhibici6n.   Durante mucho tiempo

se postul6 que la inhibici6n de la adenilil ciclasa por.Ia protefna   Gori era provocada

por  un  efecto  indirecto,  puesto  que  Gclt   al   secuestrar  dimeros   Gpy  bloquea

cualquier efecto estimulador de la ciclasa por protefnas Gcts.  Sin embargo, se han

encontrado varios sistemas en los cuales existe un Of5cto directo de Gqu   sobre la

adenilil  ciclasa.    Por ejemplo,  experimenfos  realizados  usando  mutantes  activas

constitutivamente  de   Gqu  se  ha  demostrado  inhibici6n  de  adenilil  ciclasa  por  3

subunidades  Gcxi  diferentes (Wong y cols.,1991; Lowndes y cols.,1991;  Hermout
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y cols.,1991; Wong y cols.,1992).   Por otro lado, tambien se ha encontrado varios

sistemas  donde  el  dfmero  Gpy  tambi6n  es  capaz  de  regular  directamente  a

distintos efectores entre estos figuran: cana[es de potasio (Reuveny y cols.,  1994),

adenilil Ciclasas (Federman y cols.,1992), fosfolipasa CP (Katz y cols.,1992), Raf-1

(Crespo y cols.,  1994),  PARK y  recientemente tirosina  quinasas  (Blesen  y cols.,

1995).    En  nuestros experimentos  hemos demostrado  la existencia  de  un  efecto

inhibidor    sobre   adenilil   ciclasa   de   o6lulas   COS-7,   sin   embargo   no   hemos

establecido el  mecanismo  por el  cual  se  produce  esta  inhibici6n,  si  a  trav6s  del

dimero   Gpy,   la  subunidad   Gori   o  a  traves  de  ambos.    En  el  oocito  se  han

clonado las proteinas Gqui,  Gce  y Goto las cuales junto con las subunidades Gpy

que se puedan obtener en el futuro, permitifan analizar su papel regulador sobre la

actividad de la adenilil ciclasa.   Tambien es importante confirmar estos resultados

realizando  experimentos  en  los  cuales  se  utilice  la  adenilil  ciclasa  del  oocito,

recientemente clonada.

El mecanismo por el cual se produce la inhibici6n de la adenilil ciclasa por

progesterona  no  se  ha  establecido.    Esto  podrfa  ocurrir  a  traves  de  la  misma

proteina G que regula a la via de la MAP quinasa o a trav6s de una proteina G

diferente.   Una vez que se identifiquen  los componentes que participan en  la via

regulada   por  acetilcolina,   se   puede  estudiar  su   participaci6n   en   el   proceso

maduraci6n mei6tica inducido por la progesterona.

Por otro lado, en los estudios presentados en esta tesis no se considera

el  papel  que  podrfan  cumplir  los  receptores  M3  y  Ml   en  el  oocito.     En  los

experimentos de activaci6n de la MAP quinasa, se pudo observar que en c6Iulas

que  sobreexpresan  el  receptor muscari.nico  ml  humano,  se  produce  una  gran

estimu]aci6n  de  la  MAP  quinasa  ERK2  frente  a  [a  adici6n  de  carbaco[    Esto

tambi6n ha sido descrito en la literatura (Crespo y cols.,1994).  A partir de estos

estudios  no  podemos  descartar que  el  receptor  Ml  y/o  M3,  presentes    en  el

oocito,   tambi6n   puedan   cumplir  algtin   papel   en   el   proceso  de   maduraci6n
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mei6tica.   Por esta raz6n,  serfa importante confirmar la presencia de los genes

codificantes para ambos subtipos de receptores,  para posteriormente clonarlos y.

estudiar sus caracteristicas funcionales y su posible participaci6n en el proceso de

maduraci6n mei6tica.

Finalmente,  en nuestro laboratorio se han clonado dos tipos de proteinas

Gqu  y una adenilil ciclasa.   Coexpresando estas protefnas en c6lulas en cultivo se

podria determinar especfficamente si alguna de estas protefnas Gi participa en la

transducci6n de ]a serial para el receptor muscarinico del oocito y determinar si la

adenilil  ciclasa  clonada  es  inhibida  por  la  acetilcolina.    Tambien  en  este  caso,

mediante  estudios  de  sobreexpresi6n  en  oocitos  se  puede  estudiar  la  posible

participaci6n  de  estas  proteinas  en  el  proceso  potenciaci6n  de  la  maduraci6n

mei6tica.



CONCLUSIONES

Los logros mss importantes de este trabajo de tesis son:
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1.         Se secuenci6  un  CDNA codificante para  un  receptor muscarinico,  que  por

similitud de secuencia con receptores de  mamifero corresponde al subtipo m4..

2.         Se  determin6   que  el   gen   gen6mico   no   posee   intrones  en   su   regi6n

codificante, existe una copia del gen el genoma y no se descarta la existencia de

otros genes codjficantes para otro tipo de receptores muscarinicos.

3.         Se'expres6 el receptor en tres sistemas diferentes.  Un sistema /.n w.fro,  de

lisado de reticulocito, donde no se encontr6 uni6n del ligando N-metil escopolamina,

y dos sistemas in vivo,  Ievaduras y c6Iulas en cultivo,  donde si se encontr6 uni6n

del ligando.

4.         En  c6Iulas  en  cultivo  se  demostr6  que  el   receptor  presenta   un   perfil

farmacol6gico que lo define como receptor muscarinico

5.            En celulas en cultivo se demostr6 que el receptor inhibe la actividad de la

adenilil ciclasa y no regula la actividad de la fosfolipasa C.

6.            Usando ,c6Iulas en  cultivo  se demostr6  que el  receptor tambi6n  provoca

una activaci6n en la enzima MAP quinasa, activaci6n que es sensible a la acci6n

de la tondina de Bordetella periussis.
'
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7.            La  activaci6n  de  la  MAP  quinasa  se  produce  por  un  mecanismo  que

involucra la participaci6n del dfmero Gpy de la protefna G.
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byinvitrotranscriptionandtranslationofthegene,showing
aproteinproductof54,000Da(datanotshown).Thelong3'
unstranslated region contz`ins one polyadcnyl:itioii sigmil at its
end (bases 2833-2838) but no poly(A)  tail was found.
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Fig.1.  Nucleotide and  deduced amino  acid sequence  of the  X%opws
/acw.soocytecDNAclonc.Thcsolidbarbelowtheaminoacidsequence
indicates  the  DNA  region  rccognizcd  by  tl`c  oligonuclcotidc  probe

{seedeusceec:i:rn°g).miah:¥oa]'{jda`;a¥ubsec,:rjn;£ere3?enp:::c:dTnAgs:::lees::3emr:;::
indicates the polyadenylation signal. Numbers at the right of the se-
quences  indicate  the  nucleotide  and  amino  acid  position  along  the
CDNA. The single-letter amino acid code is used.

3.2.   Airalysis Of the .xM R predicted ?irr3.a`ci`:_S_:_quLe^n^C.e
All G protein-coupled receptors (GPCR) have been shorn

to  possess  seven  hydrophobic  transmembrane  domains  [26],
and this  feature has been used to  classify our sequence  as  a
GPCR,throughhydropathyanalysis.(datanotshown).Fig.2
shows an alignment of the XMR protein sequence with other
known  human  muscarinic  species,  ml-m5  [27].  The  highest
identityappearswithm4(78%),andtoalesserextentwiththe
remaining sequences (t)etween 37 and 54%).

3.3.   Sti.uctul.e Of the ,XMR genoinic gene by Soull.ern and PCR
a,ralysis

jre#apwsgenomicDNAwassubjectedtoPCRamplification
with 9 different oligonucleotides in order to determine the size
ofthexMRgene.Fig.3AshowsadiagranofthexMRcDNA
andthelocalizationoftheprimersutilizedtoamplifydifferent
regionsofthegene.Fig.38showstheelectrophoreticanalysis
of the PCR products. As can be seen, all PCR products corre-
spond to the expected sizes of an intronless gene. In order to
analyzethegenomicprofileofthexMRgene,aspecificprobe,
describedinsection2,wasutilizedinaSouthernt)lotanalysis.
jYe#op"s genomic DNA was digested with jl/!al or doutile di-
gested with  H/ial  and  P`I#II.  As shown in Fig.  4A the XMR
CDNA  hi`s  two  JI/itil  sites.  Ioci`tcd  i`t positions 247  .ind 2.161
and  two  J'`Jwll  sites  z`t  positions  874  and  2,566.  Thus  in  an
intronlessgenetheexpectedhyt)ridizingbandsizeforthesingle
digestionis1,914t]pandtwobandsof1,287tipand627bpfor
the double digestion. The results shown in Fig. 48 agree with
the  restriction  analysis  since  the  DNA  hybridization pattern
obtained after the Southern blotting shows a major band close
to1,900bp(H/ialsingledigestion)andtwobandscloseto1,300
t)pand600bp(Hfial/Pvwlldoubledigestion).Fromthesetwo
bands the one having 627  bp  shows  a stronger hybridization
than the  1,287 tip fragment. The different strength in the hy-
bridization pat.tern is perfectly explained by the localization of
theprobewithrespecttothesizeofthecomplementaryregions
that hybridize with the probe (see Fig. 4A).

4.  Discussion

The molecul:`r  idcnlity  of the  muscariiiic  reccptor involved
in acetylcholine transducction signal in Xejiapus oocyte is not
yet  characterized.  Electrophysiological  and  pharmacological
studies have implicated the M3 and Ml  type receptors in this
action. In mammalian cells these receptors are coupled to the

phospholipase  Cp,  increasing its  activity  [28].  In  oocytes  ace-
tylcholine stimulates the IP3  pathway [19]  or  inhibit the  ade-
nylylcyclase[32].Forabetterunderstandingofthephysiolog-
ici`1 role of tliis I.cccptoi. wc considcrcd  it important to cli!`rac-
terizeitatthemolecularlcvelanddecidedtocloneitsgenefroin
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Fig.  2.  Comparison  of the deduced  amino  acid sequence  of the Xet!apus muscarinic  receptor (XMR)  with  the five human muscarinic receptors,
hml-hm5[27].Identicalaminoacidsalongthesequencesareindicatedby*symbolsandtheputativetransmemoranedomainsareindicatedasI-VII
and solid bars.

aXe#apwJ/czcvJ.sooeytecDNAlibrary.Thededucedaminoacid
sequence from the cl`oned CDNA revealed an ORF encoding a
proteinof458residues(Fig.1)withadeducedmolecularweight
of 54,188 Da The in vitro transcription and translation of the
cloned  XMR  revealed  a  product  of  54,000  Da,  which  is  in
agreement with the CDNA ORF. Hydrophathy analysis of the
sequence  revealed  the  presence  of seven  transmembrane  do-
mains(Fig.2,romannumbersI-VII),indicatingthattheoocyte
protein belongs to the G protein-coupled receptor family. Sur-
prisingly,thededucedprimarystructuredidnotshowthehigh-
est  homology  with  the  m3  or  ml   subtypes  (37-54%),  Out
with the human m4 receptor (78%) (Fig.  2). Interestingly, the
Xe#apws  receptor  sequence  has  important  amino  acid  differ-
ences clustered mainly at the amino-terminal region and third

intracellular loop. The m4 oocyte receptor could be negatively
regulatingtheadenylylcyclaseactivity,asitdoesinmammalian
cells [28], or it could be positively regulating the phospholipase
C  activity,  as  previously  shown  by  pharmacological  studies
[2il,22].  Further  genetic manipulation  and  expression  of this
gene should be done in order to clarify this issue.

Finally at the DNA level we have established through South-
ern analysis and PCR amplification the presence of one intron-
1essgeneforajYe"apusmuscarinicreceptor(Figs.3and4).This
featureissharedbyothermuscarinicreceptors[29],andconsid-
eringthestrengthofthemajorhybridizingbandincomparison
to  other  very  faint  ones  (Fig.  48)  we  can  conclude  that  in
Arc;zapws there is only one muscarinic receptor gene of this type
detectable under the described hybridization conditions.
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Fig.  3. PCR amplification of jrcHoj7us /aevi.s genomic DNA.  (A) The
diagram shows  the  Xe#apws CDNA structure.  The box indicates the
open  reading frame and thin black lines of the 5' and 3' non-coding

:£gj%kTahfp:;i::t:oE:.d+c£:et#tcekofj,g:Eubc;er:,tis:eger;g:rfyu::5Efau,rj:tg
ters,indicatetheamplifiedDNAfragments,andthenumbersbelowthe
bars show the expected size of each fragment. (a) Electrophoretic anal-

g£!::ffpDCEAprs°t£::::d¥.uE:pefrtsa,at]ettht:r'sef:ta#ea:otgej:!dgj::::dt'Lceat;thf
amplified products as shown in A.
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