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RESUMEN

El proceso de maduracion del oocito de Xenopus laevis es una etapa muy
importante en la preparacion de la célula germinal para su fertilizacion. Los oocitos
de anfibio en estado VI, se encuentran detenidos en la profase de la primera
division meiética y son inducidos fisiolégicamente a reiniciar la meiosis por la
hormona esteroidal progesterona. EI proceso de maduracion, gatillado por la
progesterona, ocurre por una cascada de reacciones que incluyen la inhibicién de
la adenilil ciclasa, disminucién de Ia actividad de las proteinas quinasas
dependientes de cAMP vy la fosforilacion y activacién del las proteinas quinasas
Raf-1 y MAP quinasa.

En oocitos de Xenopus Iaevi§, la acetilcolina potencia la maduracion
inducida por progesterona y el mecanismo por el cual se produce esta
potenciacién no estd aln claro. Se ha descrito por un lado que la acetilcolina
provoca la apertura de canales de cloruro, a través de la activacion de Ia
fosfolipasa C. Esta respuesta se debe principalmente a la activacion de un
receptor muscarinico M3 y en menor proporcion a uno del subtipo M1. La accién
muscarinica parece estar mediada por una proteina G del tipo G,/ Gy Por otro
lado también se ha descrito que la acetilcolina provoca una inhibicion de Ia
actividad de la adenilil ciclasa y esta accién estaria mediada por una proteina G
sensible a la toxina de Bordefella pertussis. En mamiferos se han identificado por
técnicas de DNA recombinante 5 subtipos de receptores colinérgicos muscarinicos
(m1-m5). Estos receptores pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a

proteina G. Los subtipos m1, m3 y m5 se acoplan a la hidrélisis de fosfoinositidos
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a través de una proteina Gq / Gy, mientras que los m2 y m4, se acoplan a la
inhibicion de adenilil ciclasa.

Los objetivos generales de este trabajo fueron la caracterizacion a nivel
molecular del receptor muscarinico presente en el oocito de Xenopus laevis y el
estudio del acoplamiento de este receptor a la proteina G y el sistema efector.

Este trabajo de tesis se inici6 con Ia secuenciacion y analisis de un cDNA
aislado previamente en el laboratorio desde una genoteca cDNA de oocitos en
estado VI. Al comparar la secuencia de aminoécidos deducida con las secuencias
de receptores de mamiferos, se encontrd que el de oocito se asemeja a un
receptor muscarinico del subtipo m4.

Los estudios realizados por PCR y Southern, con el fin de analizar la
estructura del gen codificante para este receptor, mostraron que este no posee
intrones en su secuencia codificante. Este hecho es comun para muchos de los
receptores acoplados a proteinas G. Estos analisis no excluyen la presencia de
otros genes codificantes para ofros subtipos de receptores muscarinicos en el
genoma de Xenopus.

El cDNA codificante para el receptor m4 de oocito fue expresado in vitro
usando el vector pAGA-2 y lisado de reticulocito junto con una fraccién de
membranas de oocito de Xenopus. En este sistema se obtuvo un bajo nivel de
expresion de la proteina y no se logré detectar union de ligando. Debido a esto el
receptor fue posteriormente expresado en dos sistemas in Vivo, en S. cerevisiae y
en células en cultivo. En Ia levadura solo fue posible detectar una baja uni6n del
ligando [3H]-N-metilescopolamina. En células COS-7 se obtuvo una union muy
buena que pemitié realizar estudios de unién del ligando en presencia de
diferentes antagonistas especificos e inespecificos. La afinidad de unién de los
antagonistas colinérgicos especificos fue mucho mayor que la de los antagonistas

no especificos indicando que el receptor expresado se comporta como un receptor
muscarinico.
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Con el objeto de caracterizar el sistema de transduccién de sefial regulado
por este receptor, se estudid la hidrélisis de fosfoinositidos y la formacion de
CAMP. Al expresar el receptor muscarinico en células HEK-293 se encontrdé que
inhibe la actividad de la adenilil ciclasa, inhibicion que es revertida por el
antagonista atropina. No se observé ningin cambio en los niveles de
fosfoinositidos. Al expresar el receptor en células COS-7 se encontré que
provoca la activacion de una proteina quinasa activada por mitdégenos,
denominada MAP quinasa. También se logré determinar que la activacion de la
MAP quinasa se produce a través de Ia activacion de una proteina G sensible a Ia
toxina de Bordetella pertussis Y por un mecanismo que involucra la participacion
del dimero Gy de la proteina G.

Estos resultados concuerdan muy bien con trabajos recientes en Ia
literatura, donde se describe que receptores tirosina quinasa y receptores
acoplados a proteinas G convergen hacia una misma via de transduccién de
sefiales. Esto también estd de acuerdo con evidencias que indican que la

maduracion meiética inducida por progesterona es dependiente de Ia activacion de
la via MAP quinasa.
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SUMMARY

The Xenopus laevis 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 throug‘;h- 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.

Acetyicholine 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 M1 subtype
muscarinic receptor and phospholipase C. activation, induces the opening of CI"
channels.. The muscarinic action seems to be mediated by a G protein of the G,
[ 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
Bordetella pertussis toxin. In mammals, 5 subtypes of muscarinic receptors
(m1-m5) have been identified by DNA recombinant techniques. These
receptors belong to the superfamily of G protein coupled receptors. Subtypes
m1, m3 and m5 are coupled to the hydrolysis of phosphoinositides through a G,
I Gy, protein, while the m2 and m4 are coupled to the inhibition of adenylyl
cyclase. '



The main purpose of this work was to characterizate at the molecular
level the Xenopus 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 a stage VI oocyte cDNA library. Comparison of the deduced amino acid
sequence with other mammalian sequences showed a high identity with the m4
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 in vitro using the pAGA-2
transcription vector and a reticulocyte lysate transiation system together with a
Xenopus 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 in vivo in two systems, in S.
cerevisiae 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 characterize 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




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 Bordetella pertussis toxin, through a
mechanism that involves the participation of the GpBy dimer of the G protein.

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 acetyicholine.
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INTRODUCCION

Todas las células poseen la capacidad de recibir y procesar informacién
desde su entorno. Las hormonas y la mayoria de las drogas inician su accién
biolégica por interaccion con receptores localizados ya sea en la membrana
plasmatica o en el interior de la célula. Estos ligandos extracelulares actian a
concentraciones muy bajas y el reconocimiento por parte del receptor es especifica
y con una afinidad muy aita.

La mayoria de los receptores presentes en la superficie celular son
proteinas intrinsecas de la membrana plasmética que, cuando son activados por la
union de un ligando, convierten la sefial extracelular en una o mas sefiales
infracelulares que modifican la conducta de la célula blanco. Al proceso de
transferencia de informacioén desde el exterior hacia el interior de la célula se le

denomina transduccién de sefal.

Existen diferentes sistemas de transduccion de sefiales presentes en la
membrana plasmética de una célula y que son definidos de acuerdo a los
componentes proteicos que forman parte de su estructura. Los mas conocidos en
la actualidad son los receptores para factores de crecimiento 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 transduccién de sefial involucra la fosforilacién de diferentes

sustratos intracelulares (Marshall, 1995).




A. Sistemas de transduccién de sefiales regulados por proteinas G.

Los receptores acoplados a proteinas G, tal como su nombre Io indica,
transducen la sefial al interior de la célula activando una proteina heterofrimérica
denominada proteina G, la cual a su vez activa a un sistema efector, que puede ser
un canal ionico o un sistema enzimatico de membrana (Bimbaumer y cols., 1990).
La Figura 1 muestra en forma esquematica los componentes del sistema de
transduccién de sefiales para receptores acoplados a proteinas G. La transduccion
de la sefial, a través de la membrana plasmatica, se lieva a cabo en varias etapas.
Primero, unién del ligando al receptor y activacién del complejo hormona-receptor;
segundo, activacién de la proteina G por el complejo hormona-receptor y tercero,
activacién o inhibicién 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 amplificacién de la sefial hacia el interior de Ia
célula, pues una molécula de receptor activado puede activar numerosas moléculas
de proteinas G y estas a su vez activar numerosas moléculas de sistemas
efectores, los cuales finalmente sintetizan miles de moléculas de segundos
mensajeros. Se conocen diferentes tipos de sistemas de transduccion de sefial
regulados por receptores acoplados a proteinas G y en la actualidad son los
sistemas mas estudiados y mas conocidos a nivel molecular.

Los receptores acoplados a proteinas G forman una gran familia de
proteinas 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.,. 198I7;
Dixon y cols., 1987; Abe y cols., 1993),

Las proteinas G también forman una gran familia de proteinas que regulan
la actividad de diferentes sistemas efectores. Su funcién es dependiente del
nucledtido de guanina GTP y permiten el acoplamiento del receptor al sistema
efector (Kaziro y cols., 1991).
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Figura 1. Representacién esquemaética del sistema de transduccién de sefales
acoplado a proteina G.

Se indican los componentes de este sistema de transduccion. Receptor de 7 dominios
de transmembrana, proteina G heterotrimérica con las subunidades o pByy yel
sistema efector.
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Los sistemas efectores regulados por proteinas G mejor conocidos son la
adenilil ciclasa, la fosfolipasa C-B, la fosfodiesterasa de GMP ciclico (cGMP), la
fosfolipasa Az y algunos canales idnicos. Todos estos sistemas efectores sintetizan
compuestos importantes para la célula, como son el AMP ciclico (cAMP), el inositol
trisfosfato (IPs), el diacilglicerol (DAG), el ion Ca*, el ion K* y ofros (Taussig y
Gilman 1995; Exton, 1 994; Ferris y Snyder, 1992: Kim y cols., 1989).
Estos compuestos, denominados segundos mensajeros, varian sy
concentracion intracelular produciendo cambios importantes a nivel del
metabolismo celular, inducen la entrada de la célula a estados proliferativos o de

diferenciacién y regulanla expresion de genes especificos (Dohiman y cols., 1991 ).

B. Receptores acoplados a proteinas G.

La superfamilia de receptores acoplados a proteinas G comprende varios
cientos de proteinas que se han identificado en organismos evolutivamente tan
distantes 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 moléculas organicas y pequefios péptidos hasta
hormonas glicoproteicas de alto peso molecular, pasando desde aminoacidos hasta
derivados de &cidos grasos, etc. Sin embargo, a pesar de esta gran diferencia de
estructura en los ligandos, todos los receptores acoplados a proteinas G
identificados hasta el momento son estructuraimente muy similares.

A continuacién se detalla esta superfamilia de receptores clasificada de
acuerdo al tipo de sefial que los regulan.

Purinas y nucleétidos: adenosina, CAMP, ATP, UTP, ADP, melatonina.
Aminas biogénicas: S-hidroxitriptamina, acetilcolina, dopamina, adrenalina,
histamina, noradrenalina, tiramina, octopamina.

Péptidos: hormona adrenocorticotréfica (ACTH), hormona estimulante de

melanocitos (MSH), melanocortinas, neurotensina, bombesina, endotelinas;




5
colecistoquinina, gastrina, neuroquinina B, taquinina, substancia K, substancia P,
neuropéptido Y, factor liberador de tirotrofina (TRF), bradiquinina, angiotensina i,
beta-endorfina, anafilotoxina C5a, calcitonina, quimioquinas, factor liberador de
corticotrofina (CRF), dinorfina, endorfina, péptidos formilados (fMLP), hormona
foliculo estimulante (FSH), feromonas de levaduras ay o, galanina, glucagén,
hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH), hormona liberadora de hormona de
crecimiento (GHRH), interleuquina-8, péptidos opioides, ocitosina, hormona
paratiroidea (PTH), secretina, somatostatina, trombina, tirotrofina, péptido intestinal
vasoactivo (VIP), vasopresina.
Eicosanos: Prostaciclinas, prostaglandinas, tromboxanos.
Retinal: Rodopsina, pigmentos visuales (11 cis-retinal).
Lipidos: Canabinoides, acido lisofosfatidico (LPA), factor activador de plaquetas
(PAF), leuc/otrienos.
sAminoécidos excitatorios y iones’: ion calcio, glutamato.

Odorantes: Familia A, grupos 1,234,5y6.

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 expresion en células. La rodopsina, que es activada por luz en
la retina de los vertebrados (Wittinghofer, 1994); receptores olfatorios en el epitelio
nasal de los vertebrados (Abe y cols., 1993); receptores para factores de fusién o y
a de levaduras (Burkholder y Hartwell, 1985; Kitamura y Shimoda, 1991);
receptores o y  adrenérgicos (Kobilka, 1992); receptores muscarinicos (Hulme, y
cols., 1990); los receptores para dopamina (Zhou y cols., 1990), histamina
(Yamashita y cols., 1991), angiotensina (Jackson y cols., 1 988) y hormona
luteinizante (Loosefelt y cols., 1989).




B.1. Estructura de los receptores acoplados a proteinas G.
Estos receptores son proteinas monomeéricas de membrana, los cuales
segln analisis de su secuencia primaria de aminoécidos deducida desde los genes

clonados y de sus perfiles de hidropatia, presentarian una topologia comdn a todos

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

que consiste en 7 dominios hidrofbicos de transmembrana, quedando el extremo
amino terminal hacia el lado extracelular Y la regién carboxilo terminal hacia el lado
intracelular (Dohlman y cols., 1991). Los segmentos hidrofdbicos se conectan a
través de segmentos hidrofilicos de longitud variable. Existen tres segmentos
hidrofilicos extracelulares (E-1, E-2, E-3) y fres segmentos hidrofilicos intracelulares
(-1, 1-2, I-3), siendo el segmento I3 el que mas varia en longitud. Las regiones de
transmembrana tienen una longitud entre 20-25 residuos Yy segin el modelo
propuesto estarian formando estructuras o-hélices (Strader y cols., 1 989a).

Existen varios residuos de cisteina conservados, dos de los cuales parecen
ser muy importantes. Estas cisteinas se ubican en los segmentos E1 y E2 y
estarian formando un puente disulfuro fundamental para una correcta

estructuracion y funcion del receptor en la membrana (Karnik y cols, 1988).

Al comparar las estructuras primarias o secuencia de aminoéacidos para este

tipo de receptores se observa similitud en los dominios de transmembrana,
mientras que las regiones amino y carboxilo terminal y Ia region I3 son las que
presentan mayores diferencias. Estas observaciones han permitido postular que
estas regiones estén involucradas en la unién de ligandos, en el acoplamiento a
proteinas G y en la modificacién postraduccional por proteina quinasas (Dixon y
cols., 1988; Dohiman y cols., 1 991; Kobilka, 1992).
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Figura 2. Estructura Propuesta para los receptores acoplados a proteinas G.

Los tres segmentos hidrofilicos extracelulares se indican como E-1, E-2, E-3 y los tres
segmentos hidrofilicos intracelulares como I-1, -2, I-3. Las hélices de transmembrana se
numeran del 1 al 7. Se indican dos residuos de Cisteina (C) en los segmentos E1y E2 que
estarian formando un puente disulfuro. En la regidon N-terminal se indican residuos de
asparragina (N) que pueden sufrir modificacién por glicosilacién. En el extremo C-terminal
se sefiala un residuo de cisteina (C) que sufre una modificacion covalente por adicién de
lipidos del tipo acido palmitico Y que genera una regién hidrofilica intracelular adicional (14).
En el tercer segmento intracelular se muestran regiones con contenido de serinas (S) y
treoninas (T) que pueden ser fosforilados Y que conducen a procesos de desensibilizacién
temprana.
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Estudios realizados con receptores quiméricos, construidos por técnicas de
ADN recombinante, indican que los receptores acoplados a proteinas G estan
formados por médulos que realizan diferentes funciones. Las regiones de
transmembrana participan en la unién del ligando y definen la selectividad de union
para los diferentes ligandos extracelulares, Las regiones I1, 12 e I3 estan
involucradas en el acoplamiento selectivo a Ia proteina G, especialmente Ia regién
I3. La region I3 contiene una serie de serinas y treoninas que determinan también
la desensibilizacion temprana del receptor por quinasas especificas (Letkowitz y
Caron, 1988). La region amino terminal contiene residuos de asparragina que.
sufren modificacién por glicosilacién Y que para algunos receptores es fundamental
para su expresion en la superficie celular. En e extremo carboxilo terminal existe
un residuo de cisteina que es modificado por adicién covalente de lipidos del tipo
acido palmitico y que genera una region hidrofflica intracelular adicional (region 14).
Aunque’ Se conoce bastante acerca de las regiones que determinan en
general las caracteristicas antes descritas, alin no se conocen con exactitud las
Zonas o residuos de aminoéacidos que determinan la especificidad de unién de
ligandos y la especificidad de acoplamiento a las diferentes proteinas G.

{
7/

B. 2. Sitio de unién del ligando.

Los estudios realizados en Ia rodopsina y el receptor B-adrenérgico (Kobilka,
1992) han permitido identificar el sitio de unién del ligando. En Ia Figura 3 se'
muestra la disposicion que adoptan las a-hélices del receptor en la membrana
plasmatica, cuando estas se observan desde el lado extracelular. Estas o-hélices
se ordenan de una manera secuencial antihoraria y tienen caracter anfipatico, con
una cara hidrofilica formada por cadenas laterales de aminoacidos basicos y ofra
cara, relativamente hidrofébica fuertemente empaquetadas entre si. De esta forma
S€ genera un bolsillo o cavidad central hidrofilica, que en algunos casos sirve de
sitio de unidn para el ligando. Las caras hidrofébicas de estas o, -hélices estan en




NH2

Figura 3. Representacion esquematica del ordenamiento de las hélices
anfipaticas para receptores acoplados a proteinas G,

Se muestra el ordenamiento de las 7 a-hélices para un receptor 3-adrenérgico cuando se
observa la membrana desde e lado extracelular. Tambign se indica la forma en Ia cual se
uniria el ligando epinefrina a la cavidad central hidrofilica de] receptor y la interaccién del
ligando con las distintas hélices de transmembrana,
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contacto con Ia bicapa lipidica y la cavidad central hidrofilica unen al ligando
especifico en un ambiente polar (Kobilka, 1992).

Mediante estudios de mutagenesis sitio dirigida, fabricacién de receptores
quiméricos y estudios biofisicos se han realizado estudios mas detallados sobre Ia
relacion estructura y funcién para este tipo de receptores. Con respecto a la union
de ligandos, se han obtenido datos experimentales principalmente para receptores
de catecolaminas y receptores colinérgicos, que indican que los agonistas se unen
@ una region rodeada por las o-hdlices 3,5y6. Paralos receptores B-adrenérgicos
se han identificado en forma precisa un residuo de aspartato en la a-hélice 3
(Strader y cols., 1988; 1991), dos residuos de serina en la o-hélice 5 (Strader y
cols., 1989b) y un residuo aromatico en la hélice 6 (Dixon y cols., 1 988) que’
participan en la unién de adrenalina. Se ha propuesto que el grupo carboxilo de un
residuo de aspartato, ubicado en la o-hélice 3 de los receptores de aminas
biogénicas, actiia como contra ion para el grupo amino de catecolaminas y de
acetilcolina (Gantz y cols., 1992, Kobilka, 1992; Frasery cols., 1 989; Stader y cols,,
1994). La mutacién en un residuo de fenilalanina en g a-hélice 6 de receptores B-
adrenérgicos indica que este residuo participa en |a estabilizacién de la union del
anillo aromatico que contienen las catecolaminas con el receptor, como se muestra
en la Figura 3 (Dixon y cols., 1988).

Usando el mismo tipo de estrategia experimental se ha establecido en
receptores B2-adrenérgicos que 2 serinas, presentes en Ia a-hélice 5, interacttian
con los grupos hidroxilo ubicados en las posiciones mefa Y para del anillo de
catecol (Strader y cols., 1989b). Estos residuos de serina en Ia a-hélice 5 y
fenilalanina en la a-hélice 6 estan presentes en posiciones analogas en todos los
receptores acoplados a proteinas G Que unen catecolaminas, pero ausentes en
receptores acoplados a proteinas G que unen otro tipo de ligandos. La Figura 3
muestra también la forma en Ia cyal se uniria el ligando catecolaming al receptor p-
adrenérgico y que seria muy similar para otros receptores que unen aminas




procesamiento anémalo de] receptor B-adrenérgico Y este no se eéxpresa en Ia
membrana (Strader y cols, 1989b)

A partir de estos estudios se pensé que en ofras familias de receptores
acoplados a proteinas G, estos residuos deberian estar sustituidos por otro tipo de
residuos que determinarian |Ia interaccién con ligandos especificos, Cuando se
clond y se analizg Ia Secuencia del receptor para histamina, se encontré que en las
posiciones de Ias serinas de la a-hélice 5 existian residuos de aspartato y treonina.
Al mutar estos residuos por alanina se encontré que ambos residuos eran criticos
para la unién del ligando histamina, probablemente debido z la interaccion con e
anillo imidazol presente en la histamina (Gantz y cols., 1 992). Estudios similares
realizados con receptores muscarinicos han permitido identificar dos residuos de
treonina presentes en |a a-hélice 5 que cumplen un papel fundamental en g unién y
activacion del receptor por acetilcoling y carbamilcoling, tal vez por interaccién con
el grupo éster de| ligando (Wess y cols., 1991).

Estos antecedentes indican la gran importancia de lag a-hélices 5y 6 en I
interaccién con los ligandos. Por otro lado, como se vers mas adelante, Ia regién I3
la cual conecta las a-hélices 5 y 6, es critica para la interaccion dej receptor con la
proteina G. Tomando todos estos antecedentes en conjunto, se puede postular
que la unién del ligando podria afectar la conformacién de Ia region I3 del receptor
permitiendo la interaccién de la regién I3 con Ia protefna G.

Los residuos que determinan la unién de un tipo de ligando no debieran ser
importantes en definir las diferencias farmacolégicas detectadas entre log distintos
subtipos de receptores pertenecientes a una misma familia, indicando esto Ia
existencia de residuos adicionales que definen las diferencias farmacolégicas, En




« 7 es importante para definir diferentes especificidades de unidn entre los receptores
B2y oy adrenérgicos (Kobilka y cols, 1988). Sustituciones de residuos localizados
€n esta regibn para Ios receptores adrenérgicos Y S-HT alteran
considerablemente Jg afinidad por antagonistas (Suryanarayana y cols., 1991; Guan
y cols., 1992).

regiones de interaccién con los ligandos. Por ejemplo, para los subtipos de
receptores NK;, NK, Y NKs, al sustituir sistematicamente residuos aminoacidicos .
del receptor NK; con residuos de los receptores NKz y NK; permitieron identificar
residuos individuales en el extremo amino terminal y en ¢ primer segmento
extracelular E-1 que son necesarios para Ia union de alta afinidag para los ligandos
peptidicos (Fong y cols., 1992). Por otro lado, estudios realizados en receptores
acoplados a proteinas G que unen hormonas glicosiladas como TSH, FSHy LH y
Que poseen una regidn amino terminal bastante grande y que constituye en algunos
casos mas del 50% de I3 proteina, indican que esta regién amino terminal confiere
especificidad de unién del ligando (Nagayama y cols., 1991; Tsai-Morris Yy cols.,

En resumen, Ias regiones y residuos de aminoécidos involucradas en Ig
unién del ligando varian de acuerdo a| tipo y subtipo de receptor, no existiendo

regiones ni secuencias consenso de unién.
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B. 3. Dominios de interaccién con proteinas G.

Para el receptor B-adrenérgico se ha logrado establecer g través de Ia
fabricacion de proteinas quiméricas, a fravés de mutaciones puntuales y a través
de deleciones, Ia identidad de las regiones de interaccién con la proteina G y que
estan ubicadas en I3 region I3 (Kobilka y cols., 1988). Al sustituir la regién I3 del
receptor B, adrenérgico pOr un segmento equivalente de| receptor ay-adrenérgico,
el receptor quimérico B, adrenérgico produjo la estimulacion del recambio de

fosfatidilinositol] como ocurre normalmente para el receptor as-adrenérgico,

indicando un cambio en la especificidad de acoplamiento entre g receptor y Ia
proteina G (Cotecchia y cols., 1990). También se ha visto para el mismo receptor
B2 adrenérgico, que el extremo carboxilo terminal de Ia region I3 y Ia region amino
terminal de Ia region carboxilo terminal del receptor son importantes para la
interaccién con la proteina G (O'Dowd y cols., 1988). Por otro lado, la delecién de
la regién amino y carboxilo terminal de Ia region I3 del receptor B, adrenérgico
desacopla el receptor del sistema efector adenilil ciclasa (Dixon y cols., 1 987;
Strader y cols., 1994). Para los receptores muscarfnicos se ha demostrado que Ia
region amino terminal de |g region I3 es Ia responsable en determinar ia
especificidad de acoplamiento (Kubo y cals., 1 988; Lechieiter y cals., 1990).

Otro tipo de estrategia experimental para analizar el acoplamiento entre

receptor y proteina G ha sido Ig utilizacion de peptidos sintéticos los cuales son

Capaces de bloquear Ia interaccion entre e receptor y la proteina G o activar
directamente Ia proteina G. EI primer peéptido utilizado fue g] mastoparan, que es
un péptido proveniente del veneno de avispa. Este péptido activa directamente las
proteinas G de las familias GyG, (Higashijima y cols., 1990; Sukumar y col.,
1992). Estudios bioquimicos y fisicoquimicos para este péptido han mostrado que
posee una conformacién de a-hélice anfipatica (Sukumar e Higashijima, 1992) que
es indispensable para la activacion de Ia proteina Gy G,. Por otro lado, estudios
de estructura y funcion de este péptido muestran que los residuos con carga




(Higashijima y cols., 1990), confirmando que la naturaleza anfipatica de la a-hélice
€s esencial para su accign. ,

Posteriormente se ha usado una gran diversidad de péptidos derivadols de
Secuencias presentes en distintos receptores. Los péptidos sintéticog empleados
corresponden a las regiones amino y carboxilo terminal de Ia region I3, los cuales
fueron capaces de estimular la actividad GTPasica y la unién de GTPyS de las
proteinas G en estudio. Entre estos figuran un péptido sintético de 15 residuos,
correspondiente al extremo carboxilo terminal de la regién I3 de receptor B,
adrenérgico. Este péptido activa a Ia proteina Gs y en menor grado a Gy (Okamoto
y cols., 1991). Por otro lado, un péptido de 19 aminoacidos derivado de la region
amino terminal del segmento I3 del receptor de dopamina D2, estimula la unién de
GTPyS y la actividad GTPasica de una mezcly de proteinas Giy G, (Voss y cois.,
1993).

confirmando nuevamente Que esta seria la estructura necesaria para la interaccién
con las proteinas G (Dixon y cols, 1 988). En un estudio Computacional muy
detallado se realizé yn analisis comparando parametros fisicoquimicos (carga y

estructuras. El caracter anfipatico seria g principal determinante en la interacciér_l
del receptor con Ig proteina G (Strader y cols., 1989a). La a-hélice tendria
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residuos arométicos no polares en las posiciones 1 y 8 Y generalmente una
Superficie polar localizadg entre los residuos 6 Y 12. Los residuos que podrian
conferir especificidad para la interaccién con Ig proteina G parecen estar entre las
posiciones 11y 17. En el estado inactivo dej receptor, la a-hélice se encontraria
€nmascarada por otros dominios del receptor y al producirse la unién del agonista
se induciria un cambio conformacional que haria accesible este dominio a lé
proteina G. Los receptores que se acoplan a fosfolipasa CB lo hacen a través de
proteinas G del subtipo G4/Gy1, G; YGoyenel analisis descrito en Ja Figura 4
aparecen para estos receptores dos secuencias de consenso diferentes, sugiriendo

que dichas diferencias podrian ser las determinantes de la especificidad.

B. 4. Modificaciones covalentes postraduccionales para los receptores
acoplados a proteinas G,

La mayoria de los receptores acoplados g proteinas G sufren glicosilacién,
teniendo en Ia region amino terminal extracelular al menos un sitio de glicosilacion

€n asparragina, presente en la secuencia consenso Asn-X-Ser/T, hr. La importancia

membrana plasmatica Y en algunos casos en Ia union del ligando (George y cols.',
/1 986; Rands y cols., 1990). Por otro lado, en la region carboxilo terminal de estos
receptores existe un residuo de Cisteina altamente conservado. Se ha demostrado
que este residuo sufre modificacion covalente por adicién de &cido palmitico
(Ovchinnikov y cols., 1988). Se piensa que esta modificacion produce el anclagje de
esa regién del receptor a la membrana, generandose una cuarta region intracelular,
4. La presencia de este residuo de cisteina es estructuralmente muy importante,
ya que al ser eliminado por mutacion sitio dirigida, se reduce dramaticamente |a '
estabilidad del receptor en Ia membrana (Dixon y cols., 1987).

Muchos receptores acoplados a proteinas G también tienen Ia capacidad de
Sufrir desensibilizacion. Este es Un proceso mediante el cual gl receptor se hace
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insensible en el tiempo a la accién del ligando, a pesar de Ia presencia continua dej
ligando. Esta desensibilizacién puede ocurrir por varios mecanismos. Uno de ellos
ocurre por reduccién del ndmero de receptores en Ia superficie celular y el otro por
una rapida atenuacion de |a interaccién entre el receptor y la proteina G (Savarese
y Fraser., 1992).

La desensibilizacién que involucra ung disminucién del ntmero de
receptores en la superficie celular puede producirse por dos procesos diferentes.
Uno de elios es por secuestro de receptores en vesiculas de membrana y el otro
por una disminucién del nGmero total de receptores, proceso denominado “Down
Regulation”. En ¢ proceso de secuestro de receptores en vesiculas de membrana
Se produce una disminucién de receptores en la superficie celular pero el niimero
total de receptores no se altera. Esto ocurre en periodos de tiempo relativamente
cortos (minutos) y los receptores secuestrados en las vesiculas pueden ser
retornados a la membrana plasmatica (Sibley y cols., 1986). El secuestro de
receptores parece ser independiente de fosforilacién (Strader y cols., 1987
Hausdorff y cols., 1989; Cheung y cols., 1990). En Ia otrg forma de
desensibilizacién “Down Regulation”, el ndmero total de receptores disminuye, por
lo cual se requiere sintesis de novo de proteinas y ocurre en periodos de tiempo
mas largos (minutos a horas). Este proceso parece ser independiente de Ia
fosforilacion del receptor (Bouvier y cols., 1 989).

El otro proceso de desensibilizacién ocurre Por una rapida atenuacién de ig
interaccion entre el receptor y la proteina G, proceso que toma lugar en minutos
después de la estimulacién con el agonista y que es independiente de Ia sintesis de
novo de proteinas. Existen dos formas de desensibilizacién que ocurren en cortos
periodos de tiempo Y que no involucra una disminucién en el nimero de receptores.
Estas son la desensibilizacién homéloga y Ia desensibilizacién heteréloga (Sibley y
cols., 1985; 1986). La desensibilizacién homéloga conduce g una reduccion en [
Capacidad de responder por parte del receptor a un solo tipo de ligando, sin afectar




En este aspecto e sistema mejor Caracterizado es el de Ig fototransduccion,
donde la forma fotoactivada de Ia rodopsina es fosforilada por una proteina quinasa
especifica, denominada rodopsina quinasa (Wilden y Kuhn, 1982; Wilden y cals.,
1986). Como se describira en la seccién “Heterodimero GBy de la proteina G,
este proceso es dependiente del dimero By de la proteina G. La actividad de esta
quinasa depende de Ia presencia del agonista, es decir solo fosforila a los
receptores en su estado activo. Para que Ia fosforilacién del receptor por Ia
rodopsina quinasa produzca el desacoplamiento de| receptor con Ia proteina G
transducina, se requiere la participacion de una proteina adicional, denominada
arrestina (Wilden y cols., 1986). Se piensa que la arresting Se une sdlo al receptor
fosforilado, desacoplando e| receptor de la proteina G Y por lo tanto reduciendo la
afinidad del receptor por el ligando. La Figura 5 muestra en forma esquematica g
proceso de desensibilizacion mediado por quinasas,

Se conocen 6 diferentes tipos de proteina quinasas especificas para
receptores acoplados a proteinas G, todas las Cuales son serina-treoning quinasas
(Premont y cols., 1995). Para los receptores B-adrenérgicos se han identificado 2
quinasas, denominadas BARK quinasas o GRK?2 y GRK3 (Benovic y cols., 1986;
1989; 1991). A pesar de su especificidad fosforilante in Vivo, estas quinasas
fosforilan una gran variedad de receptores in vitro. Entre ellos se encuentran los
receptores B, y o, adrenérgicos, rodopsina, muscarinico m2, sustancia P y el
receptor de adenosina A1 (Inglese y cols., 1 993). También se han aislado Ias
quinasas GRK4, GRK5 Y GRKBS, siendo GRK5 Ja mejor estudiada (Premont y cols.,
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Figura 5. Desensibilizacién de rodopsina por fosforilacién mediada por |a
rodopsina quinasa.







Se generan por procesamiento alternativo dej RNA mensajero dos isoformas del
receptor (Peralta y cols., 1987). Estas isoformas difieren en la presencia o
ausencia de un segmento de 29 aminodcidos, localizado en la regidon I3 dg]

estructuralmente como farmacolégicamente (m1-m5). Son codificados por 5 genes
independientes localizados en diferentes Cromosomas. Los subtipos pueden ser

divididos en dos grupos de acuerdo al sistema efector que regulan. Los subtipos
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cuando receptores mutantes constitutivamente activos son expresados en células
NIH 3T3. En condiciones idénticas los subtipos m2 y m4 no inducen el fenotipo
transformado (Gutkind y cols., 1991). En la cascada rio abajo de transduccién de
sefial se ha descrifo recientemente que la estimulacién de los receptores
muscarinicos m1 y m2 por el agonista carbacol, induce la activacién de uﬂa
proteina quinasa tipo MAP quinasa (quinasa activada por mitégenos) (Her y cols.,
1991; Crespo y cols., 1994). Esta activacion de la MAP quinasa es mediada por el

dimero GBy y no por las subunidades Ga. (Crespo y cols., 1994).

D. Proteinas G.

Las proteinas G, denominadas asf por su capacidad de unir nucleétidos de
guanina, son heterotrimeros formados por la subunidad a, 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 B 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-Ultimas dos subunidades se asocian fuertemente para formar el
heterodimero Gy (Bimbaumer, 1992). ,

En mamiferos las subunidades o, B y y de las proteinas G son codificadas
por al menos 20, 5y 7 genes, respectivamente (Neer, 1995; Watson y cols., 1994;
Von Weiz’sacker y cols., 1992; Cali y cols., 1992). El gran nimero de posibles
heterotrimeros Gay que pueden generarse por diferentes combinaciones ofrece
una regulacién fina. en la especificidad de la transduccién de las sefiales
(Birnbaumer., 1992).

D. 1. Subunidades Go. :
Las proteinas G difieren principalmente en la secuencia primaria de sus
subunidades a, las cuales se acoplan a diferentes receptores y transducen la

informacién hacia diferentes tipos de sistemas efectores (Kaziro y cols., 1991;
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Bimbaumer y cols., 1990). En base a la similitud en la secuencia de aminoacidos
de diferentes subunidades a, las proteinas G pueden clasificarse en 4 grupos
principales Gj, Gs, Gqy G12 (Tabla I).

La comparacion entre las secuencias aminoacidicas de las subunidades Gao.
también ha permitido observar la existencia de secuencias conservadas. Se han
encontrado 4 regiones aminoacidicas que se encuentran presentes tanto en las
proteinas Go. como en otras proteinas que unen GTP, como es el caso de los
factores de elongacion 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 proteinas a través del aparato de Golgi
(Goud y col., 1991). Hoy en dia se sabe que estas secuencias participan en la
formacién del sitio de unién para GTP. '

La Figura 6 muestra la estructura terciara para la subunidad Go,
determinada recientemente por andlisis de difraccion de rayos X para las
subunidades G oy y transducina Gox (Noel y cols., 1993; Lambright y cols., 1994;
Coleman y cols., 1994). Se ha determinado que las subunidades o consisten
basicamente de dos dominios. Un dominio central, denominado “GTPasa’, que
esta formado por 5 o-hélices que rodean a 6 hojas B y que contiene la actividad
GTPasica, el bolsillo de unién del nucledtido de guanina, las regiones de
interaccion para el receptor y sistema efector y la region de interaccién para el
dimero GBy (Neer, 1995; Rens-Domiano y‘ Hamm., 1995). El otro dominio,
denominado “Hélice”, es un dominio estructurado solo por o-hélices, cuya funcién
aun no esta clara, aunque se postula que se trataria de una regién reguladora de la
actividad GTPasica de la proteina G y también de interaccién con el sistema
efector (Conklin y Bourne, 1993, Antonelli y cols., 1994). Entre estos dos dominios;
“‘GTPasa’ y “Hélice”, se produce la unién del nucleétido de guanina.

Diversos estudios han hecho posible identificar las regiones que

interaccionan con otras proteinas. Asf la region que interacciona con el dimero GBy
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Tabla 1. Clasificacion de las Proteinas G

Proteina Subtipos Sensibilidad a Sistema efector regulado
G toxina
Gi Qi-1, 02, 043, O, | Sensibles a la toxina inhibe adenilil ciclasa

Olt, Oz, Olgust, Olz. de B. pertussis regula canales de potasio y de
(excepto o) Calcio

activa cGMP fosfodiesterasa

Gs Ols, Ololf sensibles a la toxina estimula adenilil ciclasa
del célera regula canales de calcio
Gq O, 1, Olig, - activa fosfolipasa Cp
Qs, Qs
Gi2 O3, O3 : - regula el intercambio de sodio
y potasio

La clasificacion de las proteinas G se basa en el tipo de gen clonado (Neer, 1995).




Dominio "Hélice" Dominio "GTPasa"

Figura 6. Modelo estructural para la subunidad o de proteinas G.
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Las subunidades Go. contienen dos dominios; un dominio “GTPasa” y un dominio “Hélice”.
El dominio “GTPasa” esta formado por 5 a-hélices, designadas con nameros del 1 al 5,
que rodean a 6 hojas 3. En este dominio residen la actividad GTPasica, el bolsillo de unién
del nucledtido de guanina, la regién de unién para el receptor y sistema efector y la region
de unién para el dimero Gg,. El dominio “Hélice” esta estructurado solo por a-hélices,
designadas con letras. Este seria un dominio regulador de la actividad GTPasica de la
proteina G y también de interaccion con el sistema efector. Entre estos dos dominios se

produce la unién del nucleétido de guanina.
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corresponde a los primeros 25 aminoacidos de la regién amino terminal de la
subunidad Goa. (Denker y Bourne, 1992; Coleman y cols,1994). La regi6én de unién
con el dimero. GBy también incluye la segunda o-hélice del dominio “GTPasa;’
debido a que una cisteina de esta hélice (Cys 215 de Gu,) puede ser entrecruzada
quimicamente con el dimero GBy (Thomas y cols., 1993). Por otro lado se ha
establecido que la interaccion con el receptor estd determinada por el extremo
carboxilo terminal y por la a-hélice 5§ del dominio “Hélice” de la proteina Go. (Conklin
y Bourne, 1993). La regién de interaccién con el efector también incluye a la
segunda o-hélice y se sobrepone parcialmente con la regién de interaccion con el
dimero Gy (Conklin y Bourne, 1993).

Algunas de estas subunidades Go de proteinas G sufren modificaciones
covalentes por accién de toxinas bacterianas como la toxina de Bordetella pertussis
y de Vibrio cholerae. La toxina de Bordetella pertussis cataliza la transferencia del
grupo ADP-ribosa desde el NAD hasta un residuo de cisteina ubicado en el
extremo carboxilo terminal de la subunidad Ga de las proteinas Gy, G, Gi, Go Gt}
y Ge (West y cols., 1985; Hepler y Gilman, 1992). Esta modificacién se produce
sobre el estado heterotrimérico inactivo provocando el desacoplamiento de la
proteina G con el receptor. La toxina del cdlera también cataliza la transferencia
del grupo ADP-ribosa desde una molécula de NAD, pero en este caso la
transferencia ocurre a un residuo de arginina presente en Gos vy Gor. Esta
modificacion se produce sobre el estado activado de la proteina Ga, inhibiendo su
actividad GTPasica y generando una proteina G permanentemente activada.

La mayor-parte de las proteinas Go. son modificadas postraduccionalmente

por adicion de &cidos grasos, como &cido miristico en la glicina amino terminal y

. palmitico en un residuo de cisteina cercano a la regién amino terminal (Buss y

cols., 1987; Mumby y cols., 1990; Casey, 1994; Linder y cols., 1993). El miristato
unido facilita la interaccion de Ga con los fosfolipidos de membrana y facilita la

interaccion con el heterodimero GBy (Casey, 1994).
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D. 2. Heterodimero Gy de la proteina G.

Las subunidades GBy se encuentran fuertemente unidas formando un
complejo que puede ser disociado solamente en condiciones desnaturantes. Las
subunidades Gf son de aproximadamente 35-36 kDa y se predice que contienen
dos tipos de estructura, una regién que formaria una a-hélice 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 nlcleo conservado de 23-41 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 asociarse
con subunidades Gy especificas esta determinada por las secuencias repetidas
WD, especialmente en la repeticién nimero 5 (Pronin y Gautam 1992; Katz y-
Simon, 1995). Las subunidades Gy son de aproximadamente 8-10 kDa y estarian
formadas pricipaimente por estructuras o-hélices (Lupas y cols., 1992)! La
selectividad de las subunidades Gy por diferentes subunidades GB esta
determinada por un segmento de 14 aminoacidos localizados en la parte media de
la subunidad Gy (Spring y Neer 1994).

El nimero de genes clonados para las subunidades GB y Gy es menor y
presentan menos diversidad que los genes para subunidades Go, sin embargo su
accion sobre sistemas efectores es muy especifica. Existen ciertas evidencias que
indican que esta especificidad estaria siendo determinada por la combinacién entre
subunidades GB y Gy (Ifiiguez-Lluhi y cols., 1992; Ueda., y cols., 1994).

Durante mucho tiempo la funcién principal de la transduccién de sefiales se

asoci6 solamente a la subunidad Go.. Para las subunidades GBy se postulé que
I jugaban un papel regulador sobre la actividad de las subunidades Go, donde los
dimeros Gy regulaban negativamente los niveles de las subunidades Go.
activadas. Se pensaba por ejemplo que la liberacién de dimeros GBy desde

proteinas G muy abundantes, tal como G;, desactivaban otras subunidades Go. por
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formacién del heterotrimero Gofy inactivo. La diversidad estructural descubierta
inicialmente dentro de cada familia de genes para las subunidades Go apoyé el
concepto de funcién esencial solo para la subunidad Go. Sin embargo, en afios
recientes, se han aislado genes para varias isoformas de las subunidades GB y Gy,
las cuales exhiben especificidad no solo en su propia interaccién (Schmidt y cols.,
1992; Pronin y Gautam, 1992), sino que también en determinar la especificidad de
acoplamiento entre el receptor y sistema efector (Kleuss y cols., 1992; 1993).
Estos datos, junto a otros informes recientes, indican que GBy por si sola 0 en
combinacion con subunidades Ga, regula sistemas efectores tales como la adenilil
ciclasa, fosfolipasa C y canales idnicos. Se ha visto por ejemplo que la subunidad
Go y el dimero GBy pueden regular la actividad de sistemas efectores
independientemente o0 simultdneamente, ya sea sinergisticamente o
antagonicamente (Tang y Gilman, 1991; Smrcka y Sternweis, 1993; Offermanns y '
Schultz, 1994). Todos estos antecedentes han contribuido a la idea de una
participacién activa de GBy en el proceso de transduccion de sefiales.

La lista de sistemas efectores regulados por proteinas G, los cuales también
son modulados por dimeros Gy, se ha expandido rapidamente 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
idnicos (Kim y cols., 1989) y vias de respuesta a feromona en Saccharomyces
cerevisiae (Whiteway y cols., 1989). Recientemente se ha encontrado que el
dimero Gy puede activar otras vias de transduccién de sefiales, propias de
factores de crecimiento, a través de la activacion 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 sinérgico de receptores acoplados a
proteinas G y receptores paré factores de crecimiento sobre una misma via.

'Por ofro lado se ha descrito que las subunidades GBy no sodlo participan

directamente sobre los sistemas efectores, sino que también participan en la
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regulacion del proceso de desensibilizacion del receptor. Este mecanismo se ha
estudiado en el receptor B adrenérgico (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 liberacién
del dimero GBy, este presenta una alta afinidad por las proteina quinasas
especificas para los receptores B-adrenérgicos o BARK quinasas. En este proceso
el dimero GBy se une fuertemente a la proteina quinasa en la membrana

reteniéndola y de ese modo posibilitando la fosforilacién del receptor.

D. 3. Modificaciones covalentes postraduccionales que regulan la unién a
membrana de los componentes de la proteina G.

Tal como se mencioné anteriormente la subunidad Go sufre adicidn
covalente de lipidos a su estructura. Las subunidades Gy de proteinas G (excepto
transducina) también son modificadas por lipidos, en este caso en el extremo
carboxilo terminal por el isoprenoide geranil-geraniol (Sanford y cols., 1991). Esta
isoprenilacién de la subunidad Gy confiere un cardcter mas hidrofébico al
heterotrimero Gofy y permite su anclaje a la membrana plasmatica. El
mecanismo es complejo y consiste en una isoprenilacién en un residuo de cisteina
localizado en la secuencia CXXX en el extremo C-terminal. Una vez que se ha
producido la modificacién se produce una protedlisis que elimina los Ultimos 3
residuos aminoacidicos y finalmente ocurre una metilacion de la cisteina terminal
(Casey, 1994).

D. 4. Mecanismo de activacion y desactivacién de la proteina G.

Las estructuras responsables de las distintas propiedades bioquimicas que
presentan las proteinas Go durante el ciclo de activacién y desactivacién son poco
comprendidas. Se postula que todo el proceso toma lugar en la cara intema de la

membrana plasmatica con las subunidades Go y GBy asociadas a ella. En el

estado no activo, la subunidad Go esta asociada al heterodimero Gy formando el
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heterotrimero Gafy que tiene unido GDP. La unién de un agonista a el receptor
induce la forma activa del complejo hormona-receptor el cual se une al trimero
Gapy-GDP. Esta interaccion induce el intercambio de GDP por GTP, la disociacién
de la subunidad Ga-GTP del dimero GBy y la produccién de subunidades Go-GTP
y GPy activas, las cuales cumpliran las funciones antes mencionadas. Aca podria
decirse que el complejo hormona-receptor funciona como un verdadero factor de
intercambio del nucledtido. La transduccion de la sefial se termina por la hidrélisis
del GTP a GDP por la actividad GTPasica intrinseca de la subunidad Ga,
generandose nuevamente la especie inactiva Ga-GDP. Después de la hidrolisis
del GTP, la subunidad Go se disocia del sistema efector y se vuelve a asociar al
dimero GPy, regenerandose la especie trimérica inactiva Gopy-GDP vy
reiniciandose el ciclo de activacién y desactivacion (Conklin y Bourne, 1993).

La Figura 7 muestra el proceso de hidrolisis de GTP y el ciclo de activacion
y desactivacion para la proteina G. Se puede apreciar que la subunidad Go, pasa
por tres estados, el estado inactivo Ga-GDP (cuadrado en la figura), el estado Go
sin nucledtido de- guanina (circulo en la figura) y el estado activo Ga-GTP (rombo
en la figura). El estado Ga-GDP tiene una alta afinidad por el dimero GByy la
union de GBy aumenta la afinidad de Go. por GDP. El receptor estimulado por el
ligando (R* en la figura) se une al complejo Gay-GDP produciendo la liberacidn de
GDP y generando un Go By (el subindice indica el sitio de unién del nucledtido de
guanina vacio). En ausencia de nucledtido de guanina agregado, el R* se une
fuertemente a Go,By y estabiliza el complejo. Cuando el GTP entra al sitio de unién
de nucledtido vacio, el complejo Gofy-GTP adopta una nueva conformacién, lo
cual causa la rapida disociacién de R* y de Gfy. La subunidad Go-GTP tiene una
alta afinidad por el sistema efector y regula su actividad. Para la mayoria de las

subunidades Go, la constante de velocidad intrinseca de hidrélisis de GTP esta

entre 0,5y 5 min™. Ciertos sistemas efectores aceleran esta velocidad en un factor
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Figura 7. Ciclo de activacién y desactivacion de la proteina G e hidrélisis de GTP
por la subunidad Go.

La subunidad Ga pasa a través de 3 estados conformacionales que se muestran en la
figura, Ga-GDP se sefiala con un cuadrado, Gu sin nucledtido de guanina como un circulo
y Go-GTP como un rombo. Ga-GDP es €l estado inactivo y Go-GTP es el estado activo.
R* representa al receptor estimulado por el ligando, E representa al sistema efector
no activado y E* al sistema efector activado. Los detalles del ciclo de activacién-
desactivacién de la proteina G se describen en el texto.
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de 10 a 50 veces (Arshavsky y col., 1992: Berstein y cols., 1992), postuléndose que
ellas son verdaderas proteinas activadoras de Ia actividad GTPésica (GAP).
Finalmente, y debido a la alta afinidad de la subunidad Go-GDP por el dimero GBy
se produce la reasociacion y formacion del heterotrimero Gopy (Pang y Stenweis,
1989).

E. Sistemas efectores.
E.1. Sistema de la adenilil ciclasa.

El cAMP es un mediador intracelular que se encuentra presente en las
células en concentraciones de 107 M. Los niveles de CcAMP cambian bruscamente
en respuesta a algunos estimulos extracelulares. Para que ello ocurra se debe
sintetizar y degradar muy rapidamente y de una manera muy controlada. El cAMP
es sintetizado a partir de ATP por la enzima de membrana plasmatica, la adenilil
ciclasa, y es rapidamente 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 mamiferos
(Taussig y Gilman, 1995).

Las adenilil ciclasas son proteinas Cuyo tamario 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 proteinas transportadoras de
membrana se ha propuesto una topologia Gnica. Cada proteina posee una
pequefia regién amino terminal hacia el lado intracelular, a continuacién seis
segmentos hidrofébicos que atraviesan la membrana seis veces, seguido de un
largo segmento citoplasmatico de 40 kDa y de otros seis segmentos hidrofébicos
que también atraviesan la membrana seis veces, finalizando con una regién
carboxilo terminal intracelular de 35 kDa (Caliy 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 adenilil 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 Unica, que consiste de una pequeria regién amino terminal hacia
el lado intracelular, a continuacién 6 segmentos hidrofdbicos que atraviesan la membrana
6 veces, seguido de un largo segmento citoplasmatico de 40 kDa y de otros 6 segmentos
hidrofobicos que también atraviesan la membrana 6 veces, finalizando con una regién
carboxilo terminal intracelular. En las regiones citoplasmaticas C; y C, residen las
actividades de unién e hidrélisis de ATP.
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una identidad de secuencia primaria de alrededor 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 unién 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 Go y dimeros
GPy (Lustig y cols,1993; Tang y cols, 1992), por proteina quinasa C (Yoshimura y
Cooper, 1993), por el ion Ca** (Yoshimura y Cooper, 1992), y por el diterpeno
forskolina (Seamon y Daly, 1981).

Algunos receptores elevan los niveles de cAMP intracelulares por activacion
de la adenilil ciclasa\a través de una proteina G estimuladora denominada Gs (Tang
y Gilman, 1992). Otros receptores en cambio provocan la disminucidn de los
niveles de cCAMP por inhibicién de la adenilil ciclasa, proceso que es mediado por
una proteina G inhibidora G; (Tang y Gilman, 1992). Los receptores B;, B, Y Ba
adrenérgicos, dopamina, histamina H2, serotonina S5HTy, 5HTia, A/RDCS,
luteinizante, tirotrofina y foliculo estimulante aumentan loslniveles de cAMP. Los
receptores muscarinicos m2 y m4, CR, y Dopamina D2 disminuyen los niveles de
cAMP.

Cuando un receptor oz-adrenérgico es estimulado, este activa una proteina
G;, provocando la disociacion y generacidn de Go-GTP y del dimero GBy (Chen e
lyengar, 1993). Se piensa que ambos, Go; y GBy contribuyen a la inhibicion de la
adenilil ciclasa (Taussig y Giman, 1995; Sternweis, 1994). La subunidad Goy inhibe
la ciclasa por un mecanismo directo (Wong y cols., 1991; Lowndes y cols., 1991;
Hermouet y cols., 1991; Wong vy cols., 1992), y por un mecanismo indirecto
secuestrando dimeros Gy libres. El dimero Gpy inhibe la sintesis de cAMP por
dos vias, directamente por union a la adenilil ciclasa o indirectamente por unién y

secuestro de subunidades Goslibres (Sternweis, 1994).
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E. 2. Sistema de la fosfolipasa Cp.

El proceso de activacion de la fosfolipasa CB ocurre cuando un complejo
hormona-receptor activa a una proteina del tipo Gg11 0 algunas proteinas G
sensibles a la toxina de Bordetella pertussis , como G, y Gi (Exton, 1988 y 1994;
Moriarty y cols., 1990). El efecto regulador de G, y Gi sobre esta fosfolipasa
parece ser mediado por GBy y no por la subunidade Go.. Esta enzima rapidamente
rompe el fosfatidil inositol 4,5-bisfosfato (PIP,) presente en membranas, para
generar dos productos, el inositol trisfosfato (IP3) y el diacilglicerol (DAG) (Berridge,
1993). El IP; producido difundg rapidamente a través del citoplasma y se une a
receptores especificos presentes en el reticulo endoplasmico (Ferris, 1992). Estos
receptores para IP; son tetrAmeros formados por cuatro subunidades idénticas y
que funcionalmente también son canales de Ca®*. Cuando estos receptores de IP;
son activados, desencadenan la rapida liberacion de Ca®* desde el reticulo
1 endoplasmico hacia el citoplasma (Berridge, 1993). En células estimuladas por
agonistas, la movilizacion de Ca®" intracelular va acompafniada también de la
entrada de Ca®* desde el espacio extracelular (Bernard, 1992). Este sistema deja
de ejercer su accién por desfosforilacién del IP; por fosfatasas especificas y por
paso del Ca** desde el citoplasma hacia el exterior de la célula.

El DAG que se genera por la hidrdlisis de PIP, es capaz de activar a una
serina/treonina proteina quinasa o Proteina quinasa C (PKC) cuya actividad es
dependiente de Ca** y fosfolipidos. La PKC migra desde el citoplasma a Ia
membrana plasmética por la accién del Ca®*, DAG y el fosfolipido de membrana,
fosfatidil serina (Nishizuka, 1992) donde adquiere su forma activa fosforilando
diferentes proteinas blanco cuya modificacion se traduce en cambios en la funcién
celular. Entre los sustratos de la PKC estéan algunos componentes de la cascada
de serina/treoninaftirosina quinasas que conducen a la fosforilacién y activacion de
una proteina reguladora, la MAP quinasa la cual a su vez fosforila a otra proteina

denominada ELK1. La proteina ELK1 se une al DNA, regulando la expresion




36
génica de varios genes (Hunter y Karin, 1992). En otros casos la activacion de la
PKC conduce a la fosforilacién de la proteina inhibidora IkBs, lo cual permite que la
proteina NFkB ‘quede disponible y migre al nlicleo activando la transcripcion de
genes especificos (Liou y col, 1993). Los receptores que se acoplan a la
estimulacién de fosfolipasa CB pueden dividirse en dos grupos segin las
secuencias de consenso encontradas, Grupo 1: receptores muscarinicos m1, m3y
mS, NT, serotonina SHT, y S5HT1c; 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 estimulacién de estos receptores, es un proceso de varias etapas,
que resulta en la activacién intracelular de una familia de proteina quinasas;
denominadas proteinas quinasas activadas por mitdgenos o MAP quinasas (Cano
y Mahadevan, 1994). En levaduras existen cuatro vias distintas de activacién de
MAP quinasas y en vertebrados se han identificado tres vias paralelas. La via
mejor caracterizada en vertebrados es la de las MAP quinasas ERK-1 y ERK-2
(quinasas reguladas extracelularmente). Estas MAP quinasas también son
activadas en procesos de diferenciacion celular, tal como el proceso de induccién
de la maduracion en oocitos de Xenopus laevis en respuesta a progesterona
(Muslin y cols., 1993).

La Figura 9 muestra la activacién de la via MAP quinasa por receptores
tirosina quinasa y receptores acoplados a proteinas G. La via de receptores para
factores de crecimiento esta muy bien descrita en fibroblastos (Boudewijn y cols.,
1995). Al producirse la estimulacién de receptores tirosina quinasa, en primer lugar
se produce una autofosforilacion en residuos de tirosina ubicados en la regién

citoplasmatica del receptor. Los residuos de tirosina fosforilados son reconocidos
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Figura 9. Via de activacién de MAP quinasa por receptores tirosina quinasa y
receptores acoplados a proteina G.

La estimulaciéon de algunos receptores tirosina quinasa provoca su autofosforilacion en
residuos de tirosina en la region citoplasmética del receptor. Estos residuos fosforilados
son reconocidos por la proteina adaptadora GRB2, la que a su vez une 'y activa a un factor
de intercambio de GDP/GTP para Ras denominado SOS. Esto provoca el intercambio de
GDP por GTP en Ras activandolo. Ras-GTP une ala proteina quinasa Raf-1 reteniéndola
en la membrana plasmatica e induciendo su activaciéon. La activacion de Raf-1 induce la
fosforilacion de la proteina quinasa MAP quinasa quinasa la cual fosforila y activa a la
proteina quinasa MAP quinasa.

Por otro lado, la estimulacion de algunos receptores acoplados a proteinas G provoca la
activacion de la proteina G y el dimero By desencadena la activacion de la cascada de
fosforilaciones antes sefialadas.
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activaciéon de Ras. Yy la forma activa Ras-GTP une una serinaftreonina quinasa
denominada Raf-1. Esta unién permite que la quinasa Raf-1 quede retenida en I
membrana plasmatica donde su actividad quinasa se eleva en forma muy

-considerable (Leevers y cols., 1994). Después de |5 unién entre Ras Y Raf-1 se

produce una hiperfosforilacién de Raf-1 y un aumento adicional en sy actividad
quinasa. Sin embargo, la activacion producida por estg fosforilacion parece ser
menos importante que la provocada por su translocacion Y ubicacién en I
membrana (Leevers y cols.,, 1994). La serinaltreonina quinasa Raf-1 fosforilg y
activa a otra proteing quinasa, denominada MAP quinasa quinasa (MAPKK)

Estas MAP quinasas fosforilan proteinas blanco en Tesiduos de serina y treonina
Qque se encuentran adyacentes a residuos de proling (Marshall, 1 895). Entre lag
proteinas sustratos de las MAP quinasas figuran una serie de proteinas celulares
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se acoplan a sistemas efectores distintos, la fosfolipasa CB y la adenilil ciclasa a
través de proteinas G que también son diferentes, la proteina Go, y Go,
respectivamente (Crespo y cols., 1994). Esto se explica debido a que la activacién
de la MAP quinasa en ambos casos es mediado por los dimeros Gpy y no por las
subunidades Go de la proteina G (Crespo y cols., 1994) (Figura 9). El mecanismo
por el cual el dimero Gy activa la via de MAP quinasa no esta del todo aclarado y
durante un tiempo se penso que era a través de un mecanismo indirecto, ya que no
se habia podido observar interaccion directa entre el dimero GBy y alguna proteina
de la via de las MAP quinasa. Sin embargo recientemente se ha podido demostrar,
a través de estudios con el sistema de expresidn de doble hibrido en levadura, que
existe una interaccion directa entre Gfy y la proteina quinasa Raf-1 (Pumiglia y
cols., 1995). Segln lo anterior, los dimeros GBy llevan a Raf-1 a la membrana y
cumplen una funcién similar a Ras, en lo que se refiere a la translocacién de Raf-1
a la membrana. Probablemente la union entre el dimero Gy y la proteina Raf-1
sea un mecanismo universal para la integracién de las sefiales generadas por dos
sistemas de transduccién de sefiales, los receptores para factores de crecimiento y

los receptores acoplados a proteinas G.

F. Sistemas de transduccion de sefiales en el oocito de Xenopus laevis.
Los oocitos de anfibios se han utilizado -ampliamente para estudiar el
proceso de maduracién y division celular, ya que ofrece una division celular libre de
‘interfase que dura varias horas desde su inicio hasta su término. Ademaés, 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 maduracién in vitro.  Esto hace que los oocitos se anfibios se conviertan
en un sistema ideal para estudios de las distintas vias de transduccion de sefiales

involucradas en la maduracion y divisién celular.
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F. 1. La maduracion meiética del oocito.

El procesc; de maduracién del oocito de Xenopus laevis es una etapa muy
importante en Ia preparacion de la célula germinal para su fertilizacin, Los oocitos
de anfibios en estado V| se encuentran detenidos en I profase de la primera
divisién meiética. Estos oocitos se encuentran rodeados desde adentro hacia
afuera por una serie de capas: una membrana vitelina, que es una capa fibrosa,
una capa de células foliculares, una capa de tejido conectivo y finalmente una capa
de células epiteliales. Ademas, los oocitos contienen un ndcleo muy grande
denominado vesicula germinal (GV), encargado de la sintesis activa de RNA. La
hormona luteinizante, liberada desde la pituitaria, actia en Ias células foliculares,
induciendo la sintesis y liberacién de la hormona esteroidal progesterona, La
meiosis se reinicia fisiolégicamente por Ia accion de esta hormona esteroidal.
Durante este proceso, la vesicula germinal se disuelve y la meijosis continua hasta
la metafase de Ia segunda division meidtica. Este proceso se conoce como
maduraciéon meidtica y transforma al oocito en un huevo con capacidad de ser
fecundado e iniciar Ia embriogénesis (Maller, 1985).

Este evento de maduracion meidtica puede ser reproducido in vitro en
oocitos a los cuales se les ha eliminado las células foliculares que lo rodean e
incuba;ios con progesterona in vitro (Maller y Krebs, 1977).

F. 2. Efecto de la hormona progesterona,

El mecanismo generalmente aceptado para la accién de las hormonas
esteroidales en células somaticas involucra Ia formacion de un complejo hormona-_
receptor en el nicleo, el cual migra para unirse a Secuencias especificas de DNA y
producir la transcripcién de diversos genes (Wahii y Martinez, 1991; Groenmeyer,
1992). En los oocitos de anfibios, en cambio, se ha establecido que Ia
progesterona acttia en Ia superficie celular del oocito con subsecuentes eventos
citoplasmaticos regulados a nivel post-transcripcional (Sadler y Maller, 1982). Con
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respecto al receptor de memb}ana para progesterona, se ha intentado varias veces
su identificacion pero hasta la fecha no existe una caracterizacion e identificacion
clara (Sadler y Maller,1982, Blondeau y Bolieau, 1984,).

Como se analizara en la seccién “Regulacién de la actividad de la adenilil
ciclasa en oocitos de Xenopus laevis®, el proceso de maduracién gatillado por la
progesterona ocurre por inhibicién de la adenilil ciclasa, disminucién en los niveles
intracelulares de cAMP, con la consecuente disminucién de la actividad de la
proteina quinasa dependiente de cAMP (Maller y col., 1977; Jordana y cols., 1981).
Unas 2 horas después del tratamiento con progesterona se produce un aumento en
la sintesis proteica, etapa que es necesaria para que se produzca la maduracion
(Bravo, 1978).

Durante la maduracién inducida por progesterona se produce ademas la
fosforilacion y activacion de las proteinas quinasas Raf-1, MAP quinasa quinasa y
MAP quinasa, las cuales como se describié anteriormente estan involucradas en
los procesos de proliferacion y dife(enciacién celular (Muslin y cols., 1993).

Tambien se ha descrito que unas pocas horas antes que la vesicula
germinal se disuelva, se produce la activacién de un inductor intracelular de la
maduracion, denominado factor que promueve la maduracién (MPF). Este factor
esta formado por la quinasa p34°d°2 y por ciclina B y se mantiene en los oocitos
inmaduros como un complejo inactivo llamado preMPF. La inactivacion de MPF se

4°2 v con la degradacion de la

correlaciona con la fosforilacién de la quinasa p3
cic!ina asociada. Este factor al ser activado induce la fosforilacion de proteinas
(Cicirelli. y cols., 1988), la degradacion de la vesicula germinal y la condensacién
de los cromosomas. La actividad de este MPF aumenta antes de la degradacién
de la vesicula germinal, disminuye en la metafase I, y se eleva nuevamente
permaneciendo alta durante la metafase Il (Kosako y cols., 1994).. La detencion en
la metafase Il ocurre por la accién de un factor citostatico, denominado CSF. El

producto del proto-oncogén c-mos, una serina treonina quinasa de 39 kDa, parece




como GMP-P(NH)P, GTPyS, por AlFy, por la toxina del cdlera, por forskolina, pero
no por Ca™-calmoduling (Jordana y cols., 1984). La accion estimulante de GTP y
toxina del clera indican Ia participacién de una proteina Gs (Sadler y Maller 1981 ).
Estudios previos permitieron identificar ung proteina de 43.000 daltons que
probablemente Corresponde a la proteina Gs (Olate y cols, 1 985b). Posteriormente

por clonamiento se identificaron 2 genes que codifican subunidades de] tipo Go

accion de progesterona a nivel de la activacién de la proteina Gs Y no directamente
sobre el sistema efecior adenilil ciclasa.
El mecanismo exacto por el cual Ia progesterona causa inhibicién de Ia

adenilil ciclasa no Se conoce. FEste efecto inhibidor sobre la adenili| Ciclasa es
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dependiente de GTP indicando la participacién de una proteina G. Por clonamiento
se han caracterizado dos genes codificantes para subunidades Ga; en oocitos de
Xenopus laevis (Olate y cols., 1989). Se desconoce si alguna de estas proteinas
Gi participa en la inhibicion de la adenilil ciclasa como se ha descrito para este tipo
de proteinas en mamiferos. Sin embargo, se ha establecido que en la inhibicion de
la adenilil ciclasa por progesterona no participaria una proteina Gi, ya que la
preincubacién de membranas de oocito con la toxina de Bordetella pertussis no
revierte el efecto inhibidor de la progesterona (Olate y cols., 1984, Sadler y cols.,
1984).

Por otro lado, se ha demostirado que para la accién de la progesterona se
requiere la participacién de una proteina quinasa dependiente de CAMP. Esto se
demostré en experimentos donde la subunidad reguladora de esta quinasa y un
inhibidor son capaces de activar el proceso de maduracién meiética y en contraste,

la subunidad catalitica de esta enzima inhibe dicho proceso (Maller y krebs, 1977).

F. 4. Regulacién de la fosfolipasa C en oocitos de Xenopus faevis.

Se ha descrito que puede haber mudltiples vias por las cuales estimulos
externos pueden gatillar el proceso de maduracién en el oocito. Por ejemplo, se
ha descrito que la microinyeccidn de tres tipos de fosfolipasas diferentes,
fosfolipasas A2, C y D, separadamente son capaces de inducir la maduracién de
oocitos de Xenopus laevis (Carnero y Lacal, 1993). Por otro lado, se ha observado
que después de la estimulacién con progesterona, ademés de la disminucion en los
niveles de cAMP, el nivel de DAG cae en un 30% y después de 2 minutos empieza
a subir, alcanzando niveles normales a los 15 minutos y superiores hasta la
degradacion de la vesicula germinal (Varnold y Smith, 1990; Stith y cols., 1991).
Vamold y colaboradores en 1990, informaron una disminucién de IP;
inmediatamente después de la estimulacion con progesterona, y por otro lado,

Wasserman y colaboradores, en el mismo afio, observaron un aumento en los
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niveles de IP; similar al DAG, pero sin la disminucién inicial (Wasserman y cols.,
1990). Estos investigadores sugieren que los cambios observados en ambos
metabolitos podrian indicar la participacion de la PLCB en el proceso de
maduracion.

También se ha reportado que la subunidad Ga, de bovino, microinyectada
en oocitos, provoca la activacion de la via de degradacion de fosfatidil inositoles
(Moriarty y cols., 1990). La misma subunidad Go, activa corrientes de CI
dependientes de Ca** y subsecuentemente induce la maduracién del oocito (Kroll y
cols., 1991). Se ha demostrado ademéds que en oocitos de Xenopus laevis,
microinyectados con los mRNAs codificantes para la proteina Go,, se produce
activacién de la fosfolipasa CpB, pero en este caso no se observa una clara
induccién de la maduracién (Guttridge y cols., 1995).

Estos resultados indican que la activacién de fosfolipasa CB no parece ser
requisito Unico para la maduracién, aunque en algunos casos la activacién de esta
fosfolipasa puede gatillar este proceso. La importancia fisiologica de esto ain no

se ha esclarecido.

F. 5. Regulacion de la via de las MAP quinasas en oocitos de Xenopus
laevis.

En el oocito de Xenopus laevis se han identificado las proteinas quinasas
que forman parte 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 maduracién maibtica inducida
por progesterona se produce la fosforilacidn y activacién de las proteinas quinasas
Raf-1, MAP quinasa quinasa y MAP quinasa (Posada y cols., 1993; Muslin y cols.,
1993). La activacién de esta cascada parece ser necesaria para la maduracion
inducida por la progesterona (Kosako, 1994). Al microinyectar una mutante activa

de Raf-1 quinasa en el oocito se produce un drastico aumento en la maduracién y
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una mutante dominante negativa bloqued totalmente el proceso de maduracién
meidtica (Muslin y cols., 1993). Por otro lado, la microinyeccion de anticuerpos
especificos anti MAP quinasa quinasa previno la activacion de MAP quinasa y la
degradacién de la vesicula germinal inducidas por ¢-mos o0 por progesterona.

Como ya se mencioné c-mos es una MAP quinasa quinasa quinasa y se ha
propuesto que puede ser el responsable de la activacién de la cascada de las MAP
quinasas en la maduracion del oocito. (Posada y cols., 1993). En base aestoy a
su capacidad de inducir la maduracién meiética, se postula que la cascada de
activacion de las MAP quinasas en el oocito funcionarian de la siguiente forma: la
progesterona induciria la sintesis de c-mos, c-mos a su vez activaria a la MAP
quinasa quinasa y esta activaria a la MAP quinasa, Io cual resulta en la activacion
de MPF (Kosako., 1993). En esta hipdtesis no se considera la participacién de Raf-
1, que parece ser importante en esta via. Segun este modelo, seria de gran
importancia hacer una busqueda de los posibles sustratos para la MAP quinasa

gue sirvan como intermediarios en la activacion de MPF.

F. 5. Efecto de la hormona acetilcolina.

Se ha descrito que bajas dosis de acetilcolina potencian el proceso de
maduracién inducido por progesterona, pero el ligando muscarinico no induce
maduracién por si solo (Dascal y cols., 1984). La accién de la acetilcolina es
dependiente de la concentracion y dosis de acetilcolina tan bajas como 1 nM son
capaces de facilitar el proceso de maduraciéon (Dascal, 1987). Este efecto es
totalmente blogueado por el antagonista colinérgico atropina. Mas adn, al incubar
oocitos en presencia de progesterona y atropina el proceso de maduracién es
retrasado en el tiempo indicando la participacion de acetilcolina endégena presente
en la membrana del oocito (Dascal y cols., 1984). El mecanismo molecular por el

cual la acetilcolina potencia la maduraciéon no esta claro. Con respecto a las

posibles vias de transduccidon que utilizaria el o los receptores muscarinicos
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presentes en el oocito, existe abundante evidencia de una estimulacién de
fosfolipasa C y un antecedente de inhibicién de adenilil ciclasa.

En estudios electrofisiologicos, realizados en oocitos de Xenopus laevis, se
ha observado que la acetilcolina produce una compleja depolarizacién de la
membrana (Kusano y cols., 1977). Se conoce actualmente que la acetilcolina
gatilla una cascada de reacciones intracelulares incluyendo la hidrdlisis de
fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato, lo cual resulta a su vez en la formacién intracelular
de IP3 y consecuentemente en la movilizacién de calcio intracelular mediada por
IP5. Finalmente el calcio intracelular induce la apertura de canales de cloruro, con
la consecuente salida del anién, lo cual resulta en la depolarizacion del potencial de
membrana (Kusano y cols., 1977). Esta respuesta colinérgica muscarinica
disminuye progresivamente en el curso de la maduracién hasta desaparecer
totaimente (Dascal y cols., 1984). El receptor muscarinico involucrado en esta
respuesta pertenece al subtipo m3, aunque ademas se ha detectado Ia
participacién minoritaria de un receptor muscarinico del subtipo m1 (Van
Wezenbeek y cols., 1988; Davidson y cols., 1991 ). Esta respuesta muscarinica,
mediada por Ga, (Dascal y cols., 1984), concuerda con resultados descritos
anteriormente en los cuales se observé que Ga, es capaz de inducir la maduracion.

Por otro lado, como se sefialé anteriormente, se ha informado que la
acetilcolina causa una inhibicion de adenilil ciclasa (Sadler y cols.,, 1984). Esto
hace particularmente interesante este sistema, ya que la potenciacién del proceso
de maduracién por accién muscarinica podria ocurrir por un mecanismo similar al
de induccién de la maduracién por la progesterona, es decir por inhibicién de la
adenilil ciclasa (Sadler y cols., 1984).

Aln no se conoce el papel que juegan los receptores muscarinicos en el

proceso de maduracién meidtica del oocito.
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OBJETIVOS DE LA TESIS

Basados en los antecedentes expuestos anteriormente consideramos
importante la caracterizacibn a nivel molecular del sistema enddgeno de
transduccion de sefiales del oocito que es sensible a la acetilcolina. Las incdgnitas
que aun persisten son muchas. Por ejemplo: sexiste realmente un receptor
muscarinico en el oocito?, ¢ que subtipo de receptor muscarinico representa?, ¢ que
sistema efector es regulado por este receptor?, ¢existen otras vias de transduccion
de sefial reguladas por este receptor?, jcomo se relacionan las propiedades de
este receptor con el proceso de maduracion del oocito?. Por estos motivos es que
nos ha interesado caracterizar a nivel molecular el receptor muscarinico presente
en oocito de Xenopus laevis. Como una etapa inicial en esta caracterizacion
molecular, en el laboratorio se realizé el clonamiento de un receptor muscarinico de
oocitos de Xenopus laevis.

Para contestar las interrogantes anteriormente expuestas se plantearon los

siguientes objetivos:

1.- Secuenciacién del gen clonado desde una genoteca de oocitos de Xenopus
laevis.

2.- Andlisis de la secuencia aminoacidica deducida.

3.- Andlisis de la estructura del gen codificante para el receptor.

4.- Expresidn del receptor y analisis funcional.

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

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




MATERIALES Y METODOS

A. Reactivos y materiales
A. 1. Reactivos.
La resina de intercambio aniénico AG1-X8 (100-200 mesh forma formiato)

fue obtenida de Bio Rad. Myo[2-’H]inositol (15 Ci/mmol), L-[N-metil-*H]

escopolamina (3H-NMS) (85 Ci/mmolt), [**P-o] ATP y [32P-y] ATP fueron adquiridos
de Du Pont-New England Nuclear. El 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 dé
Gibco.

Las enzimas utilizadas en biologia molecular como enzimas de restriccion,
polimerasas, quinasas, ligasa, fosfatasa alcalina, etc., fueron adquiridas de New
England Biolabs y Promega.

Los oligonucledtidos fueron sintetizados en el laboratorio del Dr. Lutz
Birmbaumer, Baylor College of Medicine, Texas Medical Center, Houston, Texas,
USA y en el Centro 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 bacterianas utilizadas fueron cepas de Escherichia coli cuyos
genotipos son:

TG-1 : supE, hsdA5 thi A(lac-proAB) F’fira D36 pro AB" lacllacZAM15]
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DH 5a.: supE44, AlacU169 (¢80 lacZAM15)
hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1

A. 3. Cepa de levadura.
La cepa de levadura Saccharomyces cerevisiae utilizada fue la W303 1a,
cuyas caracteristicas genéticas son MATa, ade 1, his 3, leu 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% (p/v) y NaCl 1% (piv).
Los vectores de expresion usados contienen genes de resistencia para ampiciling,
por lo que la seleccién de las bacterias fransformadas se realizd en placas de
medio LB sdlido que contiene ademés agar al 1,5 % y ampicilina 50-100 ug/mi.

Las levaduras de la cepa W303 1a debe ser mantenida para su crecimiento
en un medio rico denominado YPD que contiene extracto de levadura 1% (p/v),
peptona 2% (p/v) y glucosa 2% (p/v) 0 en medio selectivo suplementado con
adenina 10 mg/l, histidina 20 mgll, leucina 100 mg/l, uracilo 20 mg/l y triptofano 50
m/l. EI vector pCUP contiene el gen TRP, por lo tanto las levaduras transformadas

son capaces de crecer en ausencia de triptofano.

A. 5. Lineas celulares.

Se utilizaron las células COS-7, células derivadas de rifién de mono verde
africano, transformadas por un mutante deficiente en origen del virus SV-40, el cual
codifica para el antigeno T tipo silvestre y las células HEK-293, derivadas de rifién
embrionario humano, transformadas con el adenovirus humano tipo 5.

A. 6. Medios de cultivos para células.
Para el crecimiento de los dos tipos celulares, células COS-7 y HEK-293, se
utilizé el medio de cultivo. Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado
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con suero fetal de bovino al 10%, penicilina § unidades/ml, estreptomicina 5 pg/ml
en presencia de una atmosfera himeda que contiene 5% de CO, y a 37°C.

A. 7. Oligonucleétidos.
Todos los oligonucledtidos a continuacién descritos se utilizaron en la
secuenciacion del cDNA, excépto los que llevan una descripcién adicional.

Partidor # 1: 5°-GTGGCTCTGGACTATGTGGTG-3’

Partidor # 2: 5°-GCTGCCTTCTATCTTCCGGTG-3’

Partidor # 3: 5-CAGACAGCTGAAGAAAAG-3’

Partidor # 4: 5-GGAGACAAGGTGGTTGAA-3’

Partidor # 5: 5-AACGTCGCAAGAAAGTTT-3’

Partidor # 6: 5-ACCTCCAAGAAGACTTTC-3’

Partidor # 7: 5’-AGTTGCAATTGTACAGTC-3’

Partidor # 8: 5’-GCTCTCAACTCACTGTGA-3’

Partidor #9: 5’- GTGTTCTCCATGAATCTC-3'’

Partidor # 10: 5-GAATTGAACAGTGGCCAA-3’

Partidor # 11: 5-CACATTCCAGCAGCCTAC-3’

Partidor # 12: 5-CATAGGGATGTGGTGTGG-3’

Partidor # 13: 5°-GTCTTCGTTGCCTTAAGT-3’

Partidor # 14: 5-TACCTTCTTCTCTCTGGC-3’

Partidor # 15: 5’- GTTGTGAGATAGGCTGGC-3’

Partidor # 16: 5-GGCAGCGATGGCTGTGCC-3’

Partidor # 17: 5’-CACAATAGGTCCGAGCGG-3’

Partidor # 18: 5’- GTGGAAATTCCTGTITAACTACCAAACAATGG-3’
Oligonucledtido utilizado para generar un sitio de restriccién Hpa 1.
Partidor # 19: 5-TCCGCTCACCCATGGAAAACG-3’
Oligonucledtido utilizado para generar un sitio de restriccion Nco |.
Partidor # 20: 5-CCTCTGTCGACACTGGGGC-3’
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Oligonucledtido utilizado para generar un sitio de restriccion sal I.
Partidor Universal (PU): 5-TAATACGACTCACTATA-3’

B. METODOS
B. 1. Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa.

Los RNAs transcritos in vifro y los DNAs de tamafio superior a 500 pares de
bases son analizados en geles de agarosa al 1% (p/v), mediante la técnica descrita
por Sambrook y cols. (1989). Los DNAs de tamario inferior a 500 pares de bases,
son analizados en geles de agarosa al 1%(p/v) que contiene nusieve agarosa al 2%
(p/v). Para la preparacion del gel, la agarosa se disuelve por calentamiento a
100°C en amortiguador TBE, que contiene Tris-base 89 mM, acido bdrico 89 mM y
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 2mM, pH 8,0. Luego se agrega bromuro de
etidio a una concentracién final de 1 pug/ml y se deja gelificar a temperatura
ambiente. Previo a la electroforesis las muestras de acidos nucleicos son fratadas
con una solucién que contiene azul de bromofenol al 0,04%(p/v), xileno cianol al
0,04%(p/v) y sacarosa al 6,7%(p/v). La electroforesis se realiza a un voltaje
constante de 100 V. Como patfones 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 restriccion Hind 1ll, generandose los
fragmentos: 23.130, 9.416, 6.682, 4.369, 2.322, 2.027, 564 y 125 pares de bases.
2.- DNA de fago A digerido con la enzima de restriccién Bsa B1, generandose 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.- DNA del plasmido pTZ18R digerido con la enzima Hae lil, generandose los
fragmentos: 767, 458, 434, 281, 267, 174, 142, 127, 102, 80, 18 y 11 pares de
bases.

Como patrén de tamario para geles de RNA transcritos in vitro se usan los

RNAs del virus del mosaico de brome (BMV), cuyos tamarios son: 3.234, 2.865,
2.117 y 816 bases.

A
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Para el andlisis electroforético de RNA transcritos in vitro, todas las

soluciones y material de vidrio son tratados previamente con dietil pirocarbonato

para inactivar las ribonucleasas (Sambrook y cols., 1989). Los &cidos nucleicos
son visualizados por irradiacién con luz ultravioleta.

B. 2. Electroforesis de proteinas sintetizadas in vitro en géles dé
poliacrilamida.

El andlisis electroforético del receptor muscarinico de Xenopus laevis
sintetizado in vitro se realizq en geles de poliacrilamida al 10%(p/v) de acuerdo al
metodo de Laemmli (1970). Las proteinas sintetizadas in 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% (viv); 2-mercaptoetanol 5% (viv) y pironina 0,02%
(p/v) como colorante. La electroforesis se realiza a temperatura ambiente a un
voltaje constante de 100 V. Para el célculo de los pesos moleculares se usan
como patrones de tamario las siguientes proteinas: fosforilasa (P.M.=94.000),
albiimina de suero de bovino (BSA) (P.M.=67.000), ovoalblimina (P.M.= 43.000),
anhidrasa carbonica (P.M.30.000) y el inhibidor de tripsina (P.M.=20.000).

Una vez terminada la electroforesis los geles son tefiidos en una solucién
que contiene écidé acetico 10%(v/v), metanol 50%(v/v) y azul de Coomassie 0,1%
(p/v) durante 1 hora. Los geles son destefiidos en una solucién de acido acético
10% (viv), secados y sometidos a autorradiografia durante 1 a 3 dias, utilizando
una pelicula autorradiografica Kodak X-OMAT.

B. 3. Electroforesis de la proteina basica de mielina fosforilada por MAP
quinasa en geles de poliacrilamida.

El andlisis electroforético de la proteina basica de mielina fosforilada se
realiza en geles de poliacrilamida al 12% (p/v) de acuerdo al método de Laemmli
(1970). Las muestras son tratadas con el amortiguador que contiene: Tris-HCI 80
mM, pH 6,8; SDS 2%(p/v); glicerol 10%(v/v); ditiotreitol (DTT) 1,5%(plv) y azul de
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bromofenol 0,02%(p/v) como colorante. La electroforesis se realiza a temperaturé
ambiente a un voltaje constante de 30 V durante 14 horas. Para el célculo de los
pesos moleculares se usan como patrones de tamafio las siguientes proteinas
pretel;lidas: miosina (P.M.=200.000), fosforilasa (P.M.=94.000), BSA (P.M.=67.000),
ovoalbimina (P.M.= 43.000), anhidrasa carbénica (P.M.30.000), inhibidor de
tripsina (P.M.= 20.000) y lisozima (P.M.=14.300).

Una vez terminada la electroforesis los geles son secados y sometidos a
autorradiografia durante 1-10 minutos, utilizando una pelicula autorradiografica
Kodak X-OMAT.

B. 4. Determinacion de proteinas.
La concentracién de proteinas se determina por el método descrito por
Lowry y cols. (1951), usando BSA como patrén.

B. 5. Digestion de DNA con enzimas de restriccién

Los DNAs plasmidiales o gendmicos se digieren como describe Sambrook y
cols. (1989). Las digestiones se realizan de acuerdo a los requerimientos descritos
para cada enzima de restriccién a excepcién de las digestiones de DNA gendmico
donde se usa un exceso de enzima (2,5 unidades de enzima por cada ng de DNA).
El andlisis de las digestiones se realiza mediants la electroforesis en geles de

agarosa.

B. 6. Amplificacién por PCR.

La amplificacién por PCR se lleva cabo usando la DNA polimerasa de
Termus aquaticus 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 minuto (30 ciclos); etapa 3, 72°C por 10 minutos (1
ciclo). En la amplificacién de fragmentos, utilizando DNA plasmidial como
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templado, se usa 5 ng del plasmido. Para la amplificacién a partir de DNA
gendmico se usa 500 ng del DNA.

B. 7. Extraccion y precipitacion de acidos nucleicos.

Para extraer las proteinas de soluciones con DNA o RNA se utiliza la
extraccion secuencial con fenol saturado en Tris-HCI pH 8; fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (24:24:1), también saturado en Tris-HCI pH 8, como describe Sambrook
y cols. (1989).

La precipitacin del DNA se realiza como describe Sambrook y cols. (1989).
A la solucién de DNA se agrega 2,5 vollimenes de etanol 100% y 0.25 voltimenes
de acetato de amonio 10 M. La mezcla se mantiene a -20°C por 2 horas.
Posteriormente el DNA precipitado se colecta por centrifugacién a 12.000 x g
durante 10 minutos y el sedimento se lava con etanol 70%. Finalmente el DNA se
resuspende en agua estéril a una concentracion final entre 0,1-1 mg/mi.

B. 8. Purificacién 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
separacion adecuada entre los fragmentos de DNA, se electroeluye la(s) banda(s)
de interés insertando un trozo de membrana de DEAE en una incisidn realizada
frente a la banda de DNA a purificar. Se continta la electroforesis por 10 minutos y
posteriormente se retira la membrana donde queda retenido el DNA. La membrana
de DEAE se lava con agua estéril 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 pl de un amortiguador de alta concentracion salina que contiene Tris-HCI 20
mM pH 8,0; NaCl 1My EDTA 0:1 mM. Una vez terminada la incubacién se elimina
el bromuro de etidio mediante una exiraccién con n-butanol saturado en agua.
Luego el DNA se precipita en presencia de etanol 70 % durante 2 horas a -20°C, se
colecta el DNA por centrifugacion y-se lava con etanol al 70%. Finalmente el DNA
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puro se resuspende en agua destilada estéril a una concentracién final entre 0,1-

0,2 mg/mi.

B. 9. Desfosforilacion de DNA por fosfatasa alcalina.

En los casos en que se necesita subclonar un fragmento de DNA en un
plasmido, en un sitio nico de restriccion, es necesario impedir que el plasmido se
recircularice. Esto se logra desfosforilando previamente el plasmido en sus
extremos 5. Esta desfosforilacion se realiza incubando 5 pg del plasmido
previamente digerido y linearizado con 0,1 unidades de fosfatasa alcalina intestinal
de ternera (CIP), durante 30 minutos a 37°C. La reaccién se detiene por adicién de
EGTA 50 uM pH 8,0 e incubacion a 65°C por 45 minutos. Finalmente el DNA se
extrae con fenol y fenol cloroformo y se precipita con etanol. EI plasmido
desfosforilado se resuspende en agua estéril.

B. 10. Ligacién de fragmentos de DNA a plasmidos ’

La ligacién entre el plasmido y el fragmento de DNA se realiza como
describe Sambrook y cols. (1989).

En un volumen final de 20 pl se incuba el fragmento de DNA y el plasmido
en una razén 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: MgCl, 5
mM; ATP 1 mM; DTT 1mM vy polietilenglicol 8000 al 5% (p/v). Es importante no
exceder sobre 200 ng de DNA, pues un exceso inhibe la ligacién. La reaccién de

ligacién se incuba a 14°C, durante 18 horas.

B. 11. Preparacién de bacterias competentes y transformacién con DNA
plasmidial.
B. 11. 1. Método de Hanahan.

Para la transformacion de las distintas cepas de Escherichia coli se utiliza el.
método descrito por Hanahan y Meselson (1983). Para elio se inoculan 3 ml de




56
medio de cultivo Luria Bertani (LB) que contiene bactotriptona 1% (p/v), extracto de
levadura 0,5% (p/v) y NaCl 1% (p/v) con la cepa bacteriana a transformar y se
incuba durante 16 horas a 37°C con agitacién vigorosa. Al dia siguiente, se
transfieren 0.5 ml del cultivo de la noche a 50 m! de medio LB y se incuba a 37°C
con agitacion durante 2 horas hasta alcanzar una DO a 600 nm de 0,4-0,6 y que
corresponde a la fase logaritmica de crecimiento. Se colecta la bacteria por
centrifugacion a 750 x g por 15 minutos a 4°C y se resuspende en 1/3 del volumen
original con una solucién de transformacién (TFB) que contiene K-MES 10 mM pH
6,3; RbCl2 100 mM; MnCly-4H,0 45 mM; CaCly2H,0 10 mM y CoCls(NH)s 3 mM.
Posteriormente el sedimento bacteriano se resuspende en 1/12,5 del volumen,
original con TFB y se agrega una solucién de DMSO/DTT, que contiene DTT 1 M y
DMSO al 90 % (v/v) a una concentracién final de 3,5% viv. La suspension
bacteriana se incuba durante 10 minutos en hielo y se agrega nuevamente una
cantidad de DMSO/DTT para alcanzar una concentracion final de 7% (viv).
Finalmente se incuba 20 minutos en hielo.

La transformacion de bacterias con el DNA se inicia por adicion de la mezcla
de ligacion a 200 pl de bacterias competentes y se incuba en hielo durante 1 hora.
Posteriormente se someten las bacterias a un estrés térmico a 42°C durante 2
minutos y se vuelven a poner en hielo por 5 minutos. A cada tubo se agregan 800
ul de medio de cultivo LB y se incuba a 37°C sin agitacién durante 1 hora. Las
bacterias se sedimentan por centrifugacién a 1.000 x g durante 3 minutos y se
resuspenden en 100 pl de megjio LB. Finalmentg estas bacterias se siembran
sobre placas de cultivo que contienen medio sélido LB-agar y ampicilina 100 pg/ml.
Las placas se incuban durante 14-17 horas a 37°C hasta que las colonias
bacterianas alcanzan un tamario apropiado.

B. 11. 2. Método del CaCl,.
Para la transformacién de la cepa de Escherichia coli TG1 se utiliza el
método descrito por Sambrook y cols., 1989. Para ello se inoculan 3 mi 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 agitacién. Se transfieren 0.5 ml del cultivo fresco sobre 50 mi del mismo
_medio y se mantienen a 37°C con agitacion vigorosa durante 2 horas. Se colecta
las bacterias por centrifugacion a 750 x g por 15 minutos a 4°C y se resuspenden
en 1/2 del volumen original con una solucién de transformacion CaCl, 50 mM y Tris.
10 mM pH 7,5 donde se incuban durante 20 minutos también a 4°C.
Posteriormente se colectén las bacterias por centrifugacién'y se resuspenden en
1/10 del volumen original de la solucién de CaCl,. Esto se incuba durante 24 horas
a 4°C hasta la transformacion.
La transformacion de bacterias se inicia por adicién de la mezcla de ligacién
sobre 300 pul de bacterias competentes. Esta mezcla se incuba en hielo durante 2
horas. Posteriormente las bacterias se someten a un estrés térmico a 42°C
durante 2 minutos y se vuelven a poner en hielo por 5 minutos. Estas bacterias se
mezclan con 300 pl de una solucién que contiene IPTG 16,7 mM, X-Gal 0,33%(p/v)
y bacterias TG1 para alcanzar un dilucién 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 rapidamente 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 bacterias transformantes son
seleccionadas por desarrollo de color, colonias azules que no contienen inserto y
colonias blancas que contienen inserto.

B. 12. Andlisis de colonias bacterianas transformadas.

Para determinar la incorporacion del plasmido recombinante por la bacteria
se seleccionan diferentes colonias bacterianas y se analizan por el método 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 ug/ml y se
cultivan a 37°C, con agitacion vigorosa, por alrededor de 8 horas. Posteriormente,
se colecta 1,5 ml de este cultivo por centrifugacion a 12.000 x g por 2 minutos y el
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sedimento bacteriano se resuspende en 100 ul de una solucién que contiene
glucosa 50 mM; Tris-HCI 25 mM pH 8,0 y EDTA 10 mM. Esto se incuba a
temperatura ambiente por 5 minutos y se agrega 200 ul de una solucién que
contiene NaOH 0,2 Ny SDS 1%. Se mezcla por inversién y se incuba en hielo por
5 minutos mientras se produce la lisis bacteriana. Posteriormente se agrega 150 ul
de una solucién que contiene acetato de potasio 5M y &cido acético 3M, se mezcla
por agitacion fuerte y se incuba 5 minutos en hielo. Se centrifuga a 12.000 x g por
5 minutos y se colecta el sobrenadante. Las proteinas se eliminan mediante una
extraccion fendlica y los acidos nucleicos se recuperan mediante precipitacion
etandlica desde la fase acuosa. Los Acidos nucleicos se resuspenden en 50 pl de
un amortiguador que contiene Tris-HCl 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM (TE) y
ribonucleasa pancreética 20 ug/ml. Finalmente se analiza la presencia del inserto
en el vector, por digestion del DNA plasmidial purificado con las enzimas de
restriccion adecuadas y posterior electroforesis en geles de agarosa.

B. 13. Preparacion de DNA plasmidial puro en gran escala.

Para obtener DNA plasmidial puro en gran escala se utiliza el método
descrito por Sambrook y cols. (1 989). Se inocula 1 litro de medio de cultivo LB
conteniendo ampicilina 100 pg/ml con 1 ml de cultivo fresco de bacterias que portan
el plasmido recombinante. Este cultivo se agita a 200 rpm a 37°C durante
alrededor de 18 horas. Las bacterias se colectan por centrifugacién a 2.500 x g
durante 30 minutos y se resuspenden en 10 ml de una solucién que contiene
glucosa 50 mM; Tris-HCl 25 mM pH 8,0 y EDTA 10 mM. Esta suspension se
incuba durante 5 minutos a temperatura ambiente, se agrega 20 ml de una solucién
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 solucién que contiene
acetato de potasio 5M y &cido acético 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 través de 4
capas de gasa. Se agrega 0.6 volimenes de alcohol isopropilico, se deja precipitar
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por 15 minutos a temperatura ambiente y el precipitado se colecta por

centrifugacion a 20.000 x g durante 20 minutos. El sedimento se lava con etanol
70% y se resuspende en 3 ml de amortiguador TE. Se agrega 3 ml de LiCl 5M y se
deja precipitar los RNAs de alto peso molecular durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Se centrifuga a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C Y se recupera €l
sobrenadante. Se vuelve a precipitar con igual volumen de alcohol isopropilico, se
centrifuga y el sedimento se lava con etanol 70 %. Los &cidos nucleicos se
resuspenden en 500 pl del amortiguador TE conteniendo 20 ng/ml de ribonucleasa |
A. Se incuba por 30 minutos a 37°C y el DNA plasmidial se precipita con 500 pl de
una solucién que contiene NaCl 1,6 M y polietilen glicol 8000 13% (p/v). Se deja
precipitar durante 1 hora y el DNA plasmidial se colecta por centrifugacion a 12.000
X g por 10 minutos a 4°C y se resuspende en TE. Las proteinas son extraidas
realizando 2 o 3 extracciones fendlicas y finalmente el DNA Se recupera por
precipitacién etandlica. El sedimento correspondiente al DNA plasmidial puro se
resuspende en amortiguador TE Y la concentracion de DNA se determina midiendo
la densidad dptica a 260 nm. Este método permite obtener entre 0,5-2 mg de DNA
plasmidial puro a partir de 1 litro de cultivo.

B.14. Subclonamiento en el vector m13 mp10 para Ia secuenciacion del DNA.

Para aislar el cDNA codificante para un receptor muscarinico de Xenopus .
laevis en un trabajo anterior desarrollado en el laboratorio se analizé una genoteca
de cDNA de oocitos de Xenopus laevis. En esta genoteca, donada por el Dr.D.A.
Melton de la Universidad de Harvard, los cDNAs se encuentran clonados en un
sitio de restriccién EcoR1 del fago Agt10 (Rabagliati y cols., 1985).

El fragmento de DNA previamente clonado desde una genoteca de cDNA
de oocitos en estado VI de Xenopus laevis se subcloné en el sitio Eco R1 presente
en el DNA del fago M13 mp10. El vector M13 mp10 permite seleccionar colonias
transformantes con y sin inserto de DNA por crecimiento de las bacterias sobre
agar que contenga IPTG y X-Gal. El vector M1 3 mp10 posee la secuencia

. T T T T T e e—
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codificante para el péptido o de B-galactosidasa y que contiene el sitio de clonaje
miltiple dentro de la secuencia. Este péptido a complementa el producto del gen
lacZAM15 presente en el episoma F’ y presente en las bacterias TG1. El vector
mp10 no recombinante produce el péptido o de B-galactosidasa funcional y la
complementacion de la actividad enzimatica, la cual en presencia del sustrato
cromogeno da una coloracién azul. En el caso del vector recombinante, la
insercion del fragmento de DNA en el vector interrumpe la secuencia codificante
para el péptido a no generandose el péptido funcional ni la complementacién y por
lo tanto las colonias recombinantes presentan una coloracién blanca.

El protocolo de subclonamiento es el siguiente: 20 ug del DNA del clon de
fago | se digieren con 20 unidades de la enzima EcoR1 en presencia de un
amortiguador que contiene Tris-HCI 50 mM, MgCl, 10 mM, NaCl 100 mM,
ditioeritritol (DTE) 1 mM, pH 7,5 durante 2 horas a 37°C. Al finalizar la incubacién se
analiza una pequefia alicuota (1 ug) por electroforesis en un gel de agarosa al 1%.
Producto de esta digestion se libera un fragmento de DNA de alrededor de 3.000-
pares de bases. El fragmento se purifica por el método de la membrana de DEAE,
se precipita con etanol y se resuspende en agua estéril.

Paralelamente 20 ug del vector mp10 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 estéril.

El fragmento de cDNA se liga al vector mp10 linealizado como se describié
anteriormente en el punto B10 y la mezcla de ligacion se usa para transformar
bacterias de la cepa TG1.

B. 15. Preparacién de DNA de una hebra del fago m13 mp10.

Para aislar la forma de hebra simple de este fago, se analiza las colonias
blancas por el método descrito por Sambrook y cols., (1989). Para esto se pican
colonias transformantes blancas y se inoculan junto con 15 ul de cultivo fresco de
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bacterias TG1 en 3 ml de medio de cuitivo LB, Esto se mantiene a 37°C con
agitacién vigorosa por 5 horas. Posteriormente se.centrifuga este cultivo a 12.000
X g por 10 minutos y el sobrenadante que contiene los fagos se colecta en otro
tubo. En esta fase se precipitan los fagos con 300 ul de una solucién de
Polietilenglicol 8.000 al 20% en NaCl 2,5 M. Se mantiene por 10 minutos a
temperatura ambiente y se centrifuga nuevamente en idénticas condiciones
anteriores. El sedimento se resuspende en 400 ul de TE conteniendo SDS al 0,5%
y Proteinasa K 0,1 mg/ml. Esto se mantiene a 37°C por 30 minutos y se extrae con
fenol:cloroformo como se describio previamente. Finalmente se precipita con

etanol, se resuspende en 30 pl de TE, y se estima la cantidad de DNA por’

electroforesis en geles de agarosa al 1%. Este DNA de una hebra se utiliza para la
secuenciacion.

B. 16. Subclonamiento en el vector de transcripcion in vitro pAGA-2.

Para expresar las proteinas en un sistema de traduccién in vitro se requiere
sintetizar el MRNA y esto se logra subclonando el ¢cDNA en un vector espeCIﬁco de
transcripcién. 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 region &'
no codificante del RNA del virus del mosaico de la alfalfa que favorece la traduccién
in vitro con una alta eficiencia y una regién de poli (A) que estabiliza el mRNA

durante su traduccién. Para eliminar Ia region 5’ no codificante del ¢cDNA del

receptor muscarinico y para subclonarlo en forma dirigida en el vector pPAGA-2 se.

" desarrolla la estrategia descrita en el Esquema 1. Para esto se genera un sitio de
restriccién Nco l en la region 5’ del receptor que corresponde a la metionina inicial y
un sitio Sal I en Ia regién 3’ no codificante. En la amplificacién por PCR se utilizan
los oligonucledtidos 19 y. 20, que permiten crear los smos de restriccion Nco | y Sal
I. El producto de amplificacion corresponde a un fragmento de DNA que contiene Ia

region codificante completa para el receptor m4 de Xenopus.




(2.800 pb)

lNcol:’Sall

Nco | Sall
7,7 T\5P6

pAGA-2

62

Nco | Sall

1 PCR
l Nco 1 f5al |

Nco | Xlmd  g5al|

(1.561 pares de hases)

Nco |
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Esquema 1: Subclonamiento del cDNA codificante para el receptor muscarinico de
Xenopus laevis en el vector de transcripcion in vitro pAGA-2.

ss M13 indica el DNA del fago M13 en su forma de una sola hebra, XIm4 indica el cDNA
codificante para el receptor muscarinico de Xenopus laevis. sp6 y T7 indican los
promotores para las RNA polimerasa de los fagos sp6 y T7.
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La amplificacién por PCR del receptor muscarinico se realiza usando como
DNA templado el DNA de hebra simple del fago M13 mp10 que contiene el cDNA
del receptor en las condiciones descritas en el punto B.6.. Posteriormente los
productos de amplificacion se someten a purificacion, extraccién fendlica y
precipitacion con etanal. El DNA puro (5 ng) se digiere con las enzimas de
restriccion Nco | y Sal I, usando 5 unidades de cada una de ellas, en un
amortiguador que contiene Tris-HCl 50 mM; MgCl, 10 mM; NaCl 100 mM y
Ditioeritritol (DTE) 1 mM, PH 7.5, durante 2 horas a '37°C: Paralelamente se
digieren 20 pg del vector PAGA-2 con las mismas enzimas Ncol y Sall y la digestién
se analiza por electroforesis en un gel de agarosa al 1%. El vector lineal ise purifica
por membrana de DEAE-celulosa, se precipita con etanol y finalmente se
resuspende en agua estéril, como se describe previamente en el punto B.8. El
fragmento de DNA se liga al plasmido pAGA-2 linearizado en las condiciones
descritas el punto B.10 y la mezcla de ligacion se usa para fransformar bacterias
de la cepa DH50. Las bacterias transformantes son seleccionadas por crecimiento
€n agar que contenga ampicilina 100 pg/ml.

El analisis de los DNA recombinantes obtenidos desde las colonias se
realiza por digestion con- las enzimas de restriccién Nco | y Sal | y por
secuenciacion del DNA de un clon seleccionado,

B. 17. Subclonamiento en el vector de expresion de levaduras pCUP.

La expresién del feceptor muscarinico en levaduras se logra con el
subclonamiento del cDNA para el receptor en el vector PCUP. Este vector posee
una regién promotora inducible por cobre y un marcador de auxotrofia para’
triptéfano TRP-1, el que permite a cepas TRP" crecer en ausencia de triptéfano.
Para aumentar la eficiencia de expresion eslconveniente/ reemplazar un pequefio

fragmento del DNA codificante para la regién amino terminal del receptor

muscarinico de oocitos de Xenopus laevis por la regién amino terminal del receptor
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para el factor sexual de levadura (factor a). La regién eliminada del receptor
muscarinico corresponde a 26 aminoacidos Y la regién insertada del receptor factor
a corresponde a 45 aminoacidos. La estrategia experimental seguida se muestra

en el Esquema 2. ,
Para la construccién del gen de fusion entre el receptor muscarinico y el

receptor para el factor sexual o, es necesario inicialmente generar un sitio de
restriccién para la enzima Hpa I en el gen de oocito como se indica en el Esquema
2. Para subclonarlo en forma dirigida en el vector pCUP es necesario también
generar un sitio Sal I en la regién 3' no codificante. Esto se logra con el uso de Ia
técnica de PCR, utilizando los oligonucledtidos 18 y 20.

-Para la mutacién que genera el sitio Hpa | es necesario cambiar 3
nucledtidos y para la mutacion del sitio Sal | solo se cambia 1 nucledtido. Las
etapas utilizadas para el subclonamiento del gen de fusién en el vector de traspaso
PMT3 se muestra en el Esquema 3. Parala amplificacién por PCR se utiliza como
DNA templado el DNA monohebra del fago M13mp10 que contiene el DNA para el
receptor muscarinico. El DNA amplificado se extrae con fenol y con
fenol:cloroformo y se precipita con etanol. Posteriormente 10 ug del DNA
amplificado se digieren con 10 unidades de las enzimas Hpa | y Sal I. Primero se
corta con la enzima Hpa | en presencia del amortiguador Tris-acetato 33 mii;
acetato de magnesio, 10 mM; acetato de potasio, 66 mM y ditiotreitol 0,5 mM pH
7,9 y posteriormente se corta con Ia enzima Sal | agregando NaCl para alcanzar
una concentracion final de 100 mM.

Paralelamente se digieren 10 ug del vector pMT3 con las mismas enzimas y
en las mismas condiciones. Este vector solo se usa como vector de traspaso para
generar un sitio de restriccién para la enzima Xba |y que es necesario en la
siguiente etapa de subclonamiento. Ambos DNAs se purifican por membranas de
DEAE-celulosa y se precipitan con etanol. El vector PMT3 y el DNA codiﬁcanté
para el receptor muscarinico de Xenopus se ligan en las condiciones descritas en
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sitio Hpal presente en la
45 aminoacidos secuencia de levadura

Gen ste2  MSDA 1¥NSTVYT ]
ste?

26 aminoacidos

xXIm4

Gen Xlm4 MEND 1Y NYQTHM

I sitio Hpal generado por PCR en Ia
secuencia del receptor de Xenopus

construccion de la quimera

45 aminoacidos
Gen ste? Xim4

M3DA — ¥ NYQTM

T_ sitio Hpal

Quimera generada

Esquema 2: Estrategia experimental para la construccion de un receptor

muscarinico quimeérico.
Los primeros 45 aminoacidos del extremo amino terminal corresponden al receptor para el

factor sexual a de levadura (ste2) y el resto corresponde al receptor muscarinico de
Xenopus laevis.
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el punto B.10, obteniéndose el vector pMT3/Xim4. En una segunda etapa se liga
el fragmento para el receptor del factor o de levadura al cDNA del receptor
muscarinico. Para esto se digieren 20 g del DNA del vector pMT3/XIm4 con 20
unidades de las enzimas HpalyXbaly se purifica el fragmento de DNA de mayor
tamafio por membranas de DEAE-celulosa eliminandose el pequerio fragmento de
DNA entre los sitios Hpaly Xba Y. Paralelamente se digieren el 20 ug del vector
PTZ18R/Y-ste2 que contiene el receptor para el factor o de levadura con [as
enzimas Hpa | y Xba I. Lag digestiones con Hpa |y Xbal se realizan en las mismas
condiciones utilizadas para digerir el vector M13mp10. Posteriormente se purifica
el fragmento de DNA pequerfio liberado con membranas de DEAE celuiosa que
corresponde a la regién amino terminal del receptor para el facior o. de levadura.
Finalmente se ligan el vector PMT3/XIm4 y e fragmentc; a generandose el vector
PMT3/Y-XIm4. En una Gitima etapa se subclona Ia quimera generada en Ia etapa
anterior al vector de expresion para levaduras PCUP. Para esto se digieren 20 nug
del vector pMT3/Y-XIm4 con 20 unidades de la enzima Hind Il y se purifica e
fragmento de DNA de menor tamafio (1.600 pares de bases). La digestion con
Hind Iil se realiza en presencia del amortiguador que contiene Tris-HCI 10 mM pH
8,0; MgCl, 5 mM: NaCl 100 mM y 2-mercaptoetanol 1 mM. El vector pcupP (10 ng)
se digiere con 10 unidades de la enzima Nco | Y se precipita con etanol,
Posteriormente ambos DNAs purificados son rellenados en sus extremos con el
fragmento Klenow de la DNA polimerasa | de E. cofi. Este rellenado se realiza en
presencia del amortiguador que contiene Tris-HC! 50 mM, pH 7,2; MgSO, 100 mM
y DTT 1 mM. Finalmente ambos DNAs se ligan en las condiciones descritas en el
punto B.10. Las bacterias transformantes que contienen el receptor en g
orientacién adecuada se seleccionan por digestion con diferentes enzimas de
restriccion.
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Hpal Sal |
Hpal Sal |
3
PCR
1”!13 I} Sal | 1
1 Hpa I} 5al |
PMT3 Hpal SIm4 o
t.48? pares de hs)
ETAPA 1
L |
l ligacifin
Hpa | Sal |
Xba |

Esquema 3: Subclonamiento del cDNA codificante para el receptor muscarinico de
Xenopus laevis en el vector de expresion para levaduras Yep CUP.

$s M13 indica el: DNA de| fago M13 en su forma de una sola hebra. XIm4 indica e cDNA
codificante para el receptor muscarinico de Xenopus laevis. Yste2 indica el gen codificante
para el receptor del factor o de levadura. CUP1indica e promotor inducible por Cy**.
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Xba | '
1Xbal;‘llpal thal;'Hpal
Hpa I Sal |
Xba | \ Promotor ste2
Xba | Hpa |
Il
region NH, gen ste? [45 aa’s)
Y

ETAPA 2
L l

1 ligacidn

Hpal
Sal |
Xba | .

Esquema 3: (Continuacién).
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Nco |
CUP1 —/7
= tRpa
Nco |
Klenow, CIP
o NCD |
Y- Xim4 Neo |
CUPM
l Klenow YepCUp
, ETAPA 3 , TRP-1
ligacidn
orientacitn
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Esquema 3: (Continuacién).
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B. 18. Subclonamiento en el vector de expresion para células COs-7,
PcDNA3B,

Para expresar con alta eficiencia una proteina en células en cultivo es muy
importante subclonar e] DNA codificante Para la proteina en cuestién rio abajo de Ia
Seécuencia denominada secuencia ‘KOZAC’. Esto subclonamiento se desarrolla en
tres etapas y se Mmuestra en el Esquema 4. En una primera etapa se trabaja con el
plasmido pDKZz que contiéne la secuencia KOzZAC rio arriba de Ia secuencia
codificante para un pequefio epitope de hemaglutinina (HA) y del gen codificante
para la enzima Jun quinasa. La estrategia se muéstra en la primera parte del
Esquema 4. 10 ug de este vector se digieren con 10 unidades de las enzimas
Hind lll y Sal | en presencia del amortiguador que contiene Tris-HCI 30 mM, MgCl,
7,5 mM, NaCl 100 mM, Ditioeritritol (DTE) 1 mM, pH 7,5 durante 2 horas g 37°C. Al
finalizar esta incubacién Se analiza la digestion utilizandose una pequefia alicuota
(1 ug) por electroforesis en un gel de agarosa al 1%, Producto de estg digestion se
libera un fragmento de 1.200 pares de bases Correspondiente al inserto y un
fragmento de 3.000 pares de bases correspondiente al vector. Ej fragmento de
1.200 pares de bases se purifica por el método de Ig membrana de DEAE-celulosa,
Se precipita con etanol Y Se resuspende en agua estéril.

Paralelamente 10 g del vector pGEM1521- se digieren con 10 unidades de
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E ,  Esquema 4: (Continuacién).
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Hind Il Xbal

Hind HI Xba |
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l ligacidn

Xba |

Hind Il
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Esquema 4: (Continuacién).
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en un gel de agarosa al 1%. El vector lineal se purifica por el método de la
membrana de DEAE-celulosa y se resuspende en agua estéril.

Finalmente el fragmento de DNA que contiene la secuencia KOZAC, el
epitope HA y el gen codificante para Jun quinasa se liga al DNA linearizado del
plasmido pGEM15Zf- en condiciones similares a las descritas en el punto 10. La
mezcla de ligacion se usa para transformar bacterias de la cepa DH5a y las
bacterias transformantes se seleccionan por crecimiento en agar que contiene
ampicilina 100 pg/ml. El analisis de los DNAs recombinantes extraidos desde
diferentes colonias se realiza por digestién con las enzimas de restriccién Hind Il y
Xba l.

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 rio arriba de
la region codificante para el receptor muscarinico de Xenopus laevis. Para esto 16
ug de la construccion pGEM15ZilKZ-HA-JNK se digieren cdn 10 unidades de las
enzimas Nco | y Xba | en presencia de el amortiguador que contiene Tris-HCI 50
mM, MgCl, 10 mM, NaCl 100 mM, Ditioeritritol (DTE) 1 mM, pH 7,5 durante 2 horas
a 37°C. Al finalizar esta incubacion se analiza una pequefia alicuota (1 pg) por
electroforesis en un gel de agarosa al 1%. Producto de esta digestién se libera un
fragmento de alrededor de 1.200 pares de bases correspondiente al inserto y un
fragmento de 2988 pares de bases correspondiente al vector. El vector se purifica
por el método de la membrana de DEAE-celulosa, se precipita con etanol y se
resuspende en agua estéril.

Paralelamente 10 pg del vector pAGA-2/Xim4 que contiene al receptor
muscarinico se digieren con las mismas enzimas en condiciones similares y el
curso de la digestion se analiza por electroforesis en un gel de agarosa al 1%. El
fragmento correspondiente al receptor (1.574 pares de bases) se purifica por el
metodo de la membrana de DEAE-celulosa, se precipita con etanol y se
resuspende en agua estéril.
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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 ligacion se usa para transformar bacterias de la cepa
DHSo. Las bacterias transformantes son seleccionadas por crecimiento en agar
que contiene ampicilina 100 pug/ml. El analisis de los DNAs recombinante extraidos
desde diferentes colonias se realiza por digestién con las enzimas de restriccién
NcolyXbal.

En una tercera etapa se transfiere el fragmento de DNA que contiene la
secuencia KOZAC rio arriba de la secuencia del receptor muscarinico, desde el
plasmido pGEM15Z{-/KZ-XIm4 al vector de expresién pcDNA3B. Para esto se,
digieren 10 pg de la construccion pGEM15ZfIKZ-XIm4 con 10 unidades de las
enzimas Hind lll y 10 unidades de la enzima Xba | en presencia del amortiguador
que contiene Tris-HCI 30 mM, MgCl; 7,5 mM, NaCl 100 mM, ditioeritritol (DTE) 1
mM, pH 7,5 durante 2 horas a 37°C. Al finalizar esta incubacion se analiza una
pequeria alicuota (0,5 pg) por electroforesis en un gel de agarosa al 1%. Producto
de esta digestion se libera un fragmento de alrededor de 1.600 pares de bases
correspondiente al inserto y un fragmento de 3.000 pares de bases correspondiente
al vector. El inserto se purifica por el método de la membrana de DEAE-celulosa,
se precipita con etanol y se resuspende en agua estéril.

Paralelamente, 5 ng del plasmido pcDNA3B se digieren con las mismas
enzimas en condiciones similares y el curso de la digestion se analiza por
electroforesis en un gel de agarosa al 1%. El vector lineal de 5.400 pares de bases
se purifica por el método de la membrana de DEAE-celulosa y se resuspende en
agua esteéril.

El inserto de DNA correspondiente a la secuencia KOZAC vy al receptor se
liga al plasmido pcDNA3B, en las condiciones descritas en el punto 10 y la mezcla
de ligacion se usa para fransformar bacterias de la cepa DH5a. Las bacterias
transformantes son seleccionadas por crecimiento en placas de agar que contiene
ampicilina 100 pg/ml. El andlisis de los DNAs recombinantes exiraidos desde
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diferentes colonias se realiza por digestion con las enzimas de restriccion Hind 1l y

Xba l.

B.19. Secuenciacion del DNA.

Para la reaccion de secuenciacion se utiliza el método de la terminacion por
didesoxinucledtidos descrito por Sanger y cols., (1975). Para la secuenciacion del
cDNA del receptor muscarinico en el fago M13 mp10 se usa la estrategia descrita
en el Esquema 5. En la secuenciacién del cDNA del receptor presente en el vector
PAGA-2 se secuencia utilizandose el DNA de doble hebra. La secuenciacién del
cDNA completo necesita 21 oligonucleétidos diferentes como partidores. La
secuenciacion se realiza en 2 etapas que son: una primera etapa de desnaturacion
del DNA e hibridacién con el partidor y una segunda etapa de reaccién de la

secuenciacion.

B. 19. 1. Desnaturacién del DNA de simple hebra.

La etapa de desnaturacién del DNA es diferente dependiendo si el templado
a secuenciar es de hebra simple o de hebra doble.

1 pg de DNA de hebra simple se desnatura por calentamiento a 65°C
durante 3 minutos, en presencia de 1 pmol del oligonucledtido. Posteriormente se
favorece la hibridacién entre el DNA y el oligonucledtido respectivo enfriando
lentamente la mezcla hasta temperatura ambiente lo que ocurre entre 30 a 40

minutos.

B. 19. 2. Desnaturacion del DNA de doble hebra.

5 ug de DNA plasmidial se desnaturan en 30 ul de NaOH 0,2 N durante 5
minutos a temperatura ambiente. La solucién se neutraliza por adicién de 3 pl 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. El DNA se sedimenta por centrifugacion

a 12.000 x g por 10 minutos y se lava con etanol 70%. El sedimento de DNA se
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Esquema 5: Estrategia de secuenciacion del clon de cDNA para el receptor

muscarinico.

La secuenciacién se realiza por el método de Sanger utilizando como partidores los 21
oligonucledtidos que se indican por pequefias flechas y con los nimeros del 1 al 20. PU
indica el partidor universal. Las flechas grandes indican la extensién y la direccién de

secuenciacion.
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seca y se resuspende en 10 ul de un amortiguador que contiene Tris-HCI 40 mM
pH 7,5; MgCl: 20 mM, NaCl 25 mM y 3 pmoles del oligonucleétido usado como
partidor. Finalmente se incuba a 37°C durante 30 minutos para permitir la

hibridacién entre el DNA y el partidor.

B. 19. 3. Reaccién de secuencia.

Para la etapa de secuenciacion se usa el Kit comercial Sequenase versién
2.0 (United States Biochemicals Corporation), el cual utiliza una DNA polimerasa
del fago T7 modificada genéticamente para eliminar la actividad exonucleasa 3’-5’
(Tabor y Richardson, 1989). La reaccién se secuenciacion se desarrolla en dos
fases, la primera es la fase de elongacién de la secuencia y la segunda es la fase
de terminacién con los didesoxinucledtidos. La fase de elongacién de la secuencia
se desarrolla por incubacién de los 10 ul del DNA hibridado con el partidor, durante
5 minutos a temperatura ambiente. La elongacién se realiza en presencia de los
desoxinucledtidos dCTP, dGTP y dTTP a una concentracion final de 0,2 mM; DTT
10 mM; [a->"S}-dATP 0,3 mM (1.400 Ci/mmol) y 3 unidades de la enzima
sequenase, en un volumen final de 15,5 pl. La fase de terminacion de la extensién
de las cadenas de DNA se realiza a 37 °C durante 5 minutos. Para ello se toman
alicuotas de 3,5 pl desde la reaccion de extension y se adicionan sobre 4 tubos que
contienen 2,5 ul de una solucién que contiene NaCl 50 mM; dGTP 80 mM; dCTP
80 mM; dATP 80 mM y dTTP 80 mM y uno de los cuatro didesoxinucledtidos
terminadores de la reaccién: ddATP; ddCTP; ddGTP y ddTTP a una concentracién
final de 8 mM. La incubacién se detiene agregando 4 ul de una solucién que
contiene formamida al 95%; 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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B. 19. 4. Andlisis en geles de poliacrilamida de las reacciones de
secuenciacion. ‘

Los productos de la reaccién de secuenciacion se separan usando un gel de
poliacrilamida preparado de la siguiente manera: se disuelven 29 g de urea en un
volumen final de 60 ml de amortiguador TBE (Tris-base 89 mlM, acido bérico 89mM
y EDTA 2mM pH 8) y acrilamida 6% (razén acrilamida: bisacrilamida 19:1). Esta
solucion se filira y posteriormente se inicia la polimerizacién por adicién de 30 pl de
TEMED 100% y de 60 ul de persulfato de amonio al 25%, la cual se completa al
cabo de 2 horas a temperatura ambiente. 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 autorradiografia.
durante 1-5 dias utilizando una pelicula autorradiografica Kodak X-OMAT.

B. 20. Southern blot.

El DNA gendmico se purifica a partir de 1 g de higado de Xenopus laevis. El
trozo de higado se homogeniza en un homogenizador Dounce usando un
amortiguador de lisis que contiene DTAB al 8%, Tris-base 100 mM pH 8,6; NaCl
1My EDTA 50 mM. Se incuba a 68°C por 30 minutos y se agita suavemente con
igual voI;Jmen de cloroformo. Se centrifuga a 12.000 x g durante 10 minutos y se
extrae la fase acuosa. Se agrega ribonucleasa A para alcanzar una concentracion
de 5 mg/ml y se incuba a 68°C por 15 minutos. Se agrega solucién de CTAB al 5%
en presencia de NaCl 0,4 M; se mezcla suavemente por inversién y se centrifuga a
12.000 x g por 2 minutos. E! sedimento se resuspende en NaCl 1,2 M, se
reprecipita cc‘bn 2 volimenes de etariol 100%, se centrifuga a 12.000 x g por 10
minutos y el sedimento se lava con etanol 70%. El sedimento se resuspende en
amortiguador TE (Tris-base 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM), se agrega
fenol/cloroformo saturado en tris pH 8, se mezbla y se centrifuga. Los &cidos
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nucleicos presentes en la fase acuosa se precipitan con 2 volimenes de etanol y
finalmente el DNA gendmico puro se resuspende en amortiguador TE.

El DNA genomico (10 ug) se digiere con las enzimas Pvu Il y Hha | como se
describe (Sambrook y cols. 1989). La digestién con la enzima Hha | se realiza en
presencia de un amortiguador que contiene Tris-HCl 10 mM; MgCl, 10 mM y
ditioeritrol 1 mM pH 7,5. La digestién con Pvu Il se realiza en presencia de un
amortiguador que contiene contiene Tris-HCI 10 mM; MgCl, 10 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 B.1. En este caso se prepara un
gel de agarosa al 1% en amortiguador TAE que contiene Tris-base 40 mM, &cido
acético glacial 20 mM, EDTA 1mM pH 8,0 y sin bromuro de etidio. Las muestras de
DNA digeridas se mezclan E:on una solucion de carga y se separan por
electroforesis a voltaje constante de 30 V. Finalmente el gel se tifie usando el
amortiguador TAE conteniendo 100 ng/mi de bromuro de etidio.

El DNA gendmico presente en el gel de agarosa, se desnatura por inmersién
en una solucién que contiene NaOH 0,4M durante 20 minutos. Esta desnaturacion
se repite una vez y posteriormente el gel se neutraliza con 2 lavados con el
amortiguador SSC 20 X que contiene NaCl 3 M y citrato de sodio 0,3 M; pH 7.0. El
DNA desnaturado se transfiere por capilaridad a membranas de nylon (Nytran),
usando como medio de transferencia una solucién de SSC 10X por 16 horas
(Sambrook y cols. 1989). Posteriormente la membrana se lava con la misma
solucién para eliminar los restos de agarosa y el DNA se inmoviliza a la membrana
de Nylon por calentamiento a 80°C durante 2 horas.

B. 21. Marcacién 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 enfria rapidamente a 4°C. La

reaccion de marcacion se realiza en un volumen de 50 pl en presencia de:; dCTP




81
20 mM; dGTP 20 mM; dTTP 20 mM; [a-P] dATP 50 mCi (3000 Ci/mmol), 1
unidad del fragmento Klenow de la DNA polimerasa | de E. coli y de una mezcla de
octadesoxiribonucledtidos partidores cuyas secuencias son al azar. Se incuba
durante una hora a 25°C y el DNA se precipita en presencia de 3 volimenes de
etanol 100% y de acetato de sodio 0,3 M por 30 minutos a -70 C. Finalmente se
centrifuga a 12.000 x g durante 10 minutos, ée retira totalmente el sobrenadante y
el sedimento se resuspende en 50 ul de TE.
Para cuantificar la incorporacion de radioactividad en el DNA se toma una
alicuota (1 pl), se pone sobre un filtro y se cuenta en un contador de centelleo.

B. 22. Prehibridacion e hibridacion.

Los fragmentos de DNA desnaturados y fijos a la membrana de nylon se
prehibridan durante 4 horas a 65°C, en presencia de una solucién de hibridacién
formada por: NaCl 1M; SDS 1% sulfato de dextrano 10% y DNA de espermio de
salmoén sonicado y desnaturado a una concentracién de 100 pg/ml. Se utiliza 1 m
de solucién de prehibridacién por cada 12 cm? de membrana.

La sonda marcada radioactivamente se desnatura a 100°C por 5 minutos y
rapidamente se enfria en hielo. Se agregan 1 x 10° cpm de la sonda por cada ml
de solucién de hibridacién y la membrana se incuba durante 24-48 horas a 65°C.
Una vez que concluye la hibridacién se realizan 3 lavados de la membrana. El
primer lavado se hace en presencia de SSC 2X y SDS 0,1% durante 30 minutos y
a temperatura ambiente. El segundo y tercer lavados se realizan en presencia de
SSC 0,1X 'y SDS 0,1% durante 30 minutos a 55°C. Finalmente esta membrana se
somete a autorradiografia usando una pelicula KODAK X- OMAT.

B. 23. Expresion in vitro del receptor muscarinico de Xenopus /aevis en el
sistema mixto de lisado de reticulocito y membranas de oocitos. ,
La sintesis de mRNA in vitro se realiza como describe Olate y cols. (1988) y

Sandford y cols. (1991). Para la manipulacion de RNA, todas las reacciones se




82
hacen con reactivos y soluciones preparadas con agua tratada con el inhibidor de
RNAsas dietil pirocarbonato (DEPC). Para la sintesis de RNA se debe Iinearizall
previamente el pldsmido que contiene el gen para el receptor. La reaccién de
digestion contiene 50 ug de DNA plasmidial, Tris-HCI 50 mM, MgCl, 10 mM, NaCl
100 mM, Ditioeritritol (DTE) 1 mM, pH 7,5 y 50 unidades de la enzima de restriccién
Xba | y se realiza durante 2 horas a 37°C. Finalmente el DNA es recuperado por
extraccién fendlica y por precipitacion etanélica. La sintesis in vitro del mRNA se
realiza incubando 10 ug del plasmido lineal, por 2 horas a 37°C, en un medio de
reaccion que contiene: Tris-HCl 40 mM pH 7,5; MgCl, 6mM; espermidina 2mM:;
NaCl 10mM; los cuatro ribonucledtidos trisfosfato ATP, CTP, GTP Y UTP 1mM.;
DTT 30 mM; 1 unidad/pl del inhibidor de ribonucleasa (RNAsin) y 100 unidades de
RNA polimerasa del fago T7. Al finalizar la reaccién de transcripcion el DNA
plasmidial remanente se elimina incubando con 10 unidades de
desoxirribonucleasa RQ1 durante 30 minutos a 37° C. El mRNA es recuperado por
dos extracciones con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (24:24:1) y por
precipitaciéh etandlica. EI mRNA se resuspende en etanol al 100% y se almacena
a-20°C para su andlisis posterior en geles o para su traduccion in vitro.

Las membranas de oocitds de Xenopus laevis se preparan como describe
Kobilka (1990) con algunas modificaciones. Se anestesia por hipotermia una
hembra adulta y se le extrae ambos ovarios. Los ovarios se cortan en pequerios
trozos y se lavan con solucién Barth para anfibios que contiene: Tris-HCI 10 mM pH
7,6; MgSO; 0,82mM; CaCl, 0,74 mM; KCI 1,0 mM:; Ca(NOs),; 0,33 mM; NaCl 88
mM; NaHCOs 2,4 mM; penicilina 0,1 mM y sulfato de estreptomicina 0,1 mM.
Posteriormente estos fragmentos de ovarios se tratan con colagenasa 0,2% (piv)
durante 1-2 horas a 4°C y posteriormente se lavan varias veces con la solucion de
Barth para eliminar la colagenasa remanente. Las células foliculares se eliminan
por lavados sucesivos aprovechando que sedimentan mas lentamente que los
oocitos. Los oocitos de Xenopus laevis en etapas V y VI se seleccionan por
filtracion a través de una malla de nylon de 700 um (Burzio y Koide, 1977), en la
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cual quedan retenidos. Se agrega 1 volumen de solucién amortiguadora Barth,
conteniendo sacarosa al 40% y se homogeniza pasando el homogeneizado 10
veces por una aguja de 19G x 1%. El homogeneizado se centrifuga 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 minutos para eliminar el resto
de los cuerpos lipidicos. Esta fraccion cruda de membranas se congela -70°C
hasta su uso. '

Para la traduccién in vitro se toman 50 ul de la fraccion de membranas de
oocitos de Xenopus laevis y se centrifugan a 12.000 x g durante 20 minutos y el
sedimento se resuspende en 5 ul de un amortiguador que contiene Hepes 50 mM,
pH 7,1y KCI 90 mM. Estas membranas se incuban con 10 ug de mRNA transcrito
in vitro en un medio que contiene KCI 20 mM, una mezcla de aminoacidos sin
metionina 20 mM, lisado de reficulocito al 60% (viv) y [*°S}-metionina 20 mM
(15.000-40.000 cpm/pmol). La incubacién se mantiene a 22°C durante 4 horas y
las proteinas marcadas se analizan por electroforésis en geles desnaturantes de
poliacrilamida-SDS.  Para las traducciones preparativas se utiliza el mismo
protocolo pero solo en presencia de metionina fria 20 mM La cantidad de
membranas que se debe usar en cada fraduccién varia entre distintas
preparaciones y no corresponde a una cantidad exacta de proteinas. Por lo tanto,
para cada preparacion se debe ajustar las condiciones adecuadas.

B. 24. Expresién in vitro del receptor muscarinico de Xenopus laevis en
levaduras.

La cepa de levadura W303 1a debe ser mantenida para su crecimiento en
medio rico YPD en medio selectivo suplementado con adenina, histidina, leucina,
uracilo y triptéfano. El vector pCUP contiene el gen TRP, por lo tanto las levaduras
transformadas son capaces de crecer en ausencia de triptéfano. 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 expresion de proteinas exdgenas en
presencia de Cu™".

Para la transformacion de la levadura con el plésmido 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 agitacién 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 minutos el
sedimento se resuspende en la mitad del volumen original, en una solucién
amortiguadora que contiene: Tris-HCI 10 mM pH 7,0; acetato 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 pl de estas levaduras
competentes se incuban durante 30 minutos y a 30°C con 2 a 5 ug del DNA
plasmidial y 50 ug de DNA de timo de ternera, en un volumen final de 250 pl.
Posteriormente se agrega 0,7 ml de una solucién amortiguadora que contiene:
Polietilenglicol 40% en Tris-HCI 10 mM pH 7,0; acetato de litio 100 mM y EDTA 1
mM. Estas levaduras se someten a un estrés térmico a 42°C durante 3 minutos.
Se centrifuga nuevamente y se retiran 800 ul del sobrenadante, dejando 150 wi
como remanente. Las levaduras se resuspenden y se siembran en placas de
medio selectivo SD que contiene: base nitrogenada de levadura 0,67%; glucosa
2%; agar 2%; 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.

B. 25. Andlisis de las levaduras transformantes 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 centrifugacién a 5.000 x g
durante 5 minutos y las levaduras obtenidas se rompen por agitacion en presencié
de un volumen de bolitas de vidrio y de amortiguador de lisis que contiene: tritén X-
100 2%; SDS 1%; NaC! 100 mM; EDTA 1mM; y Tris-HCI pH 8,0. Posteriormente
se realiza una centrifugacién a 10.000 x g durante 5 minutos para eliminar los
restos celulares y las bolitas de vidrio. Los acidos nucleicos son extraidos por
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extracciones con fenol-cloroformo y se precipitan como se describe previamente en
el punto B.7. EI DNA precipitado se resuspende en 50 pl de agua estéril.

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 utilizé 1 pl del DNA plasmidial purificado
desde levaduras y 2 partidores que generan un fragmento de 425 pares de bases
correspondiente a una regién del cDNA para el receptor. La amplificacién se
realiza como se describe previamente en el punto B.6 y los productos de PCR se
analizan en un gel de agarosa al 1%.

B. 26. Obtenciéon de membrana plasmatica de levadura.

Se crece la cepa de levadura transformada en medio selectivo liquido SD
hasta alcanzar una ODss de 0,3 y la expresion del receptor se induce adicionando
al medio CuSOy4 100 M durante 36 horas. Al término de la induccién se colectan
las levaduras por centrifugacién y se resuspenden en una solucién amortiguadora
que contiene KHPO, 50 mM; pH 7,0; sorbitol 1 My EDTA 1 mM. Se agrega 2-
mercaptoetanol para alcanzar una concentracién 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 sonicacion durante un minuto en i(ltewalos de 15 segundos cada
vez. Después de sonicar, el lisado se centrifuga a baja velocidad (5.000 x g)
durante 10 minutos. Posteriormente se recentrifuga el sobrenadante a 10.000 x g
durante 30 minutos y se sedimentan las membranas por centrifugacion a 50.000 x
g durante 60 minutos. El sedimento de membranas se resuspende en EGTA 1mM
pH 7,2 (1ml de EGTA/g de células). Se centrifuga nuevamente a 50.000 x g vy el
sedimento se resuspende en una solucién amortiguadora que contiene: Tris-HCI
20mM, NaCl 100mM y MgClp 5 mM.
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Esquema 6. Analisis por PCR de las colonias transformantes de levadura.

El DNA plasmidial extraido desde las colonias de levadura se analiza por amplificacién por
PCR utilizando los 2 partidores que se indican y que corresponden a una regién del cDNA
para el receptor muscarinico de Xenopus laevis. En esta amplificacién se genera un
fragmento de 425 pares de bases.
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B. 27. Expresién del receptor muscarinico de Xenopus laevis en células en
cultivo.

Las células COS-7 y HEK-293 se mantienen en medio Eagle modiﬁcédo por
Dulbecco, suplementado con 10% de suero fetal de bovino, penicilina 100
unidades/ml, estreptomicina 100 mg/ml en presencia de una atmésfera himeda
que contiene 5%.de COz y a 37°C. La transfeccion de las células HEK-293 con
DNA plamidial se realiza por el método de precipitacién con fosfato de calcio
modificado por Wingler y cols., (1977). Las células se traspasan haciendo una
dilucién al 25% el dia anterior a la transfeccion y se mantienen por 24 horas a 37°C
en un incubador de aire/CO,. Para la transfeccion se diluyen 10 pg de DNA
plasmidial con 30 pug de DNA de timo de alto peso molecular, se agrega 125 pl de
CaCl 2 My se lleva a 1 ml con H.0. Se agrega lentamente la mezcla de DNA-
CaCl 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 deja precipitar el
CaPO, a temperatura ambiente durante 30-60 minutos. Se agita suavemente
hasta que se forma una fina suspension y se agrega sobre las células. Se incuba
durante 20-22 horas, se remueve el medio y se reemplaza por medio fresco.

Las celulas COS-7 se traspasan el dia anterior a la transfeccion para
alcanzar una densidad celular de 25%. Se mantienen por 24 horas a 37°C en una
atmosfera con CO, como se describe previamente, hasta alcanzar una densidad
celular del 50%. Se lava las células 2 veces con amortiguador fosfato salino (PBS)
que contiene: NaCl 0,14 M; KCI 2,7 mM; Na;HPO, y KH,PO,4 1,76 mM; pH 7,4 y se
agrega sobre ellas una mezcla de DNA plasmidial (1-5 pg) y DEAE-dextrano (300
pg/ml en PBSﬁ. Se mantienen con agitacion ocasional en un incubador de CO, a
37°C por 30 minutos, cuidando que las células siempre se encuentren en contacto
con la mezcla DNA/DEAE-dexirano. Después, se agrega medio de cultivo en
ausencia de suero y conteniendo cloroquina (160 uM). Las placas se mantienen

nuevamente a 37°C durante 3 horas. Finalmente el medio se reemplaza por medio
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dulbecco que contenga suero fetal al 10%. Las células se mantienen asi por 48-72
horas después de la transfeccion.

B. 28. Preparacion de un extracto celular para estudiar unién de ligandos.
Las células crecidas a confluencia se lavan en amortiguador de unidén de

ligando (Tris-HCI 20 mM, NaCl 100 mM y MgCl, 5mM) y raspadas con 1 ml de la

misma solucion. Posteriormente se homogenizan por ruptura mecanica usando un

Politrén durante 2 minutos a 4°C.

B. 29. Unién del ligando [3H]-n-metil-escopolamina y desplazamiento por
antagonistas.

La unién de [*H}-N-metilescopolamina ([°H]-NMS) se realiza usando una
concentracion del ligando radioactivo de 200 pM en un volumen total de 1 mi
(Buckley y cols., 1989). Todos los ensayos se hacen por triplicado en el
amortiguador de unién de ligando que contiene Tris-HCI 20mM, NaCl 100mM y
MgCl> 5 mM. Para los ensayos de desplazamiento con antagonistas se usa una
concentracion de [3H]-NMS de 200 pM y 50 ng de membranas. '

La reaccién de unién se inicia agregando la cantidad determinada de
extracto de membrana sobre él ligando [3H]-NMS, ya sea en presencia o ausencia
de antagonista, y la incubacién se mantiene a 22°C por 90 minutos. La unién no
especifica se determina en presencia de atropina 10 puM. La reaccidn se detiene
por filtracién en filtros de fibra de vidrio Whatman GF/C y las membranas se lavan 3
veces con amortiguador de unién. 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 regresién no lineal con el programa Inplot. El ajuste de la curva se realizé
utilizando la ecuacion:

log _Y = h log[S] — logK

1-Y
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donde Y representa el grado de saturacion del receptor con un ligando, h es el
coeficiente de Hill, S es la concentracién de ligando y K es la constante de

disociacion del ligando.

B. 30. Determinacion de la actividad de la fosfolipasa C por medicién de la
hidrélisis de fosfoinositidos.

Un dia después que las células COS-7 han sido transfectadas con el
receptor muscarinico se traspasan a placas con 24 pocillos en voltimenes de 1
ml/pocillo. Se mantienen a 37°C en una atmésfera con aire/CO2 5% por otras 24
horas en presencia de [3H]-inositol a una concentracién de 1 uCi / pocillo. Las
células se mantienen en medio DMEM libre de suero por un periodo adicional de 4
horas y se tratan con carbacol 100 uM en presencia de LiCl 10 mM. El LiCl inhibe
la enzima involucrada en la desfosforilacién de IP1, lo cual permite cuantificar
posteriormente la acumulacién de IP1 por cromatografia de intercambio i6nico. El
tratamiento con carbacol se realiza en presencia y ausencia de atropina 10 pM.

Posteriormente se aspira el medio y las células se lisan con 1 mi de TCA al
5%. Se transfieren alicuotas de 800 ul de cada sobrenadante a columnas de
intercambio anionico AG1-X8 y se lavan 3 veces con 5 ml de agua destilada.
Finaimente las columnas se eluyen con una solucién de elucién de IP1 que
contiene formiato de amonio 200 mM y acido formico 100 mM y se determina la
radioactividad eluida en un contador de centelleo. (Xu y cols., 1994; Gutkind y cols.,
1991).

B. 31. Determinacion de la actividad de la adenilil ciclasa por medicion de
los niveles de cAMP.

Las células HEK 293, fransfectadas con los DNAs codificantes para los
diferentes receptores muscarinicos, se crecen hasta un 90% de confluencia en
placas de 24 pocillos. El medioc se reemplaza por medio Dulbecco conteniendo 3-
isobutil-1-metil xantina 1 mM. Las células se incuban por 30 minutos y




90
posteriormente se tratan con los ligandos fenoldopamina 10 uM y carbacol 100 uM.
La reaccién se detiene 20 minutos después de haber agregado el ligando por
adicion 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 ["H]-cAMP comercial (Amersham).

En los experimentos de modificacion con la toxina de Bordetella pertussis,
se agrega a los pocillos una concentracion de toxina final de 20 ng/ml.

Los niveles de cAMP se miden utilizando un sistema de competencia que se
establece entre el cAMP presente en las muestras y el ["H]-cAMP adicionado
exégenamente, por una proteina que presenta una afinidad y especificidad muy alta
de unién por cAMP, permitiendo cuantificar el cAMP en un rango entre 0,2 y 16
pmoles por ensayo. Para ello se agregan 50 pl de la muestra y 50 pl de [8-
3H]adenosina fosfato 3',5"-ciclico (28 mCifpmol) a una solucién que contiene la
proteina de unién. 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 suspensién de carbén activado, se centrifuga a 10.000 x g
durante 3 minutos y 200 pl del sobrenadante se agregan a liquido de centelleo y se
cuentan. Para calcular la cantidad de cAMP se debe hacer una curva de
calibracion utilizando cantidades crecientes de cAMP (1-16 pmoles).

B. 32. Ensayos de activacion de la via de la MAP quinasa.

Las células COS-7 son cotransfectadas con cDNAs codificantes para los
diferentes receptores muscarinicos (m1, m2 y Xim4) 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 experimentos de participacion del dimero By en la activacién de

MAP quinasa se cotransfecta con un vector que contiene el cDNA codificante para
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la subunidad o de transducina (o). Las células 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 minutos y se lisan en
presencia de una solucion amortiguadora de lisis que contiene: Hepes 20 mM pH
7,5, EGTA 10 mM; R-glicerofosfato 40 mM; NP-40; MgCl, 2,5 mM; ortovanadato 2
mM, DTT 1 mM, PMSF 1 mM e isopropanol 1%. La lisis se realiza agitando la
suspension celular en agitador vortex durante 10 segundos. Finalmente los lisados
son centrifugados a 14.000 rpm durante 10 minutos y se colectan los
sobrenadantes (Her y cols., 1993).

En los experimentos en los cuales se estudia el efecto de la toxina de
Bordetella pertussis en la activacion de MAP quinasa por agonistas, las células
transfectadas se tratan con la toxina (20 ng/ml) durante 18 horas en medio de
cultivo sin suero.

El sobrenadante del lisado celular se incuba con 2 pg del anticuerpd
monoaclonal 12Ca5 (Babco) durante 60 minutos a 4°C y con agitacién ocasional.
Posteriormente la MAP quinasa unida al anticuerpo se inmunoprecipita con
proteina G-Sefarosa durante 15 minutos. El inmunoprecipitado se colecta por
centrifugacion y el sedimento se lava 3 veces con un amortiguador que contiene
PBS; NP-40 1% (v/v); vanadato 2 mM y una vez con un amortiguador que contiene
Tris 100 mM pH 7,5 y LiCl 0,5 mM. Finalmente el inmunoprecipitado se lava con la
solucion de reaccién de la quinasa que contiene MOPS 12,5 mM pH 7,5; B-
dlicerofosfato 12,5 mM; MgCl, 7.5 mM; EGTA 0,5 mM; NaF 0,5 mM y vanadato 0,5
mM.

La actividad de MAP quinasa se determina por incubacién por 20 minutos a
30°C de los inmunoprecipitados en- la solucién de reaccién de quinasa y en
presencia de [y-“P] ATP 10 pCi; ATP 20mM y proteina basica de mielina (1,5
ug/ml) como sustrato de fosforilacion. La reaccion se detiene agregando 10 ul de
solucién de carga y calentando las muestras durante 5 minutos a 95°C. Las
proteinas son separadas por electroforesis en geles desnaturantes de
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poliacrilamida-SDS al 12% y la proteina basica de mielina fosforilada se visualiza
por autorradiografia del gel (Crespo y cols., 1994, Her y cols., 1993).

B. 33. Anadlisis de hidrofobicidad -de la secuencia aminoacidica.

El programa computacional utilizado, PC gene, permite realizar analisis de
secuencias aminoacidicas y nucleotidicas. El programa de andlisis de
hidrofobicidad SOAP, permite predecir las zonas interiores y expuestas de las
proteinas y se basa en el método de Kyte y Doolittle (Kyte y Doolittle., 1982).. Este
método se basa en la capacidad de las cadenas laterales de los aminoacidos de
unir moléculas de agua, es decir en la hidrofobicidad de cada amino&cido. El
andlisis computacional considera ademas el entorno en el que se encuentra cada
aminoécido 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. El
programa calcula la hidrofobicidad para cada posicién en la secuencia. En el grafico
se compara la hidrofobicidad de cada residuo con la hidrofobicidad promedio de los
aminoacidos que se normaliza como cero en los graficos . Los residuos con
cardcter hidrofobico aparecen en el grafico con valores superiores a cero y
correspondent a residuos que se encuentran en el interior de la proteina o que
estan en contacto con un ambiente hidrofébico de membrana. Los residuos con
caracter hidrofilico aparecen en el grafico con valores inferiores a cero y
corresponden a residuos expuestos en la superficie de la proteina.

B. 34. Analisis estadistico.

El método de andlisis estadistico, utilizado en los experimentos de expresion
del receptor muscarinico en levaduras y células en cultivo, fue el método de andlisis
no parameétrico de Wilcoxon (Wilcoxon, 1945).




RESULTADOS

Un trabajo previo desarrollado en el laboratorio permitié aislar el cDNA

* codificante para un tipo de receptor muscarinico, presente en el oocito de Xenopus
laevis, desde una genoteca de cDNA de oocitos en estadio VI construida en el fago
Agt10 (Herrera y cols., 1994). En el andlisis de la genoteca se utilizé6 como sonda
un oligonucledtido sintético de 60 nucledtidos correspondiente a una region
altamente conservada en los receptores muscarinicos de los subtipos m1-m5 de
mamiferos. Se analizaron 300.000 placas de lisis independientes y se obtuvo un
clon positivo capaz de hibridar con la sonda. El presente trabajo de tesis se inicid
con la secuenciacién del clon aislado con el objetivo de determinar la identidad
molecular del receptor presente en oocitos de Xenopus laevis e identificar
posteriormente el(los) sistema(s) de transduccion de sefial(es) regulados por esté

receptor.

A. Caracterizacion del DNA.

A.1. Secuenciacion del fragmento de DNA del fago recombinante aislado.

El cDNA se secuencié segln el método descrito gor Sanger (Sanger y cols., 1977)
siguiendo la estrategia descrita en materiales y métodos. 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 regién de DNA correspondiente
a la sonda utilizada en el andlisis de la genoteca. En posicién 16 se encuentra un
codon de iniciacién ATG, el cual determina un marco de lectura abierto continuo

hasta la posicién 1.468, donde se encuentra un triplete de terminacion de lectura
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GAATTCCGCTCACCG 16
ATGGAAAACGACACTTGGGAAAATGAGTCAAGTGCCAGCAACCATAGCATTGATGAAACC 75
M E NDTWENE S S A S NHS I D ET 20
ATCGTGGAAATTCCTGGAAAGTACCAAACAATGGAAATGATCTTCATCGCCACCGTTACT 135
l1 v E I P G K Y QTMEMILI FI AT VT 40
GGTTCTCTCAGTTTGGTCACGGTGGTGGGCAACATCCTGGTCATGCTCTCCATTAAAGTC 195
G 8§ L s L V T V V G N I L VM L S8 I K V 160
AACAGGCAGCTACAGACAGTCAACAATTATTTCCTCTTTAGCCTGGCCTGCGCTGACCTT 255
N R Q LQ TV NNY F L FS L A CAUDL 80
ATCATCGGTGTGTTCTCCATGAATCTCTACTCTCTCTACATTATAAAGGGTTACTGGCCG 315
I 1 6 V F 8 M NLYSULY I I K GYW P 100
CTCGGACCTATTGTGTGTGACCTGTGGCTGGCTCTGGACTATGTGGTGAGCAATGCTTCT 375
L G P11 V C DLW L AL DY V V S N A S 120
GTAATGAACCTCCTCATTATTAGTTTGGAAAGGTACTTCTGTGTTACCAAACCACTGACT 435
VM NIULILII1IS L ERYFCVT KZPULT 140
TACCCAGCAAGAAGAACCACTAAGATGGCAGGGCTAATGATTGCAGCCGCCTGGCTTCTC 495
Y P ARRTTIKMAG LM I A A AWTULL 160
TCCTTTGAGCTCTGGGCCCCTGCTATTCTCTTCTGGCAGTTCATTGTAGGACAGAGGACC 585
SFELWAPAILF)NQFIVGQRT 180
GTGCCAAGTGGGGAATGTTATATCCAGTTTCTTAGCAACCCGGCAGTCACTTTTGGCACA 615
V P §$§ 6 ECY I @ F LS NP AVTT FEFGT 200
GCCATCGCTGCCTTCTATCTTCCGGTGGTCATTATGACTATACTCTACATCCACATCTCT 675
A 1l AAFY L P VYV I MTI1L Y1l HY s 220
CTGGCCAGCAGGAGCAGAGTCCGCAGGCACTGTCCGGAAACCCGTCAGGAGAAAAAAAAG 735
LA SR SR VR RHCPETI RQTE KKK 240
CCAATTAGCTCTATGAAGAGCCTTCTAATTAAGCAAACAAAGAACATTCCCAAACAAGAC 795
P11 8 SM K S L LI KQTI KNI P KOQTD 260
GCTGGAGACAAGGTGGTTGAAAAAAAGAACGGGGTGAGCAATGGCAAGATTGAGAAATCA 855
A G D KV VEKIKNG V S NG K I E K s 280
ATGACCAACCTCCAGACAGCTGAAGAAAAGGAGACTTCAAATGAATCCAGCTCGGCCAGC 915
M T N L QT A EE KE T SNE S S S A s 300

Figura 10: Secuencia nucleotidica y secuencia aminoacidica deducida del cDNA
aislado de oocitos de Xenopus laevis.

La barra sdlida ubicada entre los nucleétidos 145-203 indica la regién del cDNA reconocida
por el oligonucledtido usado como sonda. La barra sélida en la regién 3’ no codificante
muestra una sefial de poliadenilacién. Los niimeros a la derecha de las secuencias |ndlcan
las posiciones de los nucledtidos y aminoacidos.




CTATCTCACAACCCTCCAGAGAAGCAGCCTTTAAGTGAGGCCTCTTCAGGGGTTGTCCTG

L S HNWPWPEIKQP LS E A S $ G V V L

GCCCCAACCCAGAGCATGCCACCACTGCCAGCAAAAGCGAATACCGCTTCAAAGTGGTCA
AP TQ S MUPUPULUPAIKANDNT AS KWS

AAGATCAAGATCGTCACCAAGCAGACAGGCAATGAGTGTGTGACAGCTATTGAGATTGTT
K 1 K 1 v T KQ'T G NECV TA I E 1 vV

CCAGAATGTGCCATTCCTTTGCCTGAACAGGCCAACAACAGGCCAGTCAACGTCGCAAGA
P ECA I PL P EQANINUZRUWPUVNVAR

AAGTTTGCCAGCATCGCCCGCAACCAGGTCAGAAAAAAGAGGCAGATGGCAGCCAGAGAG
KF A S |1 A RNQVRIKI KR QMU AA ARE

AAGAAGGTAACCAGGACCATCTTTGCTATCCTACTGGCCTTCATCATTACCTGGACACCG
K K v T RT I F A1 L L AZFI | T WT P

TACAATGTCATGGTCTTGATCAACACCTTCTGCCAGACTTGCATCCCAGAAACAATTTGG
Y N VM VLINTFCQQTGC C 1 PET IW

TACATTGGGTATTGGCTCTGCTATGTCAACAGCACCATAAACCCAGCCTGCTATGCCCTT
Y I G YW LCY VNS TI NPATCY AL

TGCAATGCCACCTTCAAGAAGACTTTCAAACACCTCCTCATGTGTCAGTACAAAAGCATT
C NATFHKKTFIKHLLMEC CAO QYK S |

GGCACAGCCAGATAGGCAACATAGACTTTTCTATGAGTTTGCTGACCTGTTGGCAAGAAG
G T A R *

CAGGTATTTCAGAAGCCTTGAGCATGATACGCCCGGGCAGCAAGTCTTCTGAAATGCCCCA
GTGCCGACAGAGGCCGGTGCCAGAGATTCCAACTAAGGAATTTGCACTAGTAATGAGCTGG
CAGTTAGGCAGATGGGAAGTTGCAATTGTACAGTCAAGTACCCGGGATAAAGACATGTACAA
AGTCAAGACAAACTGATTGTGTGCCACACTGAGGAGGGCAGTGGGCAACAACCAAGCACCT
TGTCGTTTACAAATTCTTCAGTCTGAGGCTCTCCGGCAGATTTTCAAATTCCGTTACCCAATA
GACTTAGTCTGGGTGGGGCTGAATTGAACAGTGGCCAAGTACCCCCTTCTACCTTTACATGG
AGCTTTGGTTTCTTGCAGACACTAATGAGCTGTTGTCTCAACTCACTGTGACGAATGGTTTAT
TAAATCAACTGTACGCTCCCTATAAAGGGGTACTTTCAAAATACATGCCACCCCCCTTTTTAT
CATCCCATCCTTCCTTTTGTTTCTTTACAAAGGCTTCAGTTCTCTATGTTGTTITGCCTGCTTT
GCTTCAGCTCTGCTTTCCTATACCTGGTACAATACCCTTGGCATCTGCTGCCCTCTAGCTGC
AGGTTGTAGAATTGCAGAAATGCGCACCAGTAGCCACCACAGCCAGTCTGCCCAGTAGCCA
CCACATTCCAGCAGCCTACAATGGAGGGAGCTCTACAGAAAGCCTACAGAGTGCCAATCAA
GTGTGGAGCCAAAGACAGGCCAGAGAGTCTGGACTCCAGAAGGATTTTACTTGACTACCAG
CTTGGGTAACAGTTTGGGTAACTGGCAGAATCCTCCTGTGCATGGCAGGACTACCCACAGG
TTTCACAGTTTCTATACTAAACCAGTCATCCCTTATTATCTGTTTCCTTCTTGCTGGATAAGCA
CTTTTCGGATGATTCCTCATTATTATTATTGTTATTATTATTATTATTATTCCATAGGGATGTG
CTGTGGTTGCACTGGGTGGTGGGTAATTTCTCGTCTGATTCCCTTTTTCACTTTCAGCTGTA
ATGGAAATACAGTGAGGGGAATTGGCAGTTGTACAAACAATTCATTTCTCTCAGCATTGCTC
TATATAAATAATTAAGTAGGGGCTGCCATAATGCTTATATAGTCTGATTTAGTGTGGTTTAAT
GCAGGAGCACCATTTCACTACAGGTATGGGACCTGTTGTCCAGAATGCTTGGGACCTGGGG
TTTTCCGGATGATGGATCTTTCTGAAATTTGGGTCTTCGTTGCCTTAAGTCTACTGGAGGGT
AATGTAAACCTTAAATAAACACAATATGGTAGGCTGGTTTT

. 2832 2860

Figura 10: (continuacién).

95

975
320

1035
340

1095:
360

1155
380

1215
400

1275
420

1335
1395
460

1455
480

1615
484




96
TAG, seguido de una larga region 3’ no codificante. En la posicion 2.832 existe una
sefial de poliadenilacion AATAAA, aunque rio abajo no se encontré una region
terminal de poli(dA). Este marco de lectura abierto codifica para una proteina de
484 aminoacidos que corresponde a un receptor muscarinico como se vera mas
adelante.

Con la secuencia de amino acidos deducida se realiz6 un lanélisis de
hidrofobicidad usando el método de Kyte y Doolitile (Kyte y Doolittle., 1982). La
Figura 11 muestra el perfil obtenido, el cual es caracteristico para la familia de
receptores acoplados a proteinas G y que incluye 7 segmentos hidrofébicos de
transmembrana (I-VIl) 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 niimeros
romanos VIl indican las 7 hélices de transmembrana comrespondientes a los
segmentos hidrofébicos, con la regiéon amino terminal del receptor en el lado
extracelular y la region carboxilo terminal hacia el lado infracelular. En el segmento
amino terminal se indican 3 posibles sitios de glicosilacion en residuos de
asparragina que estan en secuencias de consenso NXS/T, donde X podria ser
cualquier residuo. En la regién carboxilo terminal se indica un residuo de cisteina
(Cis-465) que puede sufrir modificacién covalente por acido palmitico (Hulme y
cols., 1990).

La Figura 13 muestra el estudio comparativo realizado entre la secuencia
aminoacidica del receptor muscarinico de Xenopus laevis y las secuencias
humanas de los subtipos m1 a m5. De esta comparacién podemos determinar que
" existe una mayor similitud con el subtipo m4 que con los ofros subtipos de
receptores muscarinicos. La homologia con el subtipo m4 es de un 78% vy la

homologia con los subtipos m1, 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 posicion de los residuos analizados y en el vertical los
coeficientes de hidrofobicidad para cada residuo. Con los nimeros I-Vll se indican las
zonas de mayor hidrofobicidad que podrian estar formando los dominios de

transmembrana del receptor.
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Figura 12 : Estructura propuesta para el receptor muscarinico clonado

En esta figura se muestra la estructura topolégica del receptor en la membrana
plasmatica. Esta estructura se propone en base al perfil de hidrofobicidad del receptor.
Con una barra se indica un grupo de 5 residuos exiras que no se encuentran en otros
receptores muscarinicos, la flecha muestra un residuo de cisteina que podria ser blanco
de palmitoilacion y en la region amino terminal se sefialan los 3 posibles sitios de
glicosilacién en Asn.
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Figura 13 : Comparacién de la secuencia de aminoacidos deducida del receptor
muscarinico de Xenopus laevis (xM) con los 5 subtipos de receptores muscarinicos
humanos hM1-hM5.

Los aminoécidos idénticos en todas las secuencias’ analizadas se indican con asteriscos
“y las posibles regiones de transmembrana se indican como y barras sélidas sobre las
secuencias. Los numeros a la derecha indican las posiciones de los aminoacidos y las
letras a la izquierda indican el tipo de receptor. hM1 a hM5 representan los receptores
muscarinicos humanos m1, m2, m3, m4 y m5 y xM receptor muscarinico de Xenopus
laevis.,
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Figura 13 : (continuacion).
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un hallazgo no concordante con lo descrito en literatura, dado que no se habia

informado la presencia de este subtipo de receptor en el oocito de Xenopus laevis.
También se puede observar que las zonas de mayor homologia se concentran en
las regiones hidrofdbicas de transmembrana, que justamente serian las que forman
un bolsillo hidrofébico donde se une el ligando.

En el tercer segmento intracelular I3 se puede observar la existencia de un
corto segmento de 5 aminoacidos que solo se encuentra presente en el receptor
muscarinico m4 de Xenopus y que presenta muy poca homologia con los otros

subtipos de receptores muscarinicos.

A. 2. Andlisis de la estructura del gen por la técnica de PCR y Southern blot.
La mayoria de los genes codificantes para receptores acoplados a proteinas
G no presentan intrones en su secuencia codificante, a excepcion de algunos como
el receptor para vasopresina, serotonina (Nathans y cols., 1984, De la Pefia y cols.,
1992). Usando la técnica de amplificacién de DNA por la reaccion de la polimerasa
en cadena (PCR) se exploré la presencia de intrones en el receptor muscarinico de
Xenopus laevis. 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 amplificacién por PCR. Estos son el fragmento A, 327 pb; fragmento B,
604 pb; fragmento C, 320 pb; fragmento D, 426 pb; fragmento E, 437 pb y
fragmento F, 1587 pb. La Figura 14 B, muestra el anélisis electroforético de los
fragmentos de DNA obtenidos a partir de DNA genémico de Xenopus. 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 muscarinico de Xenopus laevis no posee intrones en su region

codificante.
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Figura 14: Analisis de la estructura del gen codificante para el receptor muscarinico
de Xenopus laevis mediante amplificacién por PCR.

La amplificacién por PCR se realizé usando DNA genémico obtenido de higado de X
laevis.

A. El esquema muestra los diferentes pares de partidores utilizados (indicados con
flechas) de modo de cubrir toda la region codificante y parte de la regién 3’ no codificante.

Los fragmentos generados se indican con letras A-F, y los tamafios se indican sobre las
barras.

B. Los productos de la amplificacion se analizaron por electroforesis en geles de agarosa
al 1,5%. Los numeros a la izquierda y derecha indican los tamarios 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 Xenopus de mas de un gen codificante para
el receptor muscarinico clonado, se sometié el DNA gendmico al analisis por la
técnica de Southern blot. La Figura 15 A muestra los sitios de restriccion para las
enzimas Hha |y Pvu ll y la regiéon del DNA reconocida por la sonda. EI DNA
gendmico se digirié con las enzimas indicadas, se separd por electroforesis en
geles de agarosa al 1%, se transfirié a una membrana de nylon y se hibridd 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 nucledtidos 339 y
927. Se puede observar que el cDNA codificante para el receptor muscarinico
tiene 2 sitios de corte para la enzima de restriccidn Hha |, localizados en las
posiciones 247 y 2.161 y dos sitios de corte para Pvu Il en las posiciones 874 y
2.566. La Figura 15 B muestra el DNA gendmico digerido y separado por
electroforesis en un gel de agarosa al 1% y los carriles de la Figura 15 C muestran
la hibridacién obtenida en el anélisis de Southern. Para las digestiones con la
enzima Hha | se obtuvo hibridacién de la sonda con el fragmento de 1.914 pares de
bases (carril 1) y para la digestién con las enzimas Hha | y Pvu Il se obtuvo
hibridacion con los fragmentos de 1.287 y 627 pares de bases (carril 2). También
se puede observar que el fragmento de menor tamario (627 pares de bases) hibrido
fuertemente con la sonda, en comparacion 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
digestion doble (carril 1) se debe a digestién parcial por parte 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
regién codificante.

En la Figura 15 C en la digestién con Hha | se puede observar otras bandas
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Figura 15: Analisis por Southern blot del DNA genémico de Xenopus laevis.

A. El esquema muestra la estructura del cDNA codificante para el receptor muscarinico de
X. laevis y los sitios de corte para las enzimas de restriccién Hha | y Pvu Il. También se
indican los tamarios de los fragmentos que se deben obtener al digerir con la enzima Hha |
y con doble digestion con Hha |y Pvu Il La barra muestra el tamafiio de la sonda y su
posicion en la secuencia. B. Digestiones del DNA gendmico. Et DNA gendmico obtenido
de higado de X. /aevis se digirié con las enzimas indicadas y se separé por electroforesis
en un gel de agarosa al 1%. En el primer carril se muestra una digestion simple con la
enzima Hha | y en el segundo carril se muestra una digestion doble con las enzimas Pvu i
y Hha I. C. El DNA gendmico digerido y separado por electroforesis y se transfirié a
membranas de nylon y se hibridé con la sonda que se indica en la parte A. El estandar
usado fue DNA del fago A digerido con la enzima Hind Iil.
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de mayor tamafio reconocidas por la sonda y que hibridan mas débilmente. Las
bandas corresponden a tamarios de aproximadamente entre 2.000 a 3.000 pares
de bases. En la doble digestion con Hha | y Pvu Il estos fragmentos desaparecen
casi completamente permaneciendo solo una tenue hibridacion 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 gendmico
de genes con cierta homologia con el receptor muscarinico de Xenopus._

Considerando la primera alternativa, la digestion parcial deberia producirse
al cortar con la enzima Hha | ya que en la digestion simple con esta enzima es
donde aparecen la mayor intensidad de hibridacion. Si esta enzima no cortara
correctamente, al analizar la doble digestion deberian aparecer un producto de
digestion de un tamario de 1.692 y que estaria comprendido entre los sitios de corte
con la enzima Pvu ll. Sin embargo, en esa zona del gel no aparece ningln tipo de
hibridacién indicando que la digestién con esta enzima fue total. Por otro lado, al
digerir con ambas enzimas simultdneamente estas bandas desaparecen casi
completamente, lo que podria ocurrir si dentro de estos fragmentos existieran sitios
internos de corte para la enzima Pvu ll. Esto no ocurre en el gen analizado en esta
tesis, lo que podria estar indicando la presencia de un gen homdlogo. Finalmente
en el caso de la doble digestion la enzima Pvu Il corté parcialmente dado que la
banda de 1914 pares de bases correspondiente a el corte con Hha I persiste con
baja intensidad. Esta digestion parcial explicaria también la presencia de una muy
debil banda en la zona de 2.500 ya que si este fragmento contiene sitios internos
de corte para Pvu Il esta enzima no lo cortaria completamente. En consecuencia
las bandas analizadas en la digestion con Hha | no parecen corresponder a
digestiones parciales.

En la segunda alternativa, de la posible existencia en el DNA gendmico de

genes con cierta homologia con el receptor muscarinico de Xenopus, estos podrian

codificar para otros subtipos de receptores muscarinicos. Dichos genes podrian
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corresponder a los receptores del subtipo m1 y m3 previamente descritos por

estudios electrofisiolégicos en oocitos de Xenopus.

B. Expresion in vitro del receptor muscarinico de Xenopus laevis.
B. 1. Subclonamiento del cDNA codificante para el receptor muscarinico en
un vector de expresion y transcripcion in vitro.

Para expresar in vitro el receptor muscarinico se subcloné solamente la
regién codificante en la caja de-clonaje mdltiple del vector de expresion pAGA-Z;
como se describe en el punto B.16 de materiales y métodos.

La sintesis del RNA mensajero se realizd usando el DNA plasmidial
linearizado con la enzima de restriccién Xba | y en presencia de la enzima RNA.
polimerasa del fago T7, como se describe en materiales y métodos.

La Figura 16 A muestra un analisis electroforético del producto de la
transcripcion in vitro. El carril 1 muestra marcadores de tamario molecular para
RNA. En los carriles 2 y 3 se muestran mRNAs transcritos en ausencia y presencia
de [oc32P] ATP, respectivamente. La Figura 16 B muestra una autorradiografia del
mismo gel. Se puede apreciar que el mRNA franscrito corresponde a una sola
especie con un tamario de 1.634 bases, indicando la alta pureza del transcrito e '
integridad del RNA mensajero. El mRNA obtenido se usé para la traduccién in

vitro.

B. 2. Traduccioén in vitro del receptor muscarinico de Xenopus laevis.

La traduccién in vitro del RNA mensajero se realizd utilizando un sistema
mixto formado por lisado de reticulocito y por una fraccion de membranas de
oocitos de Xenopus laevis, como se describe en el punto B.23 de materiales y
métodos. El lisado de reticulocito contiene la maquinaria necesaria para la
traduccion de proteinas y la fraccién de membrana aporta elementos que permiten

realizar modificaciones post-traduccionales (Kobilka, 1990). Por otro lado, los
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Figura 16 : Transcripcion in vitro del receptor muscarinico de Xenopus laevis.

Los RNA sintetizados in vitro se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1%.

A. Tincién 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 [a-*P}-ATP. B. Autorradiografia del mismo gel.
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niveles de proteina sintetizada por este método son muy bajos, siendo necesario

utilizar [%S]-metionina para poder detectar el producto de traduccion.

La Figura 17 muestra la autorradiografia de un gel de poliacrilamida
desnaturante, donde se analiza las proteinas sintetizadas en ausencia y en
presencia de membranas de oocitos de Xenopus laevis. En el carril a se puede
observar que en ausencia de la fraccién de membranas se traduce una proteina
con una masa molecular de 50.000. Esta banda es bastante difusa, lo 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 la maquinaria presente en el lisado de reticulocito. En el carril b, en
presencia de la fraccion 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 glicosilacion del receptor muscarinico en los residuos de asparragina
presentes en la regién amino terminal. Solamente se observa el aumento de
tamafio en presencia de la fraccién de membranas. El carril ¢ corresponde al
control negativo de traduccion, realizado en ausencia de mRNA, y en el cual no se
observan productos de fraduccion.

En los carriles a y b aparece ademés una banda de alrededor de 30 kDa.
Este péptido de menor tamafio no proviene del lisado de reticulocito (carril ¢) y
aparece solamente en aquellas reacciones donde se agrega RNA, indicando que
se podria generar por una iniciacién inespecifica de la traduccion. Esto es apoyado
porque en presencia y ausencia de la fraccién de membranas mantiene el mismo
tamafio, lo cual confirma que la proteina sintetizada no contiene las secuencias de
consenso para glicosilacién NXS/T presentes en el extrema amino terminal del

receptor.
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Figura 17: Traduccion del mRNA para el receptor muscarinico de Xenopus laevis
en lisado de reticulocito.

La traduccién de los RNA mensajeros se realizé en presencia lisado de reticulocito (carril
a) o de lisado mas una fraccién de membranas de oocitos de X. Jaevis (carril b). En el
carril ¢ se muestra un control negativo en el que no se agregd mRNA. La traduccién se
realizd en presencia de [®S]-metionina. Posteriormente los productos de traduccién fueron
separados por electroforesis en geles desnaturantes de poliacrilamida-SDS. En la figura
se muestra una autorradiografia del gel. Los nimeros a la izquierda de la autorradiografia
muestran la posicién de los marcadores de peso molecular y a la derecha los pesos
moleculares estimados para los productos de traduccion.
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B. 3. Unioén del ligando [3H] N-metil-escopolamina a el receptor expresado in

vitro.

No se logré detectar unién del ligando radioactivo [3H]-N-metil-escopolamina
a la proteina expresada en el sistema in vitro de lisado de reticulocito y fraccion de
membrana. Existen varias causas que podrian explicar este resultado negativo.

Una de ellas podria ser que el receptor sufra un procesamiento incorrecto y
no se inserte en forma adecuada en la membrana, generandose un receptor no
funcional. Otra causa podria ser una baja concentracién de receptor expresado y
que en las condiciones usadas en los ensayos de unién no se pueda detectar unidn
del ligando.

Dado que la expresidn in vitro del receptor muscarinico no permitié detectar
union del ligando radioactivo, se escogid el sistema de expresion in vivo, que en
este caso fueron la levadura Saccharomyces cerevisiae y la expresion en células

en cultivo (células COS-7).

C. Expresion 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 expresion 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
intercambié la regién amino terminal del receptor muscarinico (26 residuos) por la
regién amino terminal (45 residuos) del receptor para el factor o de levadura (King
y cols., 1990), generandose una proteina de fusion con los primeros 45
aminodacidos del receptor del factor o de levadura seguido del reéto del receptor

muscarinico de Xenopus. E! gen hibrido generado se subclond en el vector de
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expresion para levadura pCUP, el cual posee una regién promotora inducible por
cobre. Usando este DNA plasmidial se transformaron levaduras y se seleccionaron

las transformantes como se describe en materiales y métodos.

C. 2. Expresion del receptor muscarinico en la levadura.

Para verificar que las levaduras transformantes seleccionadas contienen el
vector recombinante pCUP / receptor muscarinico, se aislo el plasmido desde 4
colonias diferentes de levaduras transformadas y se amplific una region especifica
del receptor por la técnica de PCR. El Esquema 6 de materiales y métodos
muestra el DNA hibrido sobre el cual se realiza la amplificacién 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 separacion
electroforética de los productos de amplificacion obtenidos desde el DNA plasmidial
de las 4 colonias de levadura recombinantes y que corresponden al tamafio
esperado de 425 pares de bases. El 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 amplificacién. -
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 expresion del
receptor en presencia de CuSO4 100 pM durante 36 horas como se describe en
materiales y métodos. Finalmente se preparé una fraccién de membranas desde

estas levaduras y se realizaron los ensayos de unién del ligando radioactivo.

C. 3. Unién del ligando [3H]-N-meti|-escopolamina a membranas de
levaduras.
La unién del figando se realiz6 usando 400 ug de proteinas y 200 pM de

[3H]-N-metil-escopolamina, en presencia y ausencia de atropina 10 uM. Como se
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Figura 18: Analisis de la transformacion de levaduras.

Las levaduras se transformaron y se mantuvieron en medio selectivo por 48 horas. Se
seleccionaron 4 colonias de las cuales se prepard DNA plasmidial. E! DNA plasmidial se
analizé 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
electroforético de los productos amplificados por PCR. El carril 1 muestra un control
negativo de una amplificacién obtenida a partr de DNA aislado desde levaduras
transformadas con vector sin inserto. En los otros carriles se muestran los anélisis de las
colonias.
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realizaron dos experimentos idénticos con dos preparaciones de membrana
diferentes. Como se observa en la Tabla 2, en ausencia de atropina, se obtuvo
una unién de 1.257 cpm, en el primer experimento, y 1.111 cpm en el segundo.
Esta union fué parcialmente desplazada por atropina, quedando una unién
inespecifica de 800 cpm en el primer experimento y 726 en el segundo. Por lo
tanto, la unién especifica 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 parte derecha de
la tabla se muestra los datos de unién del ligando a membranas control,
provenientes de levaduras transformadas con el vector pCUP sin inserto, en la cual
se puede apreciar un nivel de union basal que no fué desplazado por atropina.

Con estos resultados se les hizo un andlisis estadistico no paramétrico por
el método de Wilcoxon (1945). Se compard las diferencias de unién de la N-metil-
escopolamina a las membranas provenientes de levaduras transfectadas con el
cDNA para el receptor de Xenopus en comparacién con las mismas membranas
tratadas con atropina. En este andlisis se encontr6 un valor de p < 0,05, lo 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 se expresa un receptor muscarinico, que este
receptor es funcional en cuanto a la unién de libando pero que el nivel de expresion
del receptor en este sistema es muy bajo. Este bajo nivel de expresién no permite
utilizar este sistema para realizar estudios de unién y desplazamiento del ligando
para caracterizar el receptor, acoplamiento del receptor a proteinas G y estudios de
regulacién de sistemas efectores, por lo que se consideré y se decidié usar un

sistema de expresion més eficiente, como lo es el sistema de células en cultivo.
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Tabla 2. Expresion del receptor muscarinico en levaduras

Experimento 1

Levaduras transformadas Levaduras control transformadas
con el cDNA para el receptor con vector
muscarinico
Union de NMS | Unién de NMS |Unién de NMS| Unién de NMS
+ Atropina + Atropina
1331 761 951 932
1310 997 860 718
1130 641 530 661
Promedio 1257 800 780 770
Experimento 2
Levaduras transformadas Levaduras control transformadas
con el cDNA para el receptor con vector
muscarinico
Union de NMS | Unién de NMS [Unién de NMS| Unién de NMS
+ Atropina + Atropina
1052 699 482 587
1088 674 623 508
1192 805 678 710
| Promedio 1111 726 594 602

Las levaduras transformadas se indujeron a expresar el receptor como se describe en
materiales y métodos. Posteriormente se prepararon membranas y usando 400 pg de
proteinas de membrana se midié la unién del ligando [PH}-NMS en presencia y ausencia
de atropina. Se cuantific la unién en membranas obtenidas de levaduras transfectadas
con el cDNA codificante para el receptor muscarinico de X /aevis y en membranas
obtenidas de levaduras transfectadas con vector sin inserto.
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D. Expresion del receptor muscarinico en células COS-7.
D. 1. Subclonamiento del cDNA codificante para el receptor muscarinico en
el vector pcDNA3B.

Para expresar el cDNA que codifica para el receptor muscarinico de
Xenopus laevis en células .COS-7, se subcloné el cDNA en la caja de clonaje
miltiple del vector pcDNA3B. Este vector posee un promotor viral de
citomegalovirus que permite una expresion muy eficiente de proteinas exdgenas en
estas células.

En primer lugar el cDNA codificante para el receptor se fusiond a una
secuencia denominada secuencia KOZAC, la cual facilita la expresion de proteinas
exdgenas en este tipo de células. Posteriormente, el cDNA fusionado a la
secuencia KOZAC se subcloné en el vector pcDNA3B como se describe en
materiales y métodos. El plasmido generado pcDNA3B / KZ / Xim4 se utilizé para

transfectar las células COS-7.

D. 2. Expresion del receptor muscarinico en células COS-7.

Células COS-7 en cultivo semiconfluente fueron transfectadas con el
plasmido pcDNA3B / KZ / Xim4 utilizando el metodo del DEAE-dextrano en
presencia de cloroquina. Posteriormente las células fueron mantenidas durante 48-
72 horas a 37°C en una atmdsfera de aire-CO2 5%, como se describe en
materiales y métodos. Luego, las células COS-7 se rasparon desde las placas de
cultivo y se homogeneizarqn por ruptura mecéanica. En el exiracto generado se

midi6 la unién especifica del ligando [3H]-N-metil-escopolamina.

D. 3. Unién del ligando [’H]-N-metil-escopolamina a extractos de células
COS-7. :
La unién especifica se determind por la diferencia de unién obtenida en

presencia y ausencia del antagonista atropina 10uM. La Tabla 3 muestra la union
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Tabla 3. Expresion del receptor muscarinico en células COS-7.

Experimento 1

Células COS-7 transfectadas Células COS-7 control
con el cDNA para el receptor transfectadas con vector
muscarinico »
Unién de NMS | Unién de NMS |Unién de NMS| Unién de NMS
+ Atropina + Atropina
2022 117 263 276
2009 63 284 315
2004 274 76 63
Promedio 2012 151 208 218
Experimento 2
Células COS-7 transfectadas Células COS-7 control
con el cDNA para el receptor transfectadas con vector
muscarinico
Unién de NMS | Unién de NMS {Unién de NMS| Unién de NMS
+ Atropina + Atropina
2108 146 248 _ 179
1978 74 192 219
2065 110 45 118
Promedio 2050 110 162 172

Las.células COS-7 transfectadas con el cDNA para el receptor muscarinico de X. /aevis 0
con vector sin inserto, fueron colectadas y homogeneizadas por ruptura mecénica. En el
extracto total se midi6 la union del ligando [*H]}-N-metil-escopolamina (NMS), en presencia
y ausencia del antagonista atropina 10 uM y en presencia de 50 pug de proteinas.
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del ligando extractos de células COS-7 transfectadas con el vector con y sin
inserto. Se muestran dos experimentos de unién del ligando a extractos de células
COS-7 y su desplazamiento, casi total, por 10 uM atropina. La union especifica fué
de 2.012 cpm en el experimento 1y 2050 en el experimento 2, lo que corresponde
a 0,22 pmol/mg de proteina. También se puede observar que en las células COS-7
transfectadas con el vector sin inserto la unién basal no es desplazada por el
antagonista.

Con estos resultados se hizo un andlisis estadistico por el método no
paramétrico de Wilcoxon (1945), donde se compard las diferencias de unién de la
N-metil-escopolamina a los extractos provenientes de células COS-7 transfectadas
con el cDNA para el receptor de Xenopus en comparacién con los mismos
extractos tratados con atropina. En este analisis se encontrd un valor de p < 0,05,
lo 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 nivel de expresiéon en células en cuiltivo es
muy superior en comparacién al sistema de levaduras; 0,22 pmol/mg de proteina'
versus 6,38 fmol/mg de proteina, respectivamente y esto permite realizar los

estudios de unién y desplazamiento que a continuacion se describen:

D. 4. Curvas de unién y de desplazamiento de [aH]-N-metiI-escopolamina al
receptor muscarinico de Xenopus laevis.

Con el objeto de determinar algunas propiedades farmacolégicas del
receptor muscarinico, se realizé un estudio de desplazamiento del ligando [PH}-
NMS con 3 antagonistas especificos para receptores muscarinicos, 4-DAMP,
pirenzepina y metoctramina. Para estos estudios se compard la conducta del
receptor muscarinico de Xenopus laevis con la conducta de los receptores m1y m2

humanos expresados también en células COS-7. También se realizaron estudios
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de desplazamiento por ligandos no relacionados como seré)tonina, isoproterenol e
histamina. En todos los ensayos se utilizé 50 pg de proteinas y una concentracion
del ligando radioactivo de 200 pM.

La Figura 19 muestra las curvas de desplazamiento de la unién de [PHINMS
con el antagonista 4-DAMP, para los receptores muscarinicos m1 y m2 humanos y
para el receptor de Xenopus XIm4. El antagonista 4-DAMP es especifico para
receptores muscarinicos del subtipo m3, por el que presenta mayor afinidad (Dorje
y cols., 1991). El orden de afinidad de los receptores humanos por este ligando es
m1>m4>m2. Como se puede observar en la Figura 19, el receptor muscarinico
m1 presenta una mayor afinidad por el antagonista DAMP (ECse m1= 2,7 nM). En
cambio, el receptor muscarinico de Xenopus se comporta de una manera muy
similar con el receptor muscarinico m2 (ECso m2 = 7,4 nM y ECso XIm4 = 6,4 nM ).'
De acuerdo al orden de potencia de unién, la conducta presentada por el receptor
de Xenopus es la esperada para un receptor m4 con este antagonista. (

La Figura 20 muestra las curvas de desplazamiento de la union de [3H]NMS
con el antagonista pirenzepina. Este es un antagonista especifico de receptores
muscarinicos del subtipo m1 y el orden de afinidad de los receptores humanos por
este ligando es: m1>m4>m2 (Dorje y cols., 1991; Buckley y cols., 1989). Para este
caso se observa una conducta similar a lo observado  con el antagonista DAMP,
aunque las diferencias son mas pequefias. En este caso los ECso obtenidos fueron
de 138 nM y 126 nM para los receptores m2 y Xim4, respectivamente. Para el
receptor m1 el ECso es de 79,4 nM. De acuerdo al orden de potencia de union, la
conducta presentada por el receptor de Xenopus es similar a la mostrada por el
receptor m2. '

El antagonista metoctramina es un ligando especifico para receptores
muscarinicos del subtipo m2. El orden de afinidad de los receptores muscarinicos

humanos por este ligando son: m2>m42m1 (Dorje y cols., 1991; Buckley y cols.,
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Figura 19: Curvas de desplazamiento de la union especifica de [H]-N-metil-
escopolamina al receptor muscarinico de Xenopus laevis con el antagonista 4-
DAMP.

En las curvas de desplazamiento se us6 [*H}-N-metil escopolamina 200 pM y 50 pg/mi de
proteinas proveniente de un extracto total. La unién no especifica se determind en
presencia de atropina 10uM. Cada curva es el resultado de un experimento realizado en
triplicado. '
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Figura 20: Curvas de desplazamiento de la unién especifica de [H]-N-metil-
escopolamina al receptor muscarinico de Xenopus laevis con el antagonista
pirenzepina. _

En las curvas de desplazamiento se usé [PH}-N-metil escopolamina 200 pM y 50 pug/mi de
proteinas proveniente de un extracto total. La unién no especifica se determiné en

presencia de atropina 10uM. Cada curva es el resultado de un experimento realizado en
triplicado.
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1989). Como se puede ver en la Figura 21 el receptor m2 presenté una afinidad
superior por el ligando en comparacion con los otros subtipos de receptores
muscarinicos (ECso para m2 es de 224 nM, ECso para m1 es de 660 nM y ECso
para XIm4 es de 560 nM). De acuerdo al orden de potencia de unién, la conducta
presentada por el receptor de Xenopus es similar a la mostrada por el receptor m1.

Todos estos resultados podrian indicar que el receptor de Xenopus se
asemeja al subtipo m4, pues con los ligandos pirenzepina y DAMP la conducta fué
similar a la esperada para receptores m2 y m4, sin embargo con el ligando
especifico para m2, metoctramina, la conducta del receptor de Xenopus fué
diferente y de menor afinidad, reflejando una posible identidad del tipo m4 para el
receptor de oocito. Esta conducta farmacoldgica apoya los andlisis de comparacién
de la secuencia del receptor de Xenopus con los otros subtipos de receptores, en el
sentido que este receptor seria del subtipo m4. Para confirmar esta hipétesis, se
requiere un estudio farmacolégico mas completo, usando un mayor nimero de
antagonistas y realizando los estudios de desplazamiento en una fraccién pura de
membranas.

Como se menciond anteriormente, también se realizaron estudios de
desplazamiento de [3H]-NMS por ligandos no relacionados como isoproterenol,
serotonina, e histamina con el objeto de confirmar la especificidad de union del
receptor de Xenopus por los ligandos muscarinicos anteriormente utilizados.

La Figura 22 muestra la unién de estos ligandos no relacionados con
ligandos muscarinicos (4-DAMP, pirenzepina y metoctramina) por el receptor de
Xenopus. 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 Xenopus laevis es efectivamente un receptor muscarinico.
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de desplazamiento de la unidon especifica de [PHJ-N-metil-

escopolamina al receptor muscarinico de Xenopus laevis con el antagonista

metoctramina.

En las curvas de desplazamiento se usd [PH]-N-metil escopolamina 200 pM y 50 pg/mi de
proteinas proveniente de un extracto total. La unién no especifica se determiné en
presencia de atropina 10uM. Cada curva es el resultado de un experimento realizado en

triplicado.
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Figura 22: Curvas de desplazamiento de la union especifica de [H]-N-metil-
escopolamina al receptor muscarinico Xim4 con los ligandos pirenzepina, 4-DAMP,
metoctramina, isoproterenol, serotonina e histamina.

En las curvas de desplazamiento se usé PH-N-metil escopolamina 200 pM y 50 pg/mi de
proteinas provenientes de un extracto total. La unién no especifica se determind en
presencia de atropina 10pM. Cada curva es el resuitado 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 CB. Acumulacion
de IP1.

Como se menciond en la introduccién, en oocitos de Xenopus laevis solo se
habia descrito la presencia de 2 subtipos de receptores muscarinicos: m3 y m1.
Estos receptores se encuentran acoplados a la fosfolipasa Cp, a través de una
proteina del tipo G, y/o G, Por ofro lado, en el presente trabajo se describe la
caracterizacion de un cDNA aislado de oocitos de Xenopus laevis, codificante para
un receptor muscarinico del subtipp m4. Como se encuentra ampliamente
documentado en la literatura, los receptores m1, 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
que via de transduccion regula el receptor muscarinico de Xenopus; se expresé el
receptor en células COS-7y se exploraron ambas vias.

En primer lugar se examind la degradacién de fosfoinositidos en respuesta
al agonista carbacol. Para esto se midi6 la capacidad del agonista carbacol de
inducir la acumulacion de IP4 en células transfectadas, a las cuales se les bloqued
la desfosforilacién de este IP; por LiCl. Células COS-7 transfectadas con vectores
que contienen los CDNA codificantes para 3 diferentes receptores muscarinicos
(m1, m2 y Xim4) fueron tratadas con [3H]inositol (1 uCi/pocillo) durante 15-18 horas.
Posteriormente Ias células fueron tratadas con LiCl 10 mM para inhibir la fosfatasa
de IPy. Finalmente se realizaron las estimulaciones con carbacol 100 uM, se
rompieron las celulas y se cuantificd los niveles de [Py acumulados por
cromatografia de intercambio anionico.

Como se observa en la Figura 23, en células COS-7 que expresan el
receptor Xim4 no hubo aumento en la hidrélisis de [*H] inositol en respuesta al

agonista carbacol, como tampoco variacion en presencia de afropina 10 uM. Lo
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Figura 23: Efecto de carbacol sobre la hidrdlisis de fosfoinositidos en células que
expresan el receptor muscarinico de Xenopus.

En este experimento se cuantifico a acumulacion de IP1 en células COS-7 transfectadas
con vectores que expresaban alguno de los receptores muscarinicos humanos m1om20
el receptor Xim4 de Xenopus laevis. Las células COS-7 transfectadas fueron incubadas
con 1 pCi de [PHJinositol durante 24 horas y se mantuvieron en medio de cultivo sin suero
por 4 horas. Posteriormente fueron estimuladas con carbacol (100 pM) por 30 minutos en
presencia y ausencia de atropina (10 pM) y fueron lisadas con TCA al 5%. Finalmente se
cuantificd la acumulacién de [P1 por cromatografia de intercambio anidnico en una resina
AG1-X8. Aqui se muestra el promedio de dos experimentos realizados en triplicado.
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mismo se observa en células transfectadas con el }eceptor m2. En cambio células
transfectadas con el receptor m1, muestran un considerable aumento en los niveles
de acumulacién de 1Py, efecto que fué revertido totalmente por atropina 10 pM.
Con estos resultados se hizo un analisis estadistico no paramétrico (Wilcoxon,
1945), donde se compararon los cambios en la hidrolisis de H] inositol en
respuesta al agonista carbacol, en presencia y ausencia de atropina. En cada
andlisis se encontré un valor de p < 0,05, indicando que las diferencias observadas
son estadisticamente significativas. Los resultados anteriores indican que el
receptor muscarinico de Xenopus Jaevis no regula la actividad de la fosfolipasa CB.

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 decidié explorar
esta posibilidad para el receptor de Xenopus. Para estudiar el efecto del receptor
Xim4 sobre la actividad de la adenilil ciclasa es necesario estimular la enzima
previamente y despues ver la capacidad del receptor de inhibir esta activacion.
Para esto se coexpresd en células un receptor dopaminérgico D1 junto con el
receptor Xim4, de tal manera que la estimulacién de la adenilil ciclasa endégena
por fenodopamina pueda ser posteriormente inhibida por la accién de carbacol a
través del receptor muscarinico. Se cotransfectaron separadamente células HEK-
203 con vectores que contienen los cDNA codificantes para tres diferenteé
receptores muscarinicos (m1, m2'y Xim4) junto con un vector que contiene el cDNA
que codifica para el receptor dopaminérgico D1 hurpano. Posteriormente se
estimulé el receptor dopaminérgico usando el ligando fenoldopamina 10 pM en
presencia o ausencia de carbacol 100 pM.

La Figura 24 muestra los niveles de cAMP acumulados en células HEK-
203 frente a la adicién de diferentes ligandos. Como se muestra en la Figura 24 A,
la fenoldopamina provoco un considerable aumento en los niveles de CAMP, los
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Figura 24: Efecto del carbacol sobre la actividad adenililciclasa en células que
expresan el receptor m4.

A. Acumulacion de cAMP en células HEK-293 cotransfectadas con vectores que expresan
un receptor dopaminérgico D1 junto con alguno de los receptores muscarinicos Xim4, m1
om2. Las células fueron tratadas con el agonista dopaminérgico fenoldopamina (FD)(10 .
M), para estimular la adenili ciclasa, en presencia y ausencia de carbacol (100 pM). Alos
20 minutos las reacciones fueron detenidas usando HCI 0,1 M y los niveles de cAMP
fueron cuantificados por radioinmunoensayo. B. Acumulacién de cAMP en células HEK-
293 cotransfectadas y estimuladas en condiciones idénticas a las anteriores pero
estimulando el receptor muscarinico en presencia y ausencia de atropina 10 pM. Cada
barra corresponde al promedio de dos experimentos realizados en triplicado.
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cuales son disminuidos en presencia de carbacol, por inhibicién de la adenill
ciclasa en células que expresan el receptor m2 humano. Lo mismo ocurre para
células transfectadas con el receptor Xim4. En cambio, en células transfectadas
solamente con el receptor para dopamina no se observa el efecto inhibidor causado
por carbacol. La Figura 24 B muestra un experimento similar, pero en este caso la
inhibicién causada por carbacol fué revertida totalmente por atropina 10 uM. En
este caso se hizo un andlisis estadistico no paramétrico (Wilcoxon, 1945),
comparando los cambios en la acumulacién de cAMP en respuesta al agonista
carbacol, en presencia y ausencia de atropina. En cada analisis se enconird un
valor de p < 0,05, indicando que las diferencias observadas son estadisticamente
significativas. Estos resultados indican claramente una inhibicién de la actividad

adenilil ciclasa por carbacol a través del receptor Xim4.

F. Estudios de la regulacion de la via MAP quinasa por el receptor
muscarinico de Xenopus laevis.
F. 1. Activacion de la MAP quinasa por carbacol.

Cuando los receptores acoplados a proteinas G son activados por sus
|iéandos especificos, ellos promueven la disociacion de la proteina G
heterotrimérica en la subunidad Go-GTP y en el dimero Gfy. Durante mucho
tiempo se consideré a la subunidad Ga—GTP como el Gnico activador de sistemas
efectores. Sin embargo, actualmente se conoce que Gy es también un activador
para muchos sistemas efectores, como adenilil ciclasa y fosfolipasa CB. En
algunos casos, la liberacion del dimero GBy desencadena la activacion de la
prateina c-ras, produciéndose una convergencia de la via de transduccion de
sefiales acopladas a proteinas G con la via de transduccion de sefiales acopladas
a receptores tirosina kinasa (Inglese y cols, 1995 y Blumer y col, 1994). La
activacion de c-ras provoca la translocacién de la proteina quinasa c-raf hacia la

membrana, lo cual induce su activacién. A su vez, la proteina c-raf activada
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fosforila en residuos de serina a la proteina quinasa MAP quinasa quinasa
(MAPKK), activandola. La MAPKK que es una tirosina y treonina quinasa, fosforila
a su vez a la proteina MAP quinasa (MAPK) la que finalmente, en esta cascada de
fosforilaciones, es capaz de fosforilar a un gran niimero de proteinas intracelulares
como la quinasa ribosomal S6 (p90’s"), la fosfolipasa A y el factor de transcripcién
TCF. Se piensa que esta MAPK podria estar involucrada en el control de la
proliferacién celular.

Para estudiar la posible participacién del receptor muscarinico de Xenopus
laevis en la activacion de la via de MAPK, se realizaron los siguientes estudios. Se
coexpreso en células COS-7 el receptor muscarinico de Xenopus y la MAPK ERK-
2y posteriormente se analizé las variacidn de la actividad quinésica de la MAPK en
respuesta. a estimulacién con el agonista carbacol. Las células transfectadas se
estimularon con el agonista carbacol 100 uM, se rompieron en presencia de
detergente y desde el extracto celular se inmunoprecipité la MAPK con un
anticuerpo monoclonal dirigido contra un pequefio epitope de la hemaglutinina que
se encuentra fusionado a la secuencia de esta quinasa. Finalmente se analizo Ia
actividad de la MAPK inmunoprecipitada por el grado de fosforilacion de un sustrato
exdgeno, en este caso la proteina basica de mielina, en presencia de [32P-'y]ATP.
Finalmente la mezcla de reaccién se sometié a electroforesis en un gel de
poliacrilamida desnaturante y la proteina sustrato fosforilada se analizé por
autorradiografia. En todos estos estudios se utilizaron células COS-7, ya que no
expresan receptores muscarinicos endégenos.

La Figura 25 muestra el efecto del carbacol en la activacién de la MAPK a través
del tiempo. Se puede apreciar que la adicién del ligando provocé un gran aumento
en la actividad de la enzima MAPK, traducido como un gran incremento en la
fosforilacion de la proteina basica de mielina. El estudio cinético indica que el
aumento en la actividad fué muy rapido, la maxima activacién se produjo a los 5

minutos para posteriormente disminuir lentamente. En células no transfectadas se
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Figura 25: Efecto de la estimulacién del receptor muscarinico m4 sobre la
actividad de MAP Quinasa.

Las células COS-7 fueron cotransfectadas con vector que expresa el cDNA codificante
para el receptor muscarinico m4 de Xenopus y con un vector gue expresa el cDNA
codificante para la MAP quinasa. A las 48 horas fueron estimuladas con carbacol
(100pM) o EGF (100ng/ml) por los tiempos indicados o por 5 minutos. Finalmente las
células fueron lisadas y desde el homogeneizado se inmunoprecipité la MAP quinasa. La
actividad de MAP quinasa se determin6 usando proteina basica de mielina como sustrato
de fosforilacién y en presencia de [0®P]JATP. La mezcla de reaccién se separd por
electroforesis en geles de poliacriamida desnaturante. El gel se secod y se sometié a
autorradiografia. Los 2 primeros carriles corresponden a células transfectadas con el
vector y no estimuladas o estimuladas con EGF 100 ng/ml. En los carriles 3 al 7 se
muestran células transfectadas con el vector que expresa el cDNA codificante para el
receptor muscarinico de Xenopus a diferentes tiempos de estimulacién con carbacol,
Estos resultados representan tres experimentos independientes.
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puede ver que la adicién de EGF provoca también la activacién de la MAPK
quinasa. Esta activacion es por una via diferente y que es especifica para factores
de crecimiento que actuan a través de receptores tirosina quinasa (Inglese y cols,
1995). En células no estimuladas por EGF no hubo activacién de MAPK
detectable.

F. 2. Participacion de Gi en la activacion de la MAP quinasa.

Como se determiné anteriormente, el carbacol provocé una inhibicién de la
adenilil ciclasa, lo cual hace suponer que esta inhibicion estaria siendo mediada por
una proteina G del tipo inhibidora, Gi: Para verificar que la accién muscarinica esta
siendo mediada por una proteina G; se estudié el efecto de la toxina de Bordetella
pertussis sobre el efecto activador de MAP quinasa producido por carbacol.
Ademas, se compar la conducta del receptor muscarinico de Xenopus laevis con
los receptores muscarinicos m1, m2 y con el receptor endégeno para EGF. Para
estos efectos las células 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 células con vectores sin
inserto y con un vector que expresa el cDNA para MAPK. Posteriormente estas
células fueron tratadas con la toxina pertisica (20 ng/ml) durante 18 horas y
posteriormente fueron estimuladas con el agonista colinérgico carbacol 100 pM.
Finalmente se determiné la actividad de la MAPK por fosforilacién de la proteina
basica de mielina, como se describe anteriormente en el punto F1y en materiales
y métodos.

La Figura 26 muestra el efecto de la toxina de Bordetella pertussis sobre la
activacion de la MAPK por carbacol y EGF. La autoradiografia sefiala el grado de
fosforilacion de la proteina bésica de mielina por la MAPK. Se puede apreciar que

la toxina inhibié considerablemente la activacion de la MAPK causada por carbacol

100 uM, en células transfectadas con el receptor muscarinico Xim4. Lo mismo

s
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Figura 26: Efecto de la toxina pertussis sobre la activacién de la MAP Quinasa.

Las células COS-7 cotransfectadas con plasmidos que expresan los cDNAs codificantes
para los receptores muscarinicos m1, m2, Xim4 y con MAP quinasa fueron tratadas
durante 18 horas con 20 ng/ml de la toxina de Bordetella pertussis. Posteriormente fueron
estimuladas con carbacol (100 pM) o con EGF (100 ng/ml) durante 5 minutos. Finalmente
fueron homogeneizadas y procesadas para cuantificar la actividad MAP quinasa como se
describe en la figura anterior. En la parte superior de la autorradiografia se indica las
células que fueron o no tratadas con la toxina. En la parte inferior se muestra el tipo de
receptor que se expreso y el tipo de ligando que se utilizd para estimular. Estos resultados
representan tres experimentos independientes. |
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ocurrié para células transfectadas con el receptor m2, pero no para células que
expresan el receptor m1. Estos resultados indican claramente que el receptor Xim4
y m2 activan una proteina del tipo G;, que es sensible a la toxina de Bordetella
pertussis. La activacion de G; genera la disociacion de la proteina G, generandose
la subunidad Ga-GTP y el heterodimero Gpy. La accién de la toxina es bloquear
esta disociacion impidiendo la transduccidn de la sefial y consecuentemente la
activacién de MAPK. En cambio en células que expresan el receptor m1, la toxina
no tiene efecto, pues este receptor transduce la sefial a través de una proteina G
del tipo G4/G, que son insensibles a la accién de la toxina. Estos resultados
demuestran que la activacion de la MAP quinasa a través del receptor Xim4
involucra la participacién de una proteina G sensible a la toxina perttsica,

posiblemente una proteina G del subtipo G;.

F. 3. Participacion del heterodimero Gy en la activacion de la MAP quinasa.

Como se menciond anteriormente, los receptores acoplados a proteinas G
inducen la disociacién de la subunidad Ga del complejo GBy y este dimero, en
algunos casos, activa la via de la MAPK. Para investigar si el complejo Gpy ,
originado por la union de carbacol al receptor Xim4, participa en la activacién de
MAPK se sobreexpresé la subunidad Ga de la transducina Goy, con la idea de
secuestrar el dimero Gy originado y asi bloquear la activacion de MAPK
dependiente de GPy. Para estos efectos las células COS-7 se cotransfectaron con
tres cDNAs diferentes codificantes para un receptor muscarinico determinado, para
MAPK y para la subunidad Go: de la transducina. Posteriormente las células
fueron estimuladas con el agonista colinérgico carbacol 100 uM y se analizd la
activacion de la MAPK como se describié en el punto B.32 de materiales y
métodos.

La Figura 27 muestra el efecto de la sobrexpresién de Gat, transducina,

sobre la activacion de la MAPK por carbacol. Se observa que la sobreexpresion de
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Figura 27: Efecto de la subunidad o de transducina sobre la activacion de la MAP
quinasa.

Las células COS-7 fueron cotransfectadas con plasmidos que expresan: uno de los
receptores muscarinicos m1, m2 y XLmé4; la MAP quinasa y en los carriles que se indica la
subunidad o de transducina. Estas células fueron tratadas en las mismas condiciones que
la figura anterior y fueron estimuladas con carbacol (100uM) o EGF (100 ng/ml) segtin se
indica. La actividad de la MAP quinasa se midid en el lisado como se describe en
materiales y métodos. En la parte superior se indican las células que expresan la
subunidad o de transducina y los ligandos usados para las estimulaciones. En la parte
inferior se sefiala el tipo de receptor muscarinico expresado en las células. Estos
resultados representan tres experimentos independientes.
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Goy en células transfectadas con el receptor XIm4 y m2 inhibié considerablemente
la activacion de la MAPK en respuesta a carbacol. Lo mismo ocurri6, aunque en
menor grado para células transfectadas con el receptor m1. En cambio en células
no transfectadas con receptor muscarinico, la activacién de la MAPK por el
receptor EGF endégeno, no fué afectada por la sobrexpresion de Go:. Estos
resultados indican claramente que el dimero Gy participa activamente en la
activacion de la MAPK por el receptor XIm4, y tiene por lo tanto un importante papel
en la transduccion de la sefial entre el receptor muscarinico de Xenopus laevis y la
via de la MAPK.




DISCUSION

Un trabajo anterior desarrollado en el laboratorio permitié aislar un clon
positivo para un posible receptor muscarinico desde una genoteca de cDNA dé
oocito de Xenopus laevis. Esta tesis representa la continuaciéon de este trabajo y
se inicia con la secuenciacién de este clon positivo y posteriores estudios
funcionales, realizados con el objeto de conocer la naturaleza molecular del
receptor muscarinico de oocitos de Xenopus y de caracterizar la via de

transduccién de sefial a la cual se asocia este receptor.

A. Secuenciacién de un cDNA codificante para un receptor muscarinico de
oocitos 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. Al
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 hidrofébicas 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 glicosilacion en asparragina, en la region
carboxilo terminal se encuentra un posible sitio de palimitoilacion en cisteina y en el
tercer segmento intracelular existen varios posibles sitios de fosforilacion en serina
y treonina y que podrian estar involucrados en procesés de desensibilizacion.

139




140
Ademas, en los segmentos extracelulares E-1y E-2, se encuentran presentes los 2
residuos de cisteina conservados y que formarian un puente disulfuro.

Con respecto a los posibles sitios de interaccién con el ligando se enconiré
que el receptor clonado contiene 2 residuos de ireonina, que se encuentran
presentes solamente en la quinta a-hélice de transmembrana de los receptores
muscarinicos. Este seria el sitio de unidén para la region éster de acetilcolina y
carbamilcolina. Ademas el receptor contiene un residuo de aspartato en la hélice 3,
el cual se encuentra presente en todos los receptores de aminas y actila como
contraion de grupos amino de catecolaminas y acetilcolina.

También se encuentran presentes una serie de residuos altamente
conservados entre los receptores muscarinicos tales como S%, N® y L¥ en Ia
hélice 2, Y™, V™® | N'2, y L™ en la hélice 3, W'® en la hélice 4, 2 residuos de
alanina en la hélice 5 en las posiciones 202 y 203y Y*' y N*? en la sexta a-hélice.
Todos estos residuos se encuentran presentes solamente en la familia de
receptores muscarinicos y aparentemente cumplen papeles importantes ya sea en
la unién del agonista o antagonistas colinérgicos. La presencia de todos estos
residuos, exclusivos de receptores colinérgicos muscarinicos, indica que el receptor

clonado de Xenopus corresponde a un receptor muscarinico.

B. Comparacion de la secuencia aminoacidica deducida con las secuencias
de receptores muscarinicos conocidos.

‘En el oocito de Xenopus laevis se ha visto que la acetilcolina causa la
inhibicién de adenilil ciclasa, sin embargo existe solo un antecedente bibliografico al
respecto (Sadler y cols., 1984). Esto podria ser muy interesante si lo comparamos
con la accion de la progesterona. Como se discuti6 en el punto F.2 de la
introduccién la progesterona induce la maduracién meidtica a través de la inhibicién
de la adenilil ciclasa. En analogia, la potenciacién de la maduracion producida por

estimulacién muscarinica podria producirse por el mismo mecanismo (Sadler y
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cols., 1984). Los receptores muscarinicos cominmente acoplados a la inhibicién
de adenilil ciclasa son los receptores m2 y m4, por lo cual si esta inhibicion
.ocurriera realmente en el oocito de Xenopus a través de este tipo de receptores,
deberia expresarse uno de estos subtipos de receptor en esta célula germinal.

Por ofro lado, estudios electrofisioldgicos, realizados en oocitos de
Xenopus laevis indican que en respuesta a la acetilcolina se produce una activacion
de la fosfolipasa CB (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 también se ha detectado la participacion de un receptor muscarinicc;
del subtipo M1 (Van Wezenbeek y cols.; 1988; Davidson y cols., 1991).

Al comparar la secuencia aminoacidica deducida del receptor clonado de
Xenopus con los 5 subtipos de receptores muscarinicos humanos m1i-m5 se
encontré una homologia 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 Xenopus laevis
y sin embargo, podria corresponder al receptor acoplado a la inhibicién de adenilil
ciclasa. Considerando que en el andlisis de la genoteca solo se habia aislado un
clon positivo capaz de hibridar con una sonda comun para los receptores
muscarinicos el resultado mas esperado era aislar un clon codificante para
receptores m3 o m1. Sin embargo, de estos resultados no se puede descartar la
presencia de los receptores m1 y m3, previamente caracterizados, los cuales se

pueden expresan en el oocito en un nivel inferior al m4.

C. Analisis de la estructura del gen codificante para el receptor muscarinico
de oocitos 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 regién 3' no traducida. Sin embargo, la rodopsina (Nathans y cols., 1984),
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los receptores de dopamina (Giros y cols., 1989) y el receptor de la hormona
liberadora de tirotrofina (De la Pefia y cols.,1992), si poseen intrones en sus
secuencias codificantes. Para determinar la estructura del gen codificante para el
receptor muscarinico de Xenopus laevis, se realizd un analisis de su DNA
genémico por PCR, determinandose que el gen no contiene intrones. Es
importante destacar que este tipo de técnicas permite discriminar diferencias en
tamarios de DNA de 20-30 nucleétidos 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 gendémico, su
secuenciacién y comparacion de las secuencias obtenidas.

Por otro lado, se realizb un estudio de “Southern blot” con el objeto de
determinar el tamario del gen gendmico codificante para el receptor muscarinico y
el nimero posible de genes para este tipo de receptores en el DNA gendmico de
Xenopus laevis. En este analisis se detecté una hibridacion fuerte con la sonda
utilizada. El patrén de bandas y los tamarios obtenidos, usando dos enzimas de
restriccién Pvu Il y Hha |, muestran que un gen es detectado bajo las condiciones
de hibridacién utilizadas y al mismo tiempo confirma que el gen no posee intrones
en su regién codificante como tampoco en parte de su regién 3" no codificante. Por
otro lado, en este mismo experimento en la digestién con la enzima Hha | se
detectd la presencia de bandas de hibridacién mas débiles de tamarios que oscilan
entre 2.000 y 3.000 pares de bases. La presencia de dichas bandas podrian estar
indicando la presencia de genes codificantes para los receptores muscarinicos del
subtipo m3 y m1 previamente descritos por estudios electrofisiolégicos (Van

Wezenbeek y cols, 1988; Davidson y cols, 1991).

D. Expresion del receptor.
La manera mas directa de estudiar la funcién de este tipo de receptores es

su expresion y andlisis de unién de ligandos muscarinicos. En la literatura se hari
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utilizado muchos sistemas de expresion, desde sistemas de expresion in vifro hasta
la E. coli, levaduras y células en cultivo (Marullo y cols., 1988; Stephens y cols.,
1993). En este trabajo, inicialmente se decidié utilizar un sistema de expresion in
vitro, basados fundamentalmente en lo relativamente simple del sistema y en
trabajos de expresion del receptor B2-adrenérgico (Kobilka, 1990). Como se
discutird mas adelante, este sistema no permitié realizar estudios de unién de
ligandos, por lo que se prefii6 expresar este receptor en la levadura
Saccharomyces cerevisiae. Este sistema de expresion in vivo ta)'nbién se ha
utilizado extensamente para realizar estudios de funcién de receptores, analisis de
la relacion estructura-funcién y de acoplamiento a las vias de transduccién de sefial
propias de la levadura (King y cols., 1990). Aunque los resultados obtenidos con
este sistema fueron mejores comparados con el sistema de lisado de reticulocito,
no permitieron realizar estudios de unién en forma eficiente, por lo cual se decidio
finalmente utilizar expresién en sistemas de células en cultivo. Aunque la eficiencia
de expresion del receptor en los dos primeros sistemas es baja para nuestros
propdsitos, es importante destacar que ellos permiten sintetizar un receptor. En el
caso de la levadura es posible detectar una unién de ligando significativa, aunque

no lo suficientemente alta como para realizar estudios farmacoldgicos.

D. 1. Expresion in vitro en lisado de reticulocito.

Se expresod el receptor muscarinico en un sistema mixto formado por lisado
de reticulocito y por membranas de oocitos de Xenopus laevis. El receptor
expresado en este sistema tiene una movilidad electroforética correspondiente a 54
kDa, comparado con los 50 kDa que presenta el receptor expresado en lisado de
reticulocito en ausencia de membranas. Esta diferencia se debe probablemente a
una modificacion covalente por glicosilacién en residuos de asparragina localizados
en la region N-terminal del receptor. Esta modificacién 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 postraduccional
(Kobilka, 1990) y lo mismo puede estar sucediendo con la fraccion 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 tedrico obtenido
para la secuencia deducida desde el cDNA y que fue de 54.188. A pesar de esta
pequefia diferencia, estos resultados demuestran claramente que el cDNA clonado
contiene un marco de lectura abierto que codifica para esta proteina receptora. Sin
embargo, no se detectd union del ligando N-metil-escopolamina, aunque se utilizé
una cantidad suficiente de la proteina expresada como para lograr detectar unidn
significativa del ligando. Esto indicaria que el receptor sintetizado probablemente
no es funcional o accesible al ligando debido a un plegamiento o procesamiento
postraduccional anémalo. Esto contrasta con resultados descritos en la literatura
para el receptor B-2 adrenérgico el cual se expresa bien en este sistema (sobre 250
fmol/mg proteina) (Kobilka, 1990). Se ha descrito, sin embargo, que el receptor 3-2
adrenérgico sintetizado no es funcional inmediatamente después de la
translocacién a la fraccion de membranas y de su glicosilacién, 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 expresion

de ambos tipos de receptores.

D. 2. Expresion in vivo en la levadura Saccharomyces cerevisiae.

En comparacion con datos descritos en literatura para el receptor Po-
adrenérgico humano expresado en levadura, donde se alcanza un nivel de
expresion de 115 pmol/mg de proteinas, el receptor muscarinico de Xenopus laevis
se expresa en un nivel muy bajo (6,38 fmol/mg de proteinas). Estos niveles,
determinados por unién del ligando a una fraccion de membranas de levadura, no

permiten realizar con seguridad estudios de union y desplazamiento de ligandos.
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La insercién de un péptido sefial, proveniente del recepior para el factor sexual a
de la levadura, deberia haber favorecido eficientemente la destinacion correcta del
receptor a la membrana plasmatica, pero esto no ocurri6. La aproximacién
experimental utilizada para la expresién del receptor f2-adrenérgico fue la misma y
los autores de ese trabajo demuestran que la no adicidn del péptido sefial
disminuye considerablemente los niveles de expresién. Nuestros resultados no
permiten definir si existié una mala distribucién del receptor hacia la membrana o si
la insercién de los aminoécidos afectd de alguna manera el correcto procesamiento

del receptor a su destino.

D. 3. Expresion in vivo en células en cultivo.

Los niveles de expresion del receptor muscarinico de oocitos de Xenopus
laevis en células COS-7 fueron de 0,22 pmol/mg de proteinas, lo cual es un nivel
comparable con datos 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
expresion en células COS-7 es el método elegido para expresar €l receptor en las
altas cantidades que se necesitan para los estudios farmacolégicos de unién de

ligando y desplazamiento con los antagonistas especificos.

E. Estudios de unién de ligandos muscarinicos al receptor de Xenopus
laevis expresado en células 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 clonaao 5
subtipos de receptores muscarinicos m1, m2, m3, m4 y m5, los cuales han sido
clasificados en base a la homologia de sus secuencias aminoacidicas. Para
confirmar farmacolégicamente que nuestro receptor clonado de oocitos de Xenopus

laevis corresponde a un receptor muscarinico y para determinar si corresponde al

subtipo m4, se realizaron estudios de desplazamiento con ligandos muscarinicos y
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con ligandos no relacionados.  Utilizando ligandos no relacionados como
serotonina, histamina e isoproterenol se logré obtener un desplazamiento parcial
del ligando [’H-NMS] a concentraciones muy altas, del orden de mM. Por ofro lado,
los ligandos colinérgicos muscarinicos, metoctramina, 4-DAMP y pirenzepina,
presentan afinidades del orden de nM, el ECso 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 colinérgicos presentan afinidades de dos o tres ordenes de
magnitud superiores en comparacién con los ligandos no relacionados, lo que
confirma que el receptor clonado es un receptor muscarinico.

Los antagonistas cominmente utilizados en la subclasificacién de los
receptores muscarinicos son muiltiples. Sin embargo, esta lista de antagonistas
comprende antagonistas especificos para los receptores de los subtipos m1, m2 'y
m3. La clasificacién de los receptores m4 y m5 es mas compleja y debe hacerse
por comparacién de afinidades usando una bateria de ligandos. En este caso se
escogié 3 de ellos pirenzepina, metoctramina y 4-DAMP y se compar6 la conducta
del receptor muscarinico de Xenopus con receptores muscarinicos m1 y m2
humanos. Aunque estos estudios son preliminares, los resultados de las curvas de
desplazamiento permiten especular acerca de la naturaleza del receptor clonado.
Los resultados obtenidos en estos estudios indican que el receptor muscarinico de
Xenopus se comporta como un receptor del subtipo m4 (Buckley y cols., 1989).
Estudios mas completos, realizados en fracciones mas puras de membranas y con
un mayor nimero de ligandos especificos, ayudarén a establecer pardmetros

farmacoldgicos mas exactos para confirmar los datos anteriores obtenidos.

F. Sistema efector regulado por el receptor muscarinico de Xenopus laevis.
Como se describe previamente, en oocitos de Xenopus laevis la
estimulaciéon con acetilcolina provoca la estimulacion de una fosfolipasa CB

(Moriarty y cols, 1988). Por ofro lado, en la literatura se ha descrito que la
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estimulacién con acetilcolina provocaria una inhibicién de adenilil ciclasa (Sadler y
cols, 1984).

Con el proposito de conocer el sistema efector regulado por el receptor de
Xenopus, se sobreexpreso el receptor en células COS-7 y se estudié como la
adicién 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 ningln efecto sobre el sistema de fosfolipasa CB.
Esto concuerda muy bien con el efecto potenciador de la acetilcolina sobre la
accion de la progesterona (Dascal y cols., 1984) y apoyan la idea que la
maduracion de los oocitos de Xenopus laevis podria estar siendo producido por un
mecanismo similar al efecto producido por la progesterona.

Esta regulacién de adenilil ciclasa se podria producir por el dimero GBy
proveniente de la proteina G, por la subunidad Go. 0 a fravés de ambos. Como ya
se mencioné en el punto D.1 de la introduccion, existen varios tipos de proteinas G
capaces de regular la adenilil ciclasa. En el oocito se han clonado dos tipos de
proteinas Go; y una Gao, alguna de las cuales podria participar especificamente en
la transduccion de la sefial del el receptor muscarinico del oocito. Con respecto a
los dimeros GPy hasta la fecha no se han clonado ninguna de estas subunidades 3
0 vy como tampoco se sabe cuales se expresan en el oocito.

Se ha demostrado, por estudios bioquimicos y a tfravés de clonaje
molecular, la existencia de varias formas de la enzima adenililciclasa. Estas formas
de ciclasa difieren en cuanto a su distribucion de tejidos, abundancia y regulacion.
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 Ga y GBy del heterotrimero de proteina G, por Ca’*-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 | VIII.
En distintos tejidos y en distintos tipos celulares normalmente se expresan
simultaneamente varios subtipos, indicando que las proteinas G se podrian acoplar
diferencialmente a las distintas formas de adenilil ciclasa (Krupinski y cols., 1992).
Con respecto a la adenilil ciclasa regulada por el receptor muscarinico, en el oocito
se ha clonado solo una adenililciclasa, pero se desconoce si existe mas subtipos.
Serfa muy importante determinar si esta ciclasa clonada participa especificamente
en la transduccion de la sefial para el receptor muscarinico del oocito, o0 en la

induccion de la maduracién meibtica por la progesterona.

G. Activacion de la via de la MAP quinasa.

En células somaticas, la proteina 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 proliferacién inducida
por factores de crecimiento de ciertas células en cultivo (Kolch y cols., 1991). En el
proceso de maduracién meiética inducido por progesterona se ha descrito la
fosforilacién y activacién de las proteina quinasas Raf 1, MAP quinasa quinasa y
MAP quinasa, las cuales como se describié anteriormente estan involucradas en
los procesos de proliferacion y diferenciacién celular (Posada y cols., 1993; Muslin y
cols., 1993). Mas aun, se ha descrito que tanto Raf1 como la MAP quinasa
quinasa son necesarias para la maduracion inducida por progesterona, es decir, la
via de estimulacion de MAP quinasa participaria en el proceso de maduraciéﬁ
meidtica inducido por la progesterona (Posada y cols., 1993; Muslin y cols., 1993).
Por esta razon, quisimos analizar el efecto del ligando carbacol sobre la via de
activacion de la MAP quinasa, a fravés de la sobreexpresion del receptor Xim4

junto con la MAP quinasa ERK2, en células COS-7. En estos experimentos se

pudo observar una gran estimulacion de la actividad de MAP quinasa en respuesta




149
a carbacol (Figura 25). Estos resultados indican que la via de la MAP quinasa,
que es necesaria para la maduracién inducida por progesterona, es probablemente
el me&:anismo por el cual la activacidn por acetilcolina potencia el efecto de
progesterona en el oocito de Xenopus laevis.

Tradicionalmente se ha considerado a los sistemas de transduccion de
sefiales de los receptores acoplados a proteinas G y de los receptores tirosina
quinasa como independientes entre si. Actualmente se conocen varios sistemas
en los cuales ambas vias convergen para regular vias idénticas (inglese y cols,
1995 y Blumer y col, 1994). Se ha establecido que la estimulacién de varios
receptores acoplados a proteinas G provocan la activacion de proteinas quinasas
activadas por mitdgenos (ERK 1 y 2), via de transduccién considerada
tradicionalmente como propia de receptores tirosina quinasa. Nuestros resultados
son muy interesante en este sentido, ya que indican claramente que el receptor
muscarinico de Xenopus laevis és un ejemplo mas de un receptor acoplado a

proteina G capaz de activar a la via de la MAP quinasa, ERK2.

H. La activacién de MAP quinasa esta mediado por la proteina G del tipo G;.
Se ha descrito que /en oocitos de Xenopus laevis la inhibicién de adenilil.
ciclasa por acetilcolina es sensible a la toxina de Bordetella pertussis (Sadler y
cols., 1984). Para determinar el tipo de proteina G que media el efecto del receptor
muscarinico analizado en este trabajo, se realizaron estudios de sensibilidad a esta
toxina de Bordetella pertussis. Los resultados presentados en la Figura 26
muestran claramente que la activacion de la MAP quinasa es bloqueada por la
toxina, indicando que el receptor Xim4 se esta acoplando a una proteina G del tipo
Gi. En este aspecto cabe hacer notar que en oocito de Xenopus se han clonado
dos proteinas del tipo Gy, una Gay y una Gos, ademas de una Goy, que también

es sensible a la toxina. Seria muy interesante expresar estas proteinas en células
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COS-7 y ver si la sobrexpresién aumenta el grado de activacion de la MAP quinasé
en respuesta a carbacol.

Es dificil determinar que proteina G esta participando en esta via de
transduccion. Mas aln, no se puede descartar que el receptor pueda estar
regulando la inhibicién de adenilil ciclasa y la activacién de la via de las MAP
quinasas a través de proteinas G diferentes. Por ejemplo se ha descrito para un
receptor muscarinico m4 que puede regular la actividad de adenilil ciclasa a través
de 3 proteinas Go diferentes Ga,; Gowz Y Goz (Migeon y cols., 1995). Seria
necesario determinar cual proteina G participa especificamente en la inhibicién
adenililciclasa y en, la activacion de la via de las MAP quinasas en el oocito en.

respuesta a carbacol.

l. La activacién de la MAP quinasa esta siendo mediada por el dimero GBy. '

Hasta hace un par de afios se pensaba que la subunidad Go. de la proteina
G era el Unico activador de sistemas efectores, sin embargo recientemente se ha
descrito que el heterodimero Gg, es un activador independiente para muchos
sistemas efectores de proteina G (Inglese y cols, 1995). Entre estos figuran
algunos tipos de adenilil ciclasas, algunas isoformas de fosfolipasa CB, 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 descrito que el
dimero G, es capaz de activar la via de las MAP quinasas ERK e incluso se ha
demostrado interaccién directa entre el dimero Gy con la proteina Raf-1 (Pumiglia
y cols., 1995). Con el objeto de estudiar si el complejo Gg, participa en la activacion
de MAP quinasa se realizaron experimentos en los cuales se aproveché que la
sobrexpresion de subunidad Go permite secuestrar al dimero G, y de esta manera
contrarrestar su accion. En estos experimentos se establecié que la activacion de

la via de la MAP quinasa, inducida por carbacol, es bloqueada por la
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sobreexpresién de subunidad Gox en células COS-7, indicando una participacion
directa del dimero Gy en este proceso de activacion.

Existe bastante informacion con respecto a la especificidad de interaccion
entre las diferentes subunidades Go con los receptores y sistemas efectores. Sin
embargo, existe muy poca informacion acerca de la especificidad de estas
interacciones con las diferentes subunidades Gfy. Las subunidades GB y Gy son
menos diversas que las subunidades o y en muchos casos pueden formar
heterotrimeros con diferentes subunidades Go.. Sin embargo, el descubrimiento de
5 genes codificantes para subunidades GB y 7 genes codificantes para
subunidades Gy, sugiere la existencia de dimeros Gy funcionalmente diferentes
(Neer, 1995). Se ha demostrado por ejemplo que solo se pueden formar algunas
combinaciones de GBy. Pronin y Gautam (Pronin y Gautam, 1992) transfectando
fibroblastos con diferentes genes para G y Gy examinaron la asociacién entre las
subunidades Bi, Bz, Bs, con las subunidades v , ¥ v2. De las 6 combinaciones
posibles y1 no se asocia con $2 ni con B3y 2 No se asocia con Bs. Esto sugiere
que B3 en estas células se asocia con alguna de las otras subunidades y conocidas.

Actualmente se piensa que solo algunas combinaciones de subunidades
GBy son capaces de regular especificamente distintds sistemas efectores, lo cual
ya ha sido comprobado para algunos sistemas. Por ejemplo, en células Sf9, los
mismos genes B1, B2, Bs, 11, Y Y2., S€ demostré que solamente el heterodimero Bzy1
no forma un complejo funcional (Ifiiguez-LLuhi y cols., 1992). Cuando se examind
la capacidad de estos dimeros Gy formados de inhibir la actividad de la adenilil
ciclasa tipo 1, estimulada por calmodulina-calcio, o de potenciar la actividad de la
adenililciclasa, estimulada por Gsa., se encontrd que el complejo Bys y el dimero
GBy de la transducina eran 10 veces menos potentes que los otros complejos
examinados (Ifiguez-LLuhi y cols., 1992). Lo anterior indica que las subunidades

GBy interaccionan selectivamente con algunos efectores.
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Por otro lado, existe también evidencia bibliografica que indica que algunos
receptores presentan selectividad de interaccién con el dimero Gpy. Por ejemplo,
en células GH3 se demostré que la subunidad Gys participa especificamente en la
inhibicion de inhibicion de canales de Ca®, dependientes de voltaje por
somatostatina y Gys en la inhibicién de estos canales por carbacol (Kleuss y cols,
1993). Por otro lado, microinyectando oligonucledtidos antisentido en nicleos de
células GH3, los cuales inhiben selectivamente la sintesis de subunidades B
especificas, Kleuss y colaboradores (Kleuss y cols 1992) demostraron que ]
subunidad GB; esta involucrada en la inhibicién de canales de Ca?*, dependientes
de voltaje, por el receptor de somatostatina. La subunidad B4 esté involucrada en
la inhibicién de los mismos canales pero en respuesta a carbacol. Los mismos
autores demuestran que la accién del carbacol involucra la participacién de la
subunidad Gows, mientras que la accion de somatostatina involucra la subunidad
Gaz (Kleuss y cals, 1991).

En células COS-7 se ha demostrado que la combinacién de Gy permite
estimular la via que conduce a la activacion de la MAP quinasa (Crespo y cols.,
1994), pero no existe evidencia de accion de otras combinaciones de subunidades
GBy Gr.

Todos los antecedentes expuestos anteriormente  indican que
efectivamente las subunidades GB y Gy influyen en la especificidad de interaccién
tanto con el receptor como con el sistema efector. Incluso algunas subunidades
 GBy pueden estimular o inhibir el sistema efector. Hasta la fecha se desconoce
cuales y cuantas subunidades GB Yy Gy se expresan en el oocito. Seria muy
importante clonar las subunidades GB y Gy que se expresan en este sistema,
probar cuales se asocian especificamente y determinar su accion sobre la via de la

MAP quinasa y también sobre la adenilil ciclasa .
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J. Papel de los receptores muscarinicos en el oocito.

El efecto observado in vitro de la acetilcolina sobre el proceso de
maduracién puede reflejar una influencia fisiolégica del sistema colinérgico sobre
el proceso de maduracién. Existen varios hechos que apoyan esta hipotesis.
En primer lugar se ha observado una desaparicién de la repuesta a la
acetilcolina después de la degradacién de la vesicula germinal, una alta
sensibilidad de los oocitos de Xenopus laevis en respuesta a la acetilcolina y
una capacidad del antagonista atropina de disminuir la velocidad de maduracion 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 muisculo (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 concentracion durante el proceso de
maduracion.

En este caso seria importante estudiar la posible variacién de los niveles
del receptor muscarinico en la membrana del oocito durante el 'proceso de
maduracion. En relacién con esto-mismo, queda por identificar especificamente
los componentes que median la accion muscarinica, como por ejemplo la(s)
adenililciclasa(s) y las subunidades Go, GB y Gy de proteinas G que median
tanto la inhibicién de adenilil ciclasa como la activacién de la via de la MAP
quinasa. Existen estudios acerca de la variacion de los niveles de RNA
mensajeros para la subunidad Go, durante la oogénesis, maduracién vy
embriogénesis. Estos estudios indican que el transcripto para Go, no varia
durante las etapas de la oogénesis y en la maduracion inducida por.
progesterona, pero disminuye gradualmente durante la etapas tempranas del
desarrollo embrionario. Esto indicaria que la subunidad Ga, seria importante
para las etapas de desarrollo del oocito | a VI, en la maduracion inducida por la

progesterona y en etapas tempranas del desarrollo embrionario (Ofiate y cols.,
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1992). Para otras proteinas Go. no existen antecedentes acerca de su exprésién
durante el desarrollo.

Como ya se ha mencionado anteriormente, la progesterona puede inducir
la maduracion del oocito por si sola. En cambio la acetilcolina solamente puede
potenciar la maduracién inducida por progesterona, pero no puede inducirla por si
sola. Los resultados presentados en este trabajo, junto con un gran numero de
antecedentes bibliograficos, indican que las vias reguladas por ambas hormonas
serfan las mismas, es decir inhibicién de adenilil ciclasa y activaciéon de la via de
MAP quinasa. La diferencia en su acciéon 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 acetilcolina. Por ofro lado, el efecto de
progesterona sobre la via de la MAP quinasa también puede ser diferente al
producido por la acetilcolina debido a que ambas hormonas utilizan diferentes
proteinas quinasas rio arriba de la MAP quinasa. Por ejemplo 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, actian a través
de Raf (Boudewijn y cols., 1995).

PERSPECTIVAS FUTURAS.

Los resultados presentados son particularmente interesantes, pues
identifican el sistema de transduccién de sefial regulado por un receptor
muscarinico de Xenopus laevis y establecen su posible relacion con el proceso de
maduracion meidtica en el oocito. La informacién disponible en la literatura indica
que la via de activacién de la MAP quinasa es necesaria para la maduracién
inducida por progesterona (Muslin y cols.,, 1993). Por otro lado, nuestros

experimentos indican que el receptor muscarinico de Xenopus laevis regula la via

de activacién de la MAP quinasa. Lo anterior podria estar indicando que el efecto
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potenciador de la acetilcolina en el proceso de maduracién del oocito de Xenopus
laevis podria ocurrir a través del mismo mecanismo.

Para confirmar esta hipétesis, que nuestro receptor m4 estaria involucrado
en el proceso de maduracién potenciando el efecto de la progesterona, seria
necesario sobreexpresarlo en el oocito y estudiar el efecto de su estimulacién sobre
el proceso de maduracién meibtica. Paralelamente seria también necesario
analizar el efecto inhibidor sobre la adenilil ciclasa y activador de la via de la MAP
quinasa. De ser correcta esta hipotesis, debiera producirse una mayor inhibicion de
la adenilil ciclasa end6gena, una mayor activacion de la MAP quinasa endégena y
como consecuencia de esto una mayor potenciacion del efecto de progesterona
sobre la maduracion meiética e incluso se podria inducir la maduracién en ausencia
de la progesterona.

Los resultados presentados en esta tesis demuestran claramente que el
dimero Gy regula la via de la MAP quinasa y que esta regulacién es sensible a la
accion de la toxina de Bordetella pertussis. Sin embargo, no se ha establecido
cuales son las subunidades Gy que participan en esta regulacién. Actualmente se
esta realizando el clonamiento de posibles subunidades GB y posteriormente se
procedera a hacer lo mismo para subunidades Gy. Con la expresién de ambas
proteinas se podra analizar su papel en la regulacién de la via de la MAP quinasa.

Con respecto a la inhibicién de adenili ciclasa queda pendiente el estudio
sobre el mecanismo por el cual se provoca esta inhibicion. Durante mucho tiempo
se postuld que la inhibicién de la adenilil ciclasa por.la proteina Go; era provocada
por un efecto indirecto, puesto que Go; al secuestrar dimeros GBy bloquea
cualquier efecto estimulador de la ciclasa por proteinas Gos. Sin embargo, se han
encontrado varios sistemas en los cuales existe un efecto directo de Go; sobre la
adenilil ciclasa. Por ejemplo, experimentos realizados usando mutantes activas

constitutivamente de Go; se ha demostrado inhibicién de adenilil ciclasa por 3

subunidades Goy diferentes (Wong y cols., 1991; Lowndes y cols., 1991; Hermout
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y cols., 1991; Wong y cols., 1992). Por otro lado, también se ha encontrado varios
sistemas donde el dimero GBy también es capaz de regular directamente a
distintos efectores entre estos figuran: canales de potasio (Reuveny y cols., 1994),
adenilil ciclasas (Fegiennan y cols., 1992), fosfolipasa CB (Kaiz y cols., 1992), Raf-1
(Crespo y cols., 1994), BARK y recientemente tirosina quinasas (Blesen y cols.,
1995). | En nuestros experimentos hemos demostrado la existencia de un efecto
inhibidor sobre adenilil ciclasa de células COS-7, sin embargo no hemos
establecido el mecanismo por el cual se produce esta inhibicion, si a través del
dimero Gy, la subunidad Go; o0 a través de ambos. En el oocito se han
clonado las proteinas Gayt, Goz Y G, las cuales junto con las subunidades GBy
que se puedan obtener en el futuro, permitiran analizar su papel regulador sobre la
actividad de la adenilil ciclasa. También 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 inhibicion de la-adenilil ciclasa por
progesterona no se ha establecido. Esto podria ocurrir a través de la misma
proteina G que regula a la via de la MAP quinasa o a través de una proteina G
diferente. Una vez que se identifiquen los componentes que participan en la via
regulada por acetilcolina, se puede estudiar su participacion en el proceso
maduracion meibtica inducido por la progesterona.

Por otro lado, en los estudios presentados en esta tesis no se considera
el papel que podrian cumplir los receptores M3 y M1 en el oocito. En los
experimentos de activacion de la MAP quinasa, se pudo observar que en células
que sobreexpresan el receptor muscarinico m1 humano, se produce una gran
esﬁmulacién de la MAP quinasa ERK2 frente a la adicién de carbacol Esto
también ha sido descrito en la literatura (Crespo y cols., 1994). A partir de estos

estudios no podemos descartar que el receptor M1 y/o M3, presentes en el

oocito, también puedan cumplir algin papel en el proceso de maduracién
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meidtica. Por esta razén, 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 participacion en el proceso de
maduracién meidtica.

Finalmente, en nuestro laboratorio se han clonado dos tipos de proteinas
Go; Yy una adenilil ciclasa. Coexpresando estas proteinas en células en cultivo se
podria determinar especificamente si alguna de estas proteinas G; participa en la
transduccién de la sefial para el receptor muscarinico del oocito y determinar si la
adenilil ciclasa clonada es inhibida por la acetilcolina. También en este caso,
mediante estudios de sobreexpresion en oocitos se puede estudiar la posible
participacion de estas proteinas en el proceso potenciacion de la maduracion

meidbtica.
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CONCLUSIONES

Los logros mas importantes de este trabajo de tesis son:

1. Se secuencié un cDNA codificante para un receptor muscarinico, que por

similitud de secuencia con receptores de mamifero corresponde al subtipo m4.

2. Se determiné que el gen gendmico no posee infrones en su regién
codificante, existe una copia del gen el genoma y no se descarta la existencia de

otros genes codificantes para otro tipo de receptores muscarinicos.

3. Se'expreso el receptor en tres sistemas diferentes. Un sistema in vitro, de
lisado de reticulocito, donde no se encontré unién del ligando N-metil escopolamina,
y dos sistemas in vivo, levaduras y células en cultivo, donde si se encontré union

del ligando.

4, En células en culiivo se demostré que el receptor presenta un perfil

farmacolégico que lo define como receptor muscarinico

5. En células en cultivo se demostré que el receptor inhibe la actividad de la

adenilil ciclasa y no regula la actividad de la fosfolipasa C.

6. Usando células en cultivo se demostré que el receptor también provoca
una activacion en la enzima MAP quinasa, activacién que es sensible a la accién

de la toxina de Bordetella pertussis.

1
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7. La activacién de la MAP quinasa se produce por un mecanismo que
involucra [a participacién del dimero GBy de la proteina G.
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by in vitro transcription and translation of the gene, showing
a protein product of 54,000 Da (data not shown). The long 3’
unstranslated region contains one polyadenylation signal at its

end (bases 2833-2838) but no poly(A) tail was found.

15

3
20

135
40

135
60

255
80

315
100

375
120

435
140

495
160

555
180

615
200

675
220

735
240

795
260

855
280

915
300

975
320

1035
340

1095
360

1155
380

1215
400

1275
420

1335
440

1395
460

1455
480

1515
484

2860

L. Herrera et al.| FEBS Letters 352 (1994 ) 175-179

Fig. 1. Nucleotide and deduced amino acid sequence of the Xenopus
laevis oocyte cDNA clone. The solid bar below the amino acid sequence
indicates the DNA region recognized by the oligonucleotide probe
deduced from mammalian muscarinic receptor DNA sequences mI-m5
(see section 2). The solid bar below the 3 non-coding nucleotide region
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. Analysis of the xMR predicted amino acid sequence

All G protein-coupled receptors (GPCR) have been shown
to possess seven hydrophobic transmembrane domains [26],
and this feature has been used to classify our sequence as 2
GPCR, through hydropathy analysis. (data not shown). Fig. 2
shows an alignment of the xMR protein sequence with other
known human muscarinic species, ml-m5 [27). The highest
identity appears with m4 (78%), and to a lesser extent with the
remaining sequences (between 37 and 54%).

3.3. Structure of the xMR genomic gene by Southern and PCR
analysis

Xenopus genomic DNA was subjected to PCR amplification
with 9 different oligonucleotides in order to determine the size
of the xMR gene. Fig. 3A shows a diagram of the xXMR cDNA
and the localization of the primers utilized to amplify different
regions of the gene. Fig. 3B shows the electrophoretic analysis
of the PCR products. As can be seen, all PCR products corre-
spond to the expected sizes of an intronless gene. In order to
analyze the genomic profile of the xMR gene, a specific probe,
described in section 2, was utilized in 2 Southern blot analysis.
Xenopus genomic DNA was digested with Hhal or double di-
gested with Hhal and Puull. As shown in Fig. 4A the XMR
c¢DNA has two Hhal sitcs, located at positions 247 and 2,161
and two Pvull sites at positions 874 and 2,566. Thus in an
intronless gene the expected hybridizing band size for the single
digestion is 1,914 bp and two bands of 1,287 bp and 627 bp for
the double digestion. The results shown in Fig. 4B agree with
the restriction analysis since the DNA hybridization pattern
obtained after the Southern blotting shows a major band close
to 1,900 bp (Hhal single digestion) and two bands close to 1,300
bp and 600 bp (Hhall Pyull double digestion). From these two
bands the one having 627 bp shows a stronger hybridization
than the 1,287 bp fragment. The different strength in the hy-
bridization pattern is perfectly explained by the localization of
the probe with respect to the size of the complementary regions
that hybridize with the probe (see Fig. 4A).

4. Discussion

The molecular identity of the muscarinic receptor involved
in acetylcholine transducction signal in Xenopus oocyte is not
yet characterized. Electrophysiological and pharmacological
studies have implicated the M3 and M1 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-
nyly! cyclase [32]. For a better understanding of the physiolog-
ical role of this receptor we considered it important to charac-
terize it at the molecular level and decided to clone its gene from
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Fig. 2. Comparison of the deduced amino acid sequence of the Xenopus muscarinic receptor (XMR) with the five human muscarinic receptors,
hm1-hm5 [27]. Identical amino acids along the sequences are indicated by * symbols and the putative transmembrane domains are indicated as I-VII

and solid bars.

a Xenopus laevis oocyte cDNA library. The deduced amino acid
sequence from the cloned cDNA revealed an ORF encoding a
protein of 458 residues (Fig. 1) with a deduced molecular weight
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, roman numbers I-VII), indicating that the oocyte
protein belongs to the G protein-coupled receptor family. Sur-
prisingly, the deduced primary structure did not show the high-
est homology with the m3 or ml subtypes (37-54%), but
with the human mé4 receptor (78%) (Fig. 2). Interestingly, the
Xenopus 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
regulating the adenylyl cyclase activity, as it does in mammalian
cells [28], or it could be positively regulating the phospholipase
C activity, as previously shown by pharmacological studies
[21,22]. 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 amoplification the presence of one intron-
less gene for a Xenopus muscarinic receptor (Figs. 3 and 4). This
feature is shared by other muscarinic receptors [29], and consid-
ering the strength of the major hybridizing band in comparison
to other very faint ones (Fig. 4B) we can conclude that in
Xenopus 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 Xenopus laevis genomic DNA. (A) The
diagram shows the Xenopus cDNA structure. The box indicates the
open reading frame and thin black lines of the 5’ and 3’ non-coding
regions. The arrows indicate the oligonucleotide primers used during
the PCR amplification. The thick black bars, preceded by capital let-
ters, indicate the amplified DNA fragments, and the numbers below the
bars show the expected size of each fragment. (B) Electrophoretic anal-
ysis of PCR products. Numbers at the left and at the right indicate the
size of DNA standards. Capital letters at the top indicate the PCR
amplified products as shown in A.
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