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Introduccion






2.1 Dolor

Cada individuo aprende el significado de la palabra dolor a través de su
experiencia personal; podemos decir que el dolor es un mecanismo de alarma
mediante el cual un individuo reconoce un dafio en la integridad fisica de su cuerpo.
La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP) lo define como “ una
experiencia sensorial y emocional desagradable, asociada con un dafo tisular real o
potencial y que incluye una serie de conductas relacionadas con el dolor, visibles o
audibles, que pueden ser modificadas por el aprendizaje” (Ledn-Olea, 2001). La
nocicepcion estd modulada por factores psicobioldgicos y se puede percibir o no
como dolor, dependiendo del entorno, ambito cultural, habitos familiares, etc. En este
sentido, la alodinia se puede definir como presencia de dolor ante un estimulo que

normalmente no desencadena dolor.

2.2 Opioides, perspectiva historica

Intentar calmar el dolor ha sido y sigue siendo
una de las preocupaciones mas importantes en el mundo
de la Medicina. Desde tiempos remotos se han empleado
plantas para paliar el dolor. Entre éstas destaca el uso de

productos derivados de la amapola (Papaver

somniferum) o adormidera, siendo el mas conocido el

Figura 1: Fruto de la

adormidera Papaver . . . . .
sommiferum) (Pap opio, también denominado meconium (Figura 1). Se

sabe, por interpretacion de datos arqueoldgicos, que los primeros cultivos de

amapolas para su uso medicinal aparecen en la Baja Mesopotamia por los afios 3400



a.C., asi los sumerios se referian a ella como “Hul Gil”, la planta de la felicidad. De

" esta zona de Oriente Medio su utilizacién se propagd
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hacia culturas de la Europa mediterranea y del resto de
Asia. En el Antiguo Egipto se recogen datos de su uso
medicinal. Se hace referencia en una gran cantidad de

jeroglificos al jugo que se extraia de las cabezas de las
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En el papiro de Ebers (Figura 2), el méas antiguo de los

. ] tratados médicos conocidos, datado cerca del afio 1500
Figura 2: Fragmento del

papiro de Ebers en el que . . )
se describen sustancias a.C. en el antiguo Egipto, se explica uno de sus empleos

analgésicas

reconocidos “evitar que los bebes griten fuerte”. En el afio
340 a.C., Hipdcrates, padre de la medicina, le da el nombre actual; éste junto con sus
discipulos, difundieron su uso en la Grecia Antigua, utilizandolo como analgésico,
anestésico en cirugia e, incluso, para practicar la eutanasia a enfermos terminales. En
este sentido, Plinio el Viejo (Cayo Plinio Cecilio Segundo) en su obra Naturalis
historia comenta: ““de los bienes que la naturaleza concedié al hombre ninguno hay
mejor que una muerte a tiempo, y lo optimo es que cada cual pueda darsela a si
mismo”. Los médicos griegos también utilizaban pequefias dosis de opio para
preparar las zeriaka o triacas, antidotos para el envenenamiento que contenian
venenos en dosis homeopaticas (como cicuta o aconito). Posteriormente, cuando
Galeno confecciond su Antidoto Magno, en el siglo Il, la proporcion de jugo de
adormidera habia crecido hasta un 40 %. Practicamente todos los emperadores
romanos usaban triacas a diario. Dioscorides en su libro Materia medica describe el

opio como algo que quita totalmente el dolor, mitiga la tos, frena los reflujos

estomacales y se aplica a quienes no pueden dormir. Ademas, gracias a él, y a otros



escritores romanos, se sabe que era frecuente la adulteracion del opio debido a que su
demanda era muy grande (Figura 3). En el afio 312 habia censadas 793 tiendas
dedicadas a vender opio en Roma. Sin embargo, pese a su extenso uso no hay
referencias sobre los problemas que su uso conlleva; a los usuarios habituales no se
los considera ni enfermos, ni marginados sociales. De ahi que en latin no haya una

expresion equivalente a opioindGmano, si bien ya habia al menos una docena de

equivalentes a alcohdlico. Esta planta llegé desde la
cuenca mediterranea portada por Alejandro Magno
hasta Asia. En la medicina arabe, Albucasim,

médico del califa Abderraman, usaba cilantro y

opio para dolores intensos, y Avicena propugnaba

su uso en el Islam del siglo X. Tras la Edad Media,

Figura 3: Opio puro

en la cual la farmacopea cay6 en desuso, Paracelso
promovid el uso de una bebida que contenia opio a la que denomind laudano (vino
blanco, azafran, clavo, canela y otras sustancias ademas del opio), calificandola de
“piedra de la inmortalidad” y cuyo uso se extendid a lo largo de toda Europa central
en el siglo XVI. Ya en el siglo XVII destacan las figuras de Thomas Sydenham en
Inglaterra, que usaba vino de Malaga, y Van
Helmont en Holanda; ambos consideraban al opio
como una panacea universal para todos los males.

Se usaba cominmente para reducir cualquier tipo

de dolor, desde el dolor provocado por la salida

de los dientes en los nifios a los tipicos dolores  Figura 4: Fumadero de opio en una
casa de huéspedes china en San

. , Francisco, California. (1890
producidos por el cancer y otras enfermedades (1890)

terminales; para adormecer, para la ansiedad, para el tratamiento de la diarrea



(prescripcion que aun se sigue utilizando en algunos casos) y para eliminar la tos en

todo tipo de procesos, desde una simple gripe a una tuberculosis.

El Opio es, junto con los productos derivados de la fermentacion alcohdlica,

probablemente una de las primeras sustancias con caracteristicas psicoactivas que el

hombre empled con fines ludicos (Figura 4), ademas de fines médicos; asi, junto a su

uso se desarroll6 paralelamente su abuso. No existen referencias historicas que

mencionen que el opio produce adiccion hasta el siglo XVI, cuando se describen los

primeros casos de dependencia fisica y psiquica debidos al uso de este agente. En el

siglo X1X existia un definido sistema comercial alrededor del opio, que desencadeno

la denominada Guerra del Opio entre China e Inglaterra, ya que el abuso de opio en

Figura 5: A. Estructura de la morfina. B.
Estructura de la heroina (diacetilmorfina).

China se habia convertido en un grave
problema, y en Inglaterra era comUn su uso
para el dolor de muelas, los cdlicos, e incluso
se daba a casi todos los bebés y nifios

pequefos para mantenerlos tranquilos.

En 1806, un farmacéutico aleman,
Friedrich W. A. Sertirner, aislé por primera
vez el principal componente del opio, una
base alcalina de color blanco amarillento a la
que denomind morfina en honor a Morfeo,
dios griego de los suefios. Debemos destacar
que la morfina es la primera sustancia

quimica pura aislada e identificada como el



principio activo de un producto natural (Figura 5A). La morfina representa
aproximadamente el 15% del peso total del opio. El opio, ademas de morfina,
contiene hasta un 25% de su peso en alcaloides (Figura 6). Con el tiempo se llegaron
a aislar otros componentes del opio como la codeina o metilmorfina (0.5% en peso del
opio), importante sustancia con propiedades antitusigenas y ligeramente adictivas;
tebaina que posee efectos convulsivantes pero no analgésicos (1%); papaverina con
ligeras propiedades relajantes musculares (1%); y noscapina también con propiedades

antitusigenas (10%).

Morfina Codeina Tebaina

Papaverina Noscapina
O
@)
HC” N <
0 i
H;C \0 =N CH;

HiC -

O—cH;

Figura 6: Principales alcaloides presentes en el opio: morfina, codeina, tebaina, papaverina y noscapina.

La morfina fue incorporandose a una gran variedad de remedios al alcance del
publico para el tratamiento del dolor, y ain hoy en dia es el analgésico de eleccion en

casos de dolor muy intenso y como referente para la evaluacion de nuevos productos



analgésicos. Con la invencion de la jeringuilla
hipodérmica, la difusion del uso de la morfina aumento
considerablemente convirtiéndose en droga medicinal
de uso preponderante. Al observar que la morfina era

tan adictiva como el opio y dado que ya existia una

preocupacion por sus efectos indeseables, se procedio a

Figura 7: Envase de la heroina ) .
comercializada por Bayer. En  la busqueda de nuevos compuestos que carecieran de

1899 Bayer producia una

tonelada de heroina al afio. estas caracteristicas; asf, un quimico inglés C.R. Wright
en 1874 sintetizd la heroina (Figura 5B), cuando accidentalmente hirvié morfina junto
con anhidrido acético durante varias horas. Este derivado diacetilado llega con més
facilidad al sistema nervioso. Sin embargo no fue éste, sino Heinrich Dreser quien vio
su potencial comercial. En 1897 la empresa farmacéutica Bayer sintetiza la heroina y
pronto es comercializada siendo anunciada como no adictiva (Snyder, 1996) (Figura
7). No fue hasta principios del siglo XX cuando se advirtio que la heroina poseia
propiedades tan adictivas como la morfina. (Para una revision mas completa de los

aspectos historicos del uso del opio y la morfina ver: Brownstein, 1993; Escohotado,

1992; Snyder, 1996.

2.3 Mecanismos de modulacion del dolor por el sistema opioide

La percepcion de los estimulos dolorosos, de tipo mecéanico, térmico o
quimico, asi como la respuesta a inflamacion aguda o cronica o lesiones en los
nervios, implica la participacion de estructuras neuronales, desde los terminales

periféricos hasta las regiones somatosensoriales de la corteza cerebral, cada uno de los



cuales participa en mecanismos modulatorios muy diversos, y es también objeto de
otros sistemas reguladores (Zieglgansberger y Tolk, 1993).

La sensacién dolorosa se

Mecanorreceptor Fibras Af
A e transmite a través del sistema
: g aferente desde las terminaciones

I Nociceptor
Termorreceptor
Mecanorreceptor

de fibras nerviosas del tipo A-8
y C hasta las astas dorsales de la
medula espinal (Figura 8A).
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Figura 8: Esquema que representa las aferencias hasta el

asta dorsal de la médula espinal en distintos tipos de
receptores somatosensoriales. B: Regulacion de la via
nociceptina por la via descendente (SHT. Serotonina; NE.
Norepinefrina). del encéfalo y diencéfalo

a diversas regiones del tronco

incluyendo el tdlamo, sustancia gris periacueductal, formacién reticular parabraquial y
nacleos de la porcion rostroventral del bulbo raquideo. Desde el tdlamo parten
proyecciones hacia distintas areas, como el area sensitiva secundaria parietal, el
I6bulo frontal, zonas del 16bulo temporal, el sistema limbico o el hipotalamo (Willis y
Westlund, 1997, Bolay y Moskowitz, 2002). El sistema eferente, que controla la
transmision de la informacion nociceptiva tiene su origen en la corteza, mesencéfalo y

bulbo raquideo, e incluye estructuras como la sustancia gris periacueductal, locus



coeruleus, subcoeruleus, nucleos de Kolliker-Fuse, nacleo magno del rafe y varios

nucleos de la formacion reticular bulbar (Willis y Westlund, 1997).

Los opioides actlian tanto sobre el sistema aferente que lleva la informacion
nociceptiva como sobre el sistema eferente que lo controla, tanto a nivel supraespinal
como en la propia médula espinal. Por una parte, los opioides activan las conexiones
excitatorias entre la sustancia gris periacueductal y del nucleo reticular
paragigantocelular, proyectando a la porcion rostroventral del bulbo raquideo, donde
se localizan las neuronas del nacleo magno del rafe. Las neuronas del rafe, ricas en
péptidos opioides, conectan a su vez con las neuronas nociceptivas en las laminas I,
I, V, VI y VII de las astas dorsales de la médula espinal, a las que inhiben (Figura

8B)(Basbaum y Fields, 1984).

y
{
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Figura 9: En los dibujos se representan las vias ascendentes de la informacién nociceptiva A:
via neoespinotalamica B: via paleoespinotalamica, espinorreticular y espinomesencefalica
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Los opioides también acttan a nivel espinal, ya que existe una accion directa
sobre el asta dorsal y las terminaciones periféricas de las neuronas aferentes

nociceptivas, inhibiendo la liberacién de sustancia P (Ossipov y cols., 2004).

El mecanismo de accién de los opioides en la parte rostroventral del bulbo
raquideo se basa en la existencia de dos clases de neuronas muy importantes para la
transmision del dolor. Estas células se denominan ON y OFF; las primeras van a
facilitar la transmisién de la informacion nociceptiva y las sustancias opiaceas
impiden su activacion; las segundas inhiben la transmision del impulso doloroso y son
activadas indirectamente por las sustancias opiaceas mediante la inhibicion de un
mecanismo inhibitorio que es ejercido sobre ellas por interneuronas que contienen

GABA y que son asimilables a las células ON (Fields y cols., 1991).

También es importante que los opioides actuan a nivel limbico y cortical no
solo reduciendo la sensibilidad al estimulo doloroso, sino también atenuando la
percepcién del dolor y el tono desagradable o angustioso del mismo. En algunos
casos, el dolor es sustituido incluso por una sensacién placentera, como la que

acompanfa a la administracion de opiaceos (Florez, 1992).

2.4 Otros efectos fisioldgicos de las sustancias opiaceas

Ademas de los efectos analgésicos que poseen las sustancias opiaceas que las
hacen importantes en el tratamiento del dolor, se han demostrado otro tipo de efectos
en distintos tejidos. Uno de los primeros, que ya se conocia desde la antigiiedad, es la

actividad antidiarreica que presentan los opiaceos como resultado de la reduccién de
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la motilidad y secrecion gastrointestinal. También se ha observado aumento en la
presion de las vias biliares con hipertonia del esfinter de Odi y con frecuencia también

producen retencion urinaria (Pasternak, 1988).

Las sustancias opiaceas también ocasionan depresion respiratoria, afectando
mas a la frecuencia que a la amplitud, y a dosis altas son capaces de producir ritmos
anormales y apnea, provocando una reduccion de la sensibilidad del centro
respiratorio al CO,. Por otra parte son capaces de deprimir el reflejo de la tos. Los
opiaceos también van a tener efectos sobre el sistema cardiovascular produciendo
bradicardia e hipotension por vasodilatacion tanto arterial como venosa. Otros efectos
derivados de la administracion de sustancias opiaceas son la hipotermia de origen
hipotalamico, miosis, hipertonia de origen central e induccion de nauseas y vomitos
(Pasternak, 1988). En el sistema neuroendocrino los opiaceos modifican la secrecion
hipofisaria por actuar tanto sobre el hipotalamo como sobre la hipofisis. Estimulan la
secrecion de la hormona adrenocorticotropa (ACTH), somatostatina, prolactina,
hormona estimulante de los melanocitos f (B-MSH) y hormonas antidiuréticas;
también inhiben la secrecidn de la hormona estimulante del tiroides (TSH), hormona

luteinizante (LH) y foliculo estimulante (FSH) (Mansour y cols., 1995a).

Por altimo, se ha observado que la administracion crénica de opiaceos provoca

depresion del sistema inmune afectando a varios de los tipos celulares que lo

componen (Chao y cols., 1997; Eisenstein y cols., 1998; McCarthy y cols., 2001).
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2.5 Drogodependencia

La adiccion se puede definir como una enfermedad compleja que se
caracteriza por una compulsiva, a veces incontrolable, ansia o deseo irresistible de
acceder a una sustancia para administrarsela (craving) y la bldsqueda compulsiva
(seeking) y el uso que persiste incluso a pesar de sus, en ocasiones, graves efectos

perjudiciales y con posibles recaidas incluso tras largos periodos de abstinencia.

2.5.1 Tolerancia

La tolerancia se define como una disminucion o pérdida en el efecto de una
droga, como consecuencia de su administracion a lo largo del tiempo, de forma
regular, ocasionando que se requiera méas cada vez para producir el mismo efecto. De
esta forma adictos que han desarrollado tolerancia hacia una droga deben
administrarse dosis mucho mayores, que en el caso de los opidceos parece no alcanzar
un maximo. Sirva de ejemplo la experiencia referida en Inglaterra donde se han usado
dosis 100 veces mayores que la dosis psicoactiva de heroina en determinados
pacientes, lo cual también es un procedimiento estandar en los programas de

metadona.

El problema no se soluciona simplemente permitiendo a los adictos el uso de
cocaina o heroina; por ejemplo, disponer de la cantidad que quieran de dichas drogas,
ya que incluso en estos casos acaban apareciendo estados de animo negativos, con una

irritabilidad incrementada, hostilidad y paranoia.



La manifestacién contraria a la tolerancia es la sensibilizacion o tolerancia

reversa, en la que una dosis constante de droga produce efectos cada vez mayores.

2.5.2 Dependencia

Acompafiando al proceso de tolerancia también se desarrolla un estado en el

que el cese de la utilizacion de la droga produce el sindrome de abstinencia que es
automaticamente bloqueado por la administracion de una dosis de la misma droga.
Ese estado se denomina dependencia. La dependencia no es un efecto de la droga en
su sentido normal, ya que s6lo se observa cuando se priva de dicha droga. La
dependencia, como la tolerancia, es una consecuencia de la adiccion, sin embargo

también la dirige.

Dentro de las drogas de abuso mas consumidas en nuestra sociedad, caben
destacar los agentes opiaceos, que actlan a través del sistema opioide; el
tetrahidrocannabinol (THC) en sus diversas formas de consumo, que actta sobre el
sistema endocannabinoide; y la cocaina y otros estimulantes como las anfetaminas,
que llevan a cabo su accion a través del sistema dopaminérgico (Self y Nestler, 1995).
Los opiaceos, entre los que destacan la morfina y la heroina, son de particular interés,
pues su diana fisiologica, el receptor opioide, es el componente mas importante del
sistema de analgesia enddgena al inhibir la transmision nociceptiva tanto a nivel

central como periférico (Besson, 1999).
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2.6 El receptor opioide

Muchos compuestos, como neurotransmisores, hormonas, etc. actlan
selectivamente sobre determinados sitios de reconocimiento, por lo que la alta
especificidad y elevada potencia de los opioides sugiri6 la presencia de un sitio de
union especifico en el sistema nervioso, a través del cual las sustancias opiéceas
ejercerian su efecto. A ese sitio se lo denomind receptor opioide. Los primeros
intentos para demostrar la existencia de este receptor especifico fracasaron debido a
su relativa escasez en los tejidos y la carencia de compuestos agonistas que pudieran
ser marcados con suficiente radioactividad de forma que se permitiera distinguir entre
la union del compuesto y el ruido de fondo (Goldstein y cols., 1971). La demostracion
definitiva de la existencia del receptor opioide, es decir la existencia de sitios de
unién especificos, estéreo-selectivos y saturables para sustancias opioides en el
sistema nervioso de mamiferos, se logrdé simultaneamente en tres laboratorios
utilizando ligandos marcados radiactivamente con una alta actividad especifica que se
podian usar a bajas concentraciones (Pert y Zinder, 1973; Simon y cols., 1973;
Terenius, 1973). Asimismo, se observd que estos sitios de unidén no presentaban una
distribucion homogenea dentro del sistema nervioso, concentrandose su localizacion
en amigdala, sustancia gris periacueductal, hipotdlamo, tdlamo y ndcleo caudado

(Kuhar y cols., 1973).

La diferente actividad analgésica de los diversos compuestos opioides y la
falta de tolerancia cruzada entre ellos; es decir, un compuesto dado no es capaz de
suprimir el sindrome de abstinencia inducido en un animal habituado por otro distinto,

hizo pensar en la posible existencia de mas de un tipo de receptor opioide (Martin y
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cols., 1976). Inicialmente se definieron tres tipos de receptores opioides con
propiedades farmacoldgicas claramente diferenciadas, que se denominaron en funcion
de la existencia de un compuesto con actividad definida sobre cada uno de ellos:
receptor mu, por la morfina; receptor kappa, por la ketociclazocina; y receptor sigma,
por SKF 10047 (2’hidroxi-5,9-dimetil-2-alil-6,7-benzomorfano), si bien este ultimo
no se considera hoy en dia como un receptor opioide, en parte debido a que su
actividad no es bloqueada por el antagonista naloxona, como ocurre con los demas
receptores opioides (revisado en Snyder y Pasternak, 2003). Un tercer tipo de receptor
opioide, que se denomino delta, se descubrié al analizar la accién de las encefalinas

en el vaso deferente de raton (Lord y cols., 1977).

La idea de buscar distintos tipos y posteriormente subtipos farmacolédgicos de
receptores opioides pretendia diferenciar el receptor que mediara las acciones
analgésicas de aquel responsable de las propiedades adictivas de los opiaceos. Sin
embargo, no fue hasta la clonacién y caracterizacion de los receptores opioides

cuando se comprobd que esas dos acciones estan intimamente relacionadas.

2.7 Clonacion de los receptores opioides

La identificacion de tipos y subtipos farmacoldgicos precedid a la clonacion
de los genes que codifican los receptores opioides y no se sabia si éstos estaban
codificados por uno o varios genes. Hasta la fecha se conoce la existencia de cuatro
genes que codifican los receptores opioides: delta, mu, kappa y ORL (de Opioid
Receptor Like). A pesar de la existencia de Unicamente 4 genes se han identificado

multiples fenotipos farmacoldgicos, por lo que actualmente se mantiene la teoria de
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que el resto de los subtipos se explicarian por productos de procesamiento alternativo,
modificaciones postraduccionales, distinta localizacién tisular de los receptores y
fendmenos de homo- y/o heterodimerizacion e interaccion diferencial con distintas

proteinas intracelulares como las proteinas G.

El primer receptor opioide clonado de forma simultanea, por dos grupos
independientes, fue el receptor delta de rata y a este hecho le siguio la clonacion del

receptor en distintos organismos, y la clonacion del resto de receptores (Tabla 1).

Receptor Especie Publicacién
ratén Evans y cols., 1992; Kieffer y cols., 1992
rata Fukuda y cols., 1993
delta humano Knapp y cols., 1994
Rana pipiens Stevens, 2004
pez cebra Barrallo y cols., 1998a y b; Pineal-
Seoane y cols., 2006
rata Fukuda y cols., 1993; Wang y cols., 1993;
Thompson y cols., 1993
ratéon Min y cols., 1994
humano Wang y cols., 1994a
mu Rana pipiens Stevens, 2004
Ec?rt:ritgrr::rfi Darlison y cols., 1997
Bovino Onoprishvili y cols., 1999
Porcino Pampusch y cols., 1998
pez cebra Barallo y cols., 2000
raton Yasuda y cols., 1993
rata Nishi y cols., 1993
kappa humano Simonin y cols., 1995
rana pipiens Stevens, 2004
pez cebra Alvar y cols., 2006
raton Nishi y cols., 1994
ORL rata Wang y cols., 1994b
Humano Mollereau y cols., 1994
pez cebra Rivas boyero, Tesis Doctoral 2003

Tabla 1: Referencias de la clonacion de los primeros receptores opioides en las
principales especies utilizadas
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El receptor delta que fue clonado utilizando una genoteca de expresion de la
linea celular glioma-hibridoma NG108-15 murina, que expresa altos niveles del
receptor delta y que carece de receptores de tipo mu y kappa, mostré caracteristicas de

union a ligandos selectivos delta y se ha asociado con el subtipo farmacoldgico delta;.

Tras la clonacién del primer receptor opioide se pudieron generar
oligonucleétidos degenerados que permitieron la clonacion del receptor mu, el
receptor morfinico que resultaria corresponder al subtipo farmacolégico mu;. El
receptor kappa se encontrd por casualidad cuando se intentaba clonar el receptor de
somatostatina de raton. El analisis farmacoldgico de los receptores de mamifero
expresados en sistemas heterdlogos indico que el receptor clonado se comporta como

subtipo kappa;.

El receptor ORL se clon6 en 1994. Al realizar ensayos farmacoldgicos con el
receptor ORL de mamiferos se comprob6 que los compuestos opioides clasicos
presentaban muy baja afinidad por este receptor. Como no se conocia el ligando de
este receptor se le denomind “receptor huérfano” u ORL. Posteriormente se identifico
el ligando enddgeno, un péptido de 17 aminoacidos muy parecido a la dinorfina A, y
que se denomind nociceptina u orfanina FQ (Meunier y cols., 1995; Reinscheid y

cols., 1995).

2.8 Caracterizacion molecular de los receptores opioides

Tras la clonacién de los distintos tipos de receptores opioides se han podido

realizar comparaciones entre sus secuencias y se ha comprobado que presentan una
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alta homologia entre ellos. Estos receptores pertenecen a la superfamilia de receptores
con siete dominios transmembrana y que se acoplan a proteinas G heterotriméricas,
también denominados GPCR (G Protein Couple Receptor). La existencia de los siete
dominios transmembrana genera tanto en el lado interno de la membrana como en el
externo una serie de lazos que van a ser fundamentales para su funcionamiento.
Ademas en el lado externo de la membrana se localiza el extremo amino terminal y en
el interno el extremo carboxilo terminal. Los tres lazos que quedan hacia el exterior
estan implicados en la selectividad del receptor, mientras que los internos seran los
encargados de la transduccion de la sefial (Reisine, 1995) (Figura 10). Esta estructura
se comparte con un gran nimero de receptores de neurotransmisores, tales como la

sustancia P, neuropéptido Y, somatostatina, etc. (Uhl y cols., 1994).

CO0

Figura 10: Esquema de la estructura general de un receptor opioide, miembro de la
superfamilia de receptores acoplados a proteinas G (GPCRs). Se puede observar como el
receptor se encuentra inmerso en la bicapa lipidica, con su extremo amino terminal hacia el
exterior celular y el carboxilo hacia el interior. También se puede apreciar la disposicion de
las hélices transmembrana, muy importantes para su funcionamiento, asi como los lazos
intra y extracelulares.

19



En mamiferos este tipo de receptores presenta una serie de modificaciones
postraduccionales tales como N-glicosilaciones en residuos de asparragina en el
extremo amino terminal (cinco sitios en el receptor de tipo mu y dos en los receptores
kappa y delta). También nos encontramos con la presencia de un puente disulfuro
entre residuos de cisteina en el segundo y tercer lazo extracelular, permitiendo una
estabilizacion de la estructura tridimensional de la proteina. En el extremo carboxilo
terminal asi como en el tercer lazo intracelular existen secuencias consenso de
fosforilacion en residuos de serina y treonina, los cuales intervendrian en la
regulacion de la actividad del receptor. También hay un resto de cisteina en el
extremo carboxilo terminal susceptible de palmitoilacion que formaria un cuarto lazo
intracelular tal y como ocurre en otros receptores pertenecientes a la misma

superfamilia de receptores que se acoplan a proteinas G.

Cuando se comparan las secuencias de estos receptores podemos observar que
la mayor homologia se encuentra en los segmentos transmembrana, seguidos por los
lazos intracelulares segundo vy tercero. Este alto grado de homologia sugiere que los
mecanismos de transduccion de la sefial son muy similares en todos los receptores
opioides. Por el contrario los dominios de menor homologia son los lazos

extracelulares y los extremos amino y carboxilo terminal (Satoh y Minami, 1995).

Una de las teorias formuladas para explicar la union diferencial de ligandos
opioides al receptor postula la existencia de un bolsillo de unién formado por parte de
las hélices transmembrana, el cual seria comun a todos los receptores. La selectividad
vendria dada por un mecanismo de exclusion al interactuar los ligandos con los lazos

extracelulares, de forma que éstos actuarian como una barrera selectiva, favoreciendo

20



o impidiendo el acceso de los ligandos al bolsillo de unidn. De esta manera se podria
aplicar el concepto de “mensaje-direccion” a los ligandos opioides: el “mensaje”
estaria constituido por aquellos grupos quimicos que interaccionan con el bolsillo de
unién, mientras que la “direccién” intervendria en el proceso de discriminacién por
los lazos extracelulares. Esta teoria explicaria por qué los ligandos no selectivos son
relativamente insensibles a mutaciones puntuales, al contrario que los ligandos
altamente selectivos. En el caso de los antagonistas, se cree que se introducen mas
profundamente en el bolsillo de union, impidiendo el movimiento de las hélices
transmembrana 3 y 7, con lo que se impide a su vez que el receptor adopte la

conformacién activa (Pogozheva y cols., 1998) (Figura 11).

Antagonista

Figura 11: Demostracién de
como los agonistas Yy
antagonistas se unen de forma
distinta a los receptores
opioides. En el caso de los
agonistas, se unen y provocan
una rotacion de las hélices
originando un cambio
conformacional que deja
descubiertas regiones
intracelulares del receptor
implicadas en la activacion de
los sistemas efectores de la
transduccion de sefiales. En el
caso de la union de los
antagonistas estos  no
provocan ese cambio
conformacional no
produciéndose, por tanto, la
activacion.
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Este teoria fue formulada inicialmente por Metzger y Ferguson en 1995, y ha
sido avalada posteriormente por los resultados de otros autores (Befort y cols., 1996;

Pepin y cols., 1997).

2.9 Los péptidos opioides

En 1975 se aislo del cerebro de cerdo un factor que inhibia tanto la liberacion
de acetilcolina en los nervios que inervan el intestino delgado (Kosterlitz y
Waterfield, 1975) como las contracciones del vaso deferente de raton (Hughes, 1975),
siendo ambos efectos bloqueados por la naloxona. Teniendo en cuenta que la
naloxona actia de forma selectiva sobre los receptores opioides, se lleg6 a la
conclusion de que ese factor debia de ser su ligando endogeno. La posterior
caracterizacion molecular de dicho factor determindé que se trataba de dos
pentapéptidos cuya secuencia Unicamente diferia en el aminoacido carboxilo terminal,
metionina o leucina, por lo que se denominaron Met-encefalina y Leu-encefalina

respectivamente (Hughes vy cols.,

1975). El estudio de la estructura de /Ty, Gy Gly Phe X \

At mostrd I i i
estos dos peptidos demostro que la R " i N im—
H O H
\—/

MORFINA
Figura 12: Comparacion de la estructura quimica
de la morfina y de un péptido opioide. Rodeado por
un Ovalo se sefiala el motivo comin a las dos
moléculas, que debe ser reconocido por lo
sobre él, separados por una corta receptores opioides.

conformacién tridimensional de la
tirosina en posicion amino terminal

(Tyr - Gly - Gly - Phe - Met / Leu) es

parecida a la de la morfina (Figura

12): un anillo aromético hidroxilado

con un atomo de nitrogeno terciario
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cadena hidrocarbonada. Este mimetismo estructural podria explicar porque la
morfina, un alcaloide de origen vegetal, actla de forma especifica sobre los receptores
opioides como si se tratara de uno de sus ligandos enddgenos, ya que se podria unir de
manera similar al bolsillo de unién del receptor y producir un cambio conformacional

que provoca la activacion del receptor.

Tras la identificacion y caracterizacion de las encefalinas se han descubierto
muchos otros péptidos con actividad opioide, y estos presentan en su extremo amino

terminal la secuencia peptidica de las encefalinas (Tabla 2).

Precursor

Péptido Opioide

Secuencia Aminoacidica

Bibliografia

Proencefalina (PENK)

Met-ENK

Leu-ENK
Met-ENK-Arg-Phe
Met-ENK Arg-Gly-Leu
Péptido E

Péptido F
Amidorfina

YGGFM

YGGFL

YGGFMRF

YGGFMRGL
YGGFMRRVGRPEWWMDYQKRYGGFL
YGGFMKKMDELYPMEPEEEANGSEILAKRYGGFM
YGGFMKKMDELYPMEPEEEANGSEILA

Hughes y Cols., 1975; Noda y Cols., 1982;
Comb y Cols., 1982; Legon y Cols., 1982

Proopiomelanocortina
(POMC)

B-Endorfina (1-31)
B-Endorfina (1-27)
B-Endorfina (1-26)
B-Endorfina (1-17)

YGGFMTSEKSQTPLVTLFKNAIIKNAYKKGE
YGGFMTSEKSQTPLVTLFKNAIIKNAY
YGGFMTSEKSQTPLVTLFKNAIIKNA
YGGFMTSEKSQTPLVTL

Bradbury y Cols., 1976; Nakanishi y Cols.,
1979; Chang y Cols., 1980

Prodinorfina (PDYN)

Dinorfina A (1-17)
Dinorfina A (1-8)
Dinorfina B (1-13)
Dinorfina B (1-29)
a-neoendorfina

YGGFLRRIRPKLKWDNQ

YGGFLRRIR

YGGFLRRQFKVVT
YGGFLRRQFKVVTRSQEDPNAYSGEFDA
YGGFLRKYPK

Goldstein y Cols., 1981; Kakidani y Cols.,
1982; Horikawa y Cols., 1983; Civelli y
Cols., 1985; Kangawa y Cols., 1981

B-neoendorfina YGGFLRKYP
o Reinscheid y Cols., 1995; Meunier y Cols.,
Pronociceptina (PNOC) . )
Nociceptina FGGFTGARKSARKLANQ 1995; Pan y Cols., 1996
) Endomorfina-1 YPWF .
?
Proendomorfina (?) Endomorfina-2 YPEF Zadinay Cols., 1997

Tabla 2: Algunos de los péptidos enddgenos caracterizados, junto con sus secuencias
aminoacidicas, asi como los precursores de los que se originan. En el caso de las endomorfinas
todavia no se ha encontrado su precursor.

Aunque se ha intentado correlacionar un grupo de péptidos con un tipo de

receptor opioide, lo cierto es que todos los péptidos enddgenos presentan una alta
inespecificidad (Figura 13). Mansour y cols. (1995b), demostraron que practicamente
todos los péptidos se unen a los tres tipos de receptores en el rango nanomolar, si bien

los péptidos sin carga positiva en la “direccion” (como las encefalinas) presentan

23



menor afinidad por el receptor opioide kappa. Por ello, se cree que el receptor kappa
presenta una serie de requerimientos estructurales no compartidos con los receptores
delta y mu. Asimismo se establecid que la secuencia de las encefalinas es suficiente
para la union al receptor delta, mientras que las encefalinas “extendidas” se unen
mejor al kappa. En el caso del receptor mu parece que la secuencia Met-encefalina se

ve favorecida sobre la de Leu-encefalina.

/ Endomorfinas Encefalinas Endorfinas Dinorfinas \

Figura 13: Relaciones de afinidad entre los péptidos end6genos y los receptores opioides mu,
delta y kappa.

Por otra parte, un estudio llevado a cabo con la dinorfina A ha demostrado que
este ligando es capaz no sélo de unirse y activar los tres tipos de receptores opioides,
sino también presenta actividad agonista sobre el receptor ORL (Zhang y cols., 1998).
En el caso de las endomorfinas, éstas presentan una alta afinidad por el receptor mu y
muy baja por el delta y kappa (Zadina y cols., 1997). Finalmente, se ha determinado
que la nociceptina actla sobre el receptor ORL, aunque si el residuo de fenilalanina se
sustituye por tirosina el péptido resultante tiene alta afinidad por los receptores kappa

y mu (Reinscheid y cols., 1996).
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2.10 Farmacologia de los receptores opioides

Los ligandos opioides enddgenos demostraron no ser los compuestos iddneos
para la caracterizacion farmacoldgica de los receptores opioides identificados, ya que
presentan dos grandes inconvenientes: en primer lugar son compuesto de naturaleza
peptidica por lo que pueden ser degradados rapida y facilmente, ademas aunque se ha
intentado correlacionar un tipo de receptor opioide con un grupo de péptidos opioides,
se ha demostrado que los péptidos opioides se unen a los tres tipos de receptor sin
mostrar una alta especificidad por ninguno de ellos (Mansour y cols., 1995b). Debido
a, esto se han disefiado una serie de ligandos altamente selectivos para cada tipo de
receptor opioide que, junto con determinados ligandos no selectivos, se utilizan para
establecer el perfil farmacoldgico de los receptores opioides clonados. Dentro de estos
ligandos se puede diferenciar entre agonistas, antagonistas y agonistas parciales, cuya

naturaleza puede ser peptidica o no (Tabla 3).

Los receptores opioides delta presentan una alta afinidad por los agonistas
DPDPE, DSLET, deltorfina 11 y el antagonista naltrindol, los cuales se unen con
menor afinidad a los receptores mu y kappa. Ademas, se ha propuesto la existencia de
subtipos de receptor delta de acuerdo con estudios farmacoldgicos y de
comportamiento (Sofuoglu y cols., 1991): El receptor delta;, es activado
selectivamente por DPDPE y blogueado por el antagonista benzilidenenaltrexona
(BNTX); vy el receptor delta, es activado selectivamente por la deltorfina Il y
blogueado por el antagonista naltriben (NTB). Podemos decir también que ambos
subtipos son activados por las encefalinas y por la p-endorfina, y bloqueados con alta

afinidad por el antagonista naltrindol (NTI).
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El receptor opioide kappa exhibe una alta afinidad por los agonistas U50,488 y

U69,593 y por el antagonista nor-binaltorfimina (nor-BNI). Estudios farmacoldgicos

sugieren la posible existencia de tres subtipos de receptores kappa (Clark y cols.,

1989). Se ha caracterizado el compuesto U69,593 como agonista kappa; (de Lanerolle

y cols., 1997); GR89,696 (4-[(3,4 - diclorofenil)acetil] — 3 - (1 - pirrolidinilmetil) — 1 -

acido piperazina carboxilico metil éster fumarato) que se comporta como agonista

kappa; pero como antagonista kappa; (Caudle y cols., 1997), y bremazocina y

etilcetociclazocina (EKC) como agonistas kappa, (Rodriguez y cols., 2000). Por

altimo, se ha descrito la naloxona benzilhidrazona (NalBZOH) como agonista kappas

(Paul y cols., 1990).

Ligandos
Agonistas Antagonistas
Receptor Enddgenos Peptidicos No peptidicos Peptidicos No peptidicos
Leu-encefalina DPDPE BW373U86 ICI174.864 |Naltrindol
Delta Met-encefalina DSLET SNC 80 TIPP BTNX
DADLE Naltriben
Dinorfina A U50,488 Nor-BNI
Kappa Dinorfina B U69,593
EKC
Endomorfina 1 DAMGO Morfina CTOP Naloxonacina
Mu Endomorfina 2 PLO17 Fentanilo B-FNA
B-endorfina Sufentanilo
Etorfina Naloxona
No selectivo Metadona Diprenorfina
Levorfanol Naltrexona

Tabla 3: Algunos de los ligandos selectivos empleados en el estudio de los receptores opioides.

Por su parte, el receptor mu presenta una alta afinidad por el agonista

peptidico DAMGO, la morfina y su metabolito activo morfina-6-3-glucurénido, asi

como por los antagonistas CTOP y naloxonacina. La morfina, sin embargo, si se une a

los receptores delta y kappa aunque con afinidad baja. Estudios farmacoldgicos
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también sugieren la existencia de subtipos de receptores mu: mu; y muy, siendo éste
ultimo el que parece ser especifico para la morfina (Pasternak y Wood, 1986). El
antagonista naloxonazina se emplea para la diferenciacion de los receptores mu en
mu; y muy, al ser el subtipo muj sensible a naloxonazina, mientras que el subtipo mu,

es insensible a este compuesto (Pasternak, 2001).

2.11 Analisis de los sistemas de corte y empalme (Splicing) alternativo del

receptor opioide mu de mamifero

Los mecanismos de corte y empalme (splicing) son los que transforman a un
mensajero recién sintetizado en un mensajero maduro capaz de ser traducido; otros
mecanismos implicados en el proceso de maduracion son la poliadenilacion del
extremo 3’ o la adicion del la capucha (CAP) en el extremo 5°. El splicing alternativo
es un mecanismo por el cual el procesamiento de los RNA inmaduros (mRNA)
produce mas de un tipo de RNA mensajero maduro. Esto puede ser debido a la
presencia de exones alternativos que se pueden incluir en la secuencia del mensajero o
a pérdidas de alguno de los existentes. El proceso de splicing es complejo, varia segln
el tipo de RNA y en el intervienen un gran nimero de proteinas y
ribonucleoproteinas. En el caso de los receptores opioides de mamiferos, los exones
alternativos se encuentran localizados dispersamente entre los cuatro principales. Los
primeros descubiertos se encontraban entre los exones 3 y 4, y hacia la region 3" del
locus génico, modificando las secuencias aminoacidicas del extremo carboxilo
terminal. Recientemente (Pan y cols., 2001), han caracterizado cuatro nuevos exones
alternativos, situados en la region 5 del locus génico. De estos cuatro nuevos exones

alternativos, el exén 11 situado a 5  del exdn 1, esta precedido por una region
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promotora y contiene en su secuencia un ATG iniciador, pudiendo comenzar en ese

punto la transcripcion.

Exén 1112 ﬁnm 14 2%15 m 4 10 6 % 8 9
—& i O i
Pomoe Bl Promotor 1
mMOR-1 [ | R |
mMOR-1A I N
mMOR-1B1 I | |
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mMOR-1B4 B [ Na
mMOR-1BS . [AF e
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Figura 14: Esquema de las isoformas conocidas del receptor opioide mu de ratén, mostrandose
las formas de procesamiento alternativo. En el mapa génico se muestran con flechas las zonas
donde comienza la transcripcién. El exon 1 puede ser procesado de dos formas originando el
exon la (marrén oscuro) y el 1b (marrén claro).
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Asi del procesamiento alternativo de los dieciséis exones caracterizados hasta el
momento se han descubierto veinticinco isoformas del receptor opioide mu murino.
De las nueve isoformas que tienen como primer exon el once, estadn truncadas las
isoformas MOR-1G, MOR-1IM y MOR-1N, que so6lo presentan 6 dominios
transmembrana, y las otras cinco dan lugar a proteinas de menos de 10 KDa. Las dos
Gltimas en describirse, recientemente, han sido MOR1-10 y MOR1-1X, de

significado bioldgico todavia incierto (Pan y cols., 2001; Cadet, 2004) (Figura 14).

2.12 Transduccion de la sefial de los receptores opioides

Todos los receptores opioides comparten los mismos mecanismos efectores a
través de los cuales producen cambios especificos en el interior celular. Como se
menciond anteriormente los receptores opioides pertenecen a la superfamilia de
receptores acoplados a proteinas G heterotriméricas, principalmente del tipo Gi/Go
sensibles a la toxina pertusica (Reisine y cols., 1996), aunque cada vez hay mas
autores gque encuentran que también pueden interaccionar con proteinas G, miembros
de la familia de proteinas G inhibidoras insensibles a la toxina pertusica (Law y cols.,
2000) e incluso se ha apuntado la posibilidad de una interaccion directa de los
receptores opioides con las proteinas G, sensibles a la toxina colérica (Chakrabarti y

cols., 1998; Sziics y cols., 2004).

Las proteinas G heterotriméricas se componen de una subunidad o, con
actividad GTPésica intrinseca, una subunidad 3 y otra v, estando estas dos Ultimas tan
intimamente relacionadas que se consideran como una unidad funcional (Figura 15).

Hasta el momento se han descubierto 23 tipos de subunidades o, 5 de  y 11 v. Esta
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gran heterogeneidad implica el que en funcion de la combinacién que se forme la
respuesta ante la activacion del receptor va a poder ser distinta. La subunidad o en su
forma inactiva tiene unido GDP y se encuentra asociada al dimero fy. Cuando la
proteina G interactua con el receptor activado se produce el intercambio de GDP por
GTP liberandose la subunidad o del dimero By y quedando activada. Tanto la
subunidad o como la By van a poder interactuar con la maquinaria de transduccion de
sefiales (Gudermann et al., 1997). La sefializacién por parte de la proteina G finalizara
cuando la actividad GTPasica hidrolice el GTP a GDP produciéndose la inactivacion

de la subunidad o y la reasociacion con el dimero py.

Figura 15: Representacion la
estructura de una proteina G
heterotrimérica. En naranja se localiza
la subunidad «; en azul la subunidad
y en verde la y. También se pueden
observar la hélices de anclaje de las
subunidades a y y a la parte interna de
la bicapa lipidica en la parte superior
de la imagen. En morado se localiza la
zona de union del GDP en la
subunidad o y en rojo una estructura
en forma de lazo fundamental para la
transduccion de la sefial.

La mayoria de las respuestas celulares mediadas por los recetores opioides
comienzan por la activacion de las proteinas Gi/Gy. Cuando un ligando se une al
bolsillo de unién de un receptor opioide, se alteran las interacciones hidrofébicas e
hidrofilicas entre los segmentos transmembrana 3, 6 y 7, con lo que se produce un
movimiento de las hélices que es transmitido al resto de la estructura del receptor.
Este cambio conformacional provoca la exposicion de los dominios intracelulares de

interaccion con la maquinaria de transduccion de la sefial transmitiéndose ésta al
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interior celular (Waldhoer y cols., 2004). Una vez se produce la activacion de la
proteina G, la subunidad o, provoca la inhibicion de la adenilato ciclasa sensible a
forscolina, enzima unida a la cara interna de la membrana celular, por lo que se
produce una disminucion de la concentracion de AMP ciclico intracelular (Figura 16).
También se ha descrito la activacién de determinados tipos de adenilato ciclasa
mediado por el dimero By (Chan y cols., 1995; Avidor-Reiss y cols., 1997). Asi, la
subunidad «; inhibe a las adenilato ciclasa I, V, VI y VIII, mientras que el dimero By

activa a los subtipos 11, IV 'y VII.
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Figura 16: Esquema de los mecanismos de transduccion de la sefial al interior celular que siguen a la
activacion de un receptor opioide y su interaccion con proteinas G. Las proteinas G interaccionan con los
receptores activados, produciéndose el intercambio de GDP por GTP en la subunidad Ga;. La subunidad
a;-GTP interacciona con la adenilato ciclasa e inhibe su actividad, con lo que disminuyen los niveles
intracelulares de cAMP. A su vez, las subunidades By inhiben los canales de Ca® y abren los canales de
K", por lo que se produce la hiperpolarizacion de la membrana plasmatica y la inhibicion de la liberacion
de neurotransmisores. Las subunidades By también interaccionan con la fosfolipasa Cf, provocando la
movilizacién de Ca’* desde los depésitos intracelulares. Otro de los efectos de la activacién de los
receptores opioides es la activacion de kinasas enddgenas, tales como las MAP kinasas ERK1/2. Leyenda:
L. ligando; R. receptor; AC. Adenilato ciclasa; PLC. Fosfolipasa C§.

Aunque la inhibicion de la adenilato ciclasa es uno de los fenGmenos més
estudiados y mejor conocidos, los receptores opioides también modulan la actividad

de ciertos canales iénicos, en concreto los receptores opioides activados se acoplan
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con un canal de potasio denominado GIRK1 (Inwardly Rectifying K* Channel) a
través de las proteinas Gi/Gy activas. Tras la interaccion se produce un incremento en
la conductancia al potasio, induciéndose la hiperpolarizacion de la membrana celular
(Henry y cols., 1995). También pueden inhibir canales de calcio activados por voltaje
de los tipos L, N, P/Q y R mediante una interaccion directa con el dimero Py, aunque
se ha demostrado la necesidad de una subunidad o, funcional para que este fenémeno
tenga lugar (Law y cols., 2000; Borgland y cols., 2003). El resultado global de los
efectos sobre los canales idnicos de potasio y calcio en el bloqueo de la liberacion de

neurotransmisores (Reisine, 1995).

Los receptores opioides van a poder modificar la concentracion de calcio
intracelular mediante otro mecanismo que incluye el heterodimero By. Este va a poder
interactuar con la fosfolipasa Cf, produciéndose un aumento en la concentracion
intracelular de inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) y provocando una liberacion del calcio de
los depositos intracelulares con canales sensibles a IP3 (Smart y Lambert, 1996; Law
y cols., 2000). Esta movilizacion de calcio afectan a respuestas intracelulares

mediadas por proteinas sensibles al calcio.

2.13 Desensibilizacion e internalizacion de los receptores opioides.

La exposicion continua o repetida a ligandos opioides disminuyen la
sensibilidad del receptor opioide y reducen la respuesta celular, siendo esta respuesta
regulada por maltiples mecanismos. Un largo periodo de tiempo de exposicién a los
ligandos degrada el receptor y causa desensibilizacién (Law y cols., 1982, 1983,

1984; Cvejic y cols., 1996). Por el contrario, un tratamiento corto con ligandos
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opioides causa una rapida desaparicion de receptores de la superficie celular como
resultado de su endocitosis (Keith y cols., 1996; Sternini y cols.,1996; Trapaidze y
cols., 1996 ). Ambos procesos requieren intacto el extremo carboxilo terminal de los
receptores (Cvejic y cols., 1996; Trapaidze y cols., 1996). Aunque la delecién del
extremo carboxilo terminal de los receptores opioides reduce substancialmente tanto
la desensibilizacion como la répida internalizacion, mutaciones puntuales en esta
regién reducen la capacidad de internalizacion sin afectar a la desensibilizacion,
sugiriendo que estas dos respuestas son reguladas de forma diferente (Trapaidze y

cols., 1996).

El mecanismo exacto de la internalizacién de los receptores opioides no es
bien conocido, aunque se ha sugerido que la internalizacion de los receptores se lleva
a cabo por la via clasica de endocitosis. La fosforilacion del receptor es un paso
necesario para el proceso de internalizacion del mismo. Diferentes ligandos opioides
inducen diferentes efectos en la internalizacion rapida de los receptores opioides. La
morfina, a diferencia de la mayoria de los agonistas opioides, no induce

internalizacion de los receptores opioides (Keith y cols., 1996; Arden y cols., 1995).

Esta generalmente aceptado que la desensibilizacion inducida por agonistas se
lleva a cabo a través de la fosforilacion de los dominios intracelulares de los
receptores (Figura 17). Varias kinasas han sido implicadas en la desensibilizacion de
los receptores opioides, incluyendo la proteina kinasa dependiente de AMP ciclico
(PKA), proteina kinasa C (PKC), y proteina kinasa Il calcio-calmodulina dependiente
(CaM Kinasa Il) (Chen y cols., 1994; Mestek y cols., 1995; Koch y cols., 1997;

Ueda y cols., 1995). Se han localizado sitios especificos de fosforilacién que
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desempefian un papel critico en la desensibilizacion de homdlogos de receptores
opioides en el tercer dominio intracelular y en la cola carboxilo terminal, (Cvejic y
cols., 1996; Koch y cols., 1997; Pak y cols., 1997). Un gran nimero de evidencias
sugieren que la ruta principal de internalizacion de receptores que acoplan proteinas G
es mediante la via de fosas y vesiculas recubiertas de clatrina para formar endosomas.
En las condiciones acidas de los endosomas, el ligando se separa del receptor, que es
desfosforilado. Como ltimo paso, el receptor es reciclado de vuelta a la superficie de

la célula o es degradado (Dohlman y cols., 1991).
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Figura 17: Los distintos procesos que tienen lugar tras la interaccion de un receptor acoplado
a proteinas G con su ligando correspondiente.

La desensibilizacién del receptor opioide mu de mamiferos es llevada a cabo
por la CaM kinasa Il mediante la fosforilacion de los residuos de serina 261 y 266
localizados en el tercer dominio intracelular (Zimprich y cols., 1995). Otro sitio

importante de fosforilacion en el receptor opioide mu es la treonina que se encuentra
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en la posicion 394, en la cola carboxilo terminal, que se ha observado que, cuando es
sustituida por un residuo de alanina, retarda la desensibilizacion inducida por
DAMGO, sugiriendo que ese aminoacido podria ser un objetivo primario para la
fosforilacion por GRKs (G-protein-coupled Receptor Kinase) que se unen al receptor
opioide mu. También se ha visto que las isoformas que carecen de parte de la cola
carboxilo terminal, y por tanto de la treonina 394, presentan mayor resistencia a la
desensibilizacion producida por agonistas (Zimprich y cols., 1995; Koch y cols.,

1998).

2.14 Fenotipo de los ratones deficientes en el receptor opioide mu

El avance de las técnicas de biologia molecular ha permitido el desarrollo de
ratones (y en otras especies), en cuyo genoma se ha delecionado de manera total o
parcial un gen, impidiendo su expresion y por tanto anulando su funcién. En el caso
del sistema constituido por los receptores opioides esta aproximacion facilita la
delimitacion del papel que desempefia cada uno de los receptores en las respuestas
farmacolodgicas tras la administracion de sustancias opiaceas in vivo, ya que la
respuesta in vitro es posible que no sea la misma debido a la complejidad del

organismo completo.

El primer receptor opioide del que se obtuvo un knock out fue el mu. Para
conseguirlo se interrumpio el gen a la altura del segundo exon, que corresponde al
segundo lazo intracelular (Matthes y cols., 1996) o se deleciond el primer exén (Sora
y cols., 1997). En ninguno de los casos se observo una reduccion significativa de la

viabilidad de los ratones homocigotos para la mutacion respecto a los ratones no
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modificados de la misma camada. Tampoco se observaron diferencias en peso o
tamafio, ni anomalias morfoldgicas graves. Cuando se analizaron los niveles de
expresion del receptor opioide mu por unién del ligando selectivo DAMGO en
membranas o0 en secciones de cerebro, se comprobd que se produce un efecto de dosis
génica en los animales mutantes: los ratones heterocigotos presentan unos niveles
alrededor del 50 % respecto a los ratones normales. Los ratones homocigotos para la

delecion no mostraron sitios de union para DAMGO.

Respecto al comportamiento analgésico de estos ratones, no se encontraron
diferencias en el umbral nociceptivo en las pruebas de placa caliente o inmersion de la
cola (Matthes y cols., 1996), aunque en la prueba de desviacion de la cola (tail-flick),
los mutantes homocigotos mostraron latencias ligeramente menores que los normales
(Sora y cols., 1997). Tras la administracion aguda de morfina no se observa ningun
efecto analgésico en las tres pruebas antes mencionadas cuando se utilizan los ratones
homocigotos para la delecién; asi mismo un tratamiento crénico con morfina no
produce ningln sintoma de dependencia, ni se sobreviene el sindrome de abstinencia
al tratar esos animales con naloxona, pese a que la alta dosis de morfina utilizada
deberia ser capaz de activar a los receptores delta y kappa (Matthes y cols., 1996). Sin
embargo , el analogo de la morfina, la morfina-6-p-glucurénido y la heroina, que se
pensaba que solo se unian al receptor opioide mu, si son capaces de inducir analgesia
y disminucion del transito intestinal en los ratones homocigotos para la delecién

(Bolan y cols., 1997; Schuller y cols., 1997).
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2.15 Modelos animales en la investigacién biomédica

Los modelos animales se han utilizado ampliamente en la investigacion
biomédica como consecuencia de la complejidad y problemas éticos que supone el
estudio del ser humano. Un buen modelo animal debe reproducir situaciones clinicas
o fisiopatolégicas que permitan estudiar un determinado fenémeno y la posible
aplicacion de alternativas terapéuticas o, al menos, el mejor conocimiento de las
mismas. Los modelos animales deben cumplir una serie de caracteristicas que
aseguren su efectividad, tales como que han de tener utilidades la clinica, ser
cuantificable y facilmente reproducible. EI modelo animal debe presentar coherencia
interna, es decir, debe haber una correlacion entre los aspectos comportamentales,

bioquimicos, fisioldgicos y estructurales, lo que en muchos

casos implica estudiar primeramente el propio modelo
experimental en si mismo. Finalmente, el modelo ha de ser

validado y cumplir determinados requerimientos éticos, tales

como la justificacion de su uso, el empleo de procedimientos

no lesivos e intentar utilizar un nimero minimo de animales. ~ Figura 18: La mosca
de la fruta Drosophila

. . L . melanogaster
Estas consideraciones éticas son clave en el caso del estudio g

del dolor y de la analgesia, ya que en muchos casos es necesario aplicar un estimulo
doloroso, y en algunos de ellos esto implica un sufrimiento para el animal (Gonzélez-
Darder, 2000). Los modelos animales mas utilizados son los roedores, como la rata o
el raton, pero en determinados casos es necesario emplear animales filogenéticamente
maés cercanos al hombre como otros primates. A lo largo de la historia se han, y se
siguen utilizando un gran numero de modelos animales. Una de las aproximaciones

clasicas para identificar genes implicados en el desarrollo de un organismo ha sido la
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busqueda de mutaciones con un fenotipo claramente distinguible en la mosca de la
fruta (Drosophila melanogaster) (Figura 18). La induccion de mutaciones hasta la
saturacion del genoma en Drosophila (Nuslein-Volhard y Wieschaus, 1980) ha
permitido obtener mutantes en genes que intervienen en el desarrollo embrionario de
este organismo para asi poder determinar su funcionalidad; posteriormente se
localizaron sus homologos en vertebrados. Este sistema ha demostrado su validez para
estudiar genes con funcion Unica e importante para el desarrollo embrionario, pero
presenta algunas limitaciones (Nusslein-Volhard, 1994), entre las que cabe destacar su
dificultad para aplicarlo en la caracterizacién de genes pertenecientes a familias
génicas con funciones complementarias, genes redundantes, genes letales en estadios
de desarrollo tempranos o a mutaciones donde el fenotipo resultante no es claro o
afecta a la formacién de los 6rganos internos. Por ultimo y fundamentalmente, hay
procesos de desarrollo especificos de vertebrados, como la formacion de la cresta
neural, y sistemas o estructuras, como el sistema circulatorio, que son marcadamente

diferentes.

Todo esto hace que se considere necesario abordar este tipo de estudios con un
organismo vertebrado. Los modelos clasicos empleados hasta la fecha, como el sapo o
el pollo, no son adecuados por su largo tiempo de generacion y necesidad de espacio
para su cria y cuidado; en el caso del raton, se afiaden las dificultades de su desarrollo

intrauterino y el pequefio tamafio de la camada.
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2.16 El pez cebra: un nuevo modelo experimental

El pez cebra (Danio rerio) (Figura 19) es un pequefio pez actinopterigio, del
Superorden Teleostei, Orden Cypriniformes y
Familia Cyprinidae. Este organismo, de entre
3y 5cm de largo en su edad adulta y con un

caracteristico patron de bandas al que debe su

nombre, es originario de aguas dulces del

Figura 19: El pez cebra, Danio rerio.

sureste asiatico (cuencas de los rios Ganges y

Brahmaputra) (Spence y cols., 2006). Ademas de ser un tipico habitante de acuarios
domésticos, el pez cebra se ha incorporado recientemente al repertorio de organismos
modelo para el estudio del desarrollo, junto con el ratén (Mus musculus), el pollo
(Gallus gallus), el sapo Xenopus laevis, la mosca del vinagre (Drosophila

melanogaster) y el nematodo Caenorhabditis elegans.

El pez cebra se escogi6 como modelo para llevar a cabo los estudios de
mutagénesis hasta la saturacion porque relne varias ventajas (Streisinger y cols.,
1981): su pequefio tamafio hace viable mantener en un espacio razonable la cantidad
suficiente de lineas necesarias para realizar los cruces y los mutantes resultantes; su
corto tiempo de generacion, alrededor de tres meses, determina que transcurra menos
de un afio entre el proceso de mutagénesis y la obtencion del mutante homozigoto; las
puestas constan de cientos de huevos, lo que facilita el andlisis genético. Ademas,
otros modelos de vertebrados que también son adecuados para llevar a cabo estos
estudios, presentan unos requerimientos mayores de espacio, mantenimiento y cria

que encarecen los costes y los sitlan en desventaja frente al pez cebra (Dooley y Zon,
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2000). Una de las caracteristicas mas destacables de los embriones es que éstos se
desarrollan en huevos completamente transparentes; a las 24 horas tras la fertilizacion
se pueden distinguir facilmente estructuras como notocorda, cerebro, corazén, ojos, y
a los cinco dias ya se pueden observar la mayoria de los 6rganos internos. También es
posible obtener embriones haploides, a partir de los cuales se pueden desarrollar
diploides homozigotos, que originan lineas de peces isogénicas (Driever y cols., 1994;
Ingham, 1997). Puesto que el pez cebra es un vertebrado, en él se puede estudiar el
desarrollo de estructuras tipicas de este grupo, como el sistema excretor, el corazon
con varias camaras, la hematopoyesis con maultiples lineas celulares, asi como la

formacion de la notocorda, tubo neural y crestas neurales.

Los estudios de mutagénesis a gran escala en el pez cebra han sido llevados a
cabo por dos grupos de investigadores en Tubingen y Boston (Haffter y cols., 1996;
Driever y cols., 1996). Como resultado han obtenido una colecciéon de més de 6000
organismos mutantes, caracterizando casi 2000 de ellos, que se han asignado a cerca
de 500 genes. Estas mutaciones afectan a casi todos los aspectos del desarrollo

embrionario del pez cebra.

Recientemente se ha sefialado al pez cebra como un sistema para determinar la
funcionalidad de proteinas codificadas por el genoma humano, asi como para estudiar
el desarrollo del sistema nervioso e identificar anomalias metabdlicas. También se
esta empleando para el estudio de ciertas patologias humanas, como desordenes
hematopoyéticos (porfirias, por ejemplo), anomalias cardiovasculares, destacando
entre ellas las malformaciones adrticas en el feto, problemas renales y algun tipo de

sordera. En este sentido, algunas de las mutaciones observadas afectan al desarrollo
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normal del corazén alterando su contractilidad pero sin modificar su morfologia, de
manera que imita a la cardiomiopatia dilatada (Xu y cols., 2002). También se han
encontrado fenotipos que se corresponden con los producidos por arritmias (Rottbauer
y cols., 2001), enfermedades cardiacas congénitas (Horne-Badovinac y cols., 2001),
osteoporosis y enfermedades Gseas congénitas, Parkinson, Alzheimer, sordera,
diabetes, cirrosis, etc. (Shin y Fishman, 2002). También se ha estudiado el desarrollo
del sistema inmune llegando a originar organismos que mimetizan algunas leucemias

(Trede y cols., 2004).

Debido a su capacidad para incorporar moléculas disueltas en agua, el pez
cebra puede emplearse para estudiar las interacciones entre el genoma y el medio
ambiente; este screening quimico podria emplearse como ensayo preclinico frente a
toxicos y, puesto que los embriones modifican su comportamiento tras la ingesta de
alcohol o cocaina, el pez cebra podria ser utilizado como modelo para el estudio de la
adiccion (Dooley y Zon, 2000; Fishman, 2001). Asi, en los ultimos afios, el pez cebra
estd siendo utilizado como organismo modelo para el descubrimiento de nuevas
dianas para drogas, validacion de estas nuevas dianas, estrategias en la busqueda de
nuevas drogas y estudios toxicologicos (Goldsmith, 2004). Ademas, la industria
farmacéutica estd empezando a explotar las semejanzas en regiones de unién a
determinados farmacos y drogas entre las proteinas del ser humano y el pez cebra para

el desarrollo de nuevas y mejores estrategias terapéuticas (Guo, 2004).

Varios autores ya han propuesto al pez cebra como un organismo modelo para

el anélisis de los efectos de diversas drogas como el alcohol (Gerlai y cols., 2000;

41



Dlugoss y Rabin, 2003) y la cocaina (Darland y Dowling, 2001). Estos resultados son

similares a los encontrados posteriormente en ratén (Anachtchik y cols., 2004).

Por otra parte, un aspecto fundamental para la utilizacion del pez cebra como
modelo en el estudio del dolor es conocer si los peces sienten dolor. En un estudio con
la trucha arco iris (Oncorhyncus mykiss) se ha demostrado que los peces tratados con
estimulos dolorosos responden con determinados comportamientos, que no pueden
catalogarse como simples reflejos. En estos estudios, ademas, la morfina tiene un

efecto analgésico al reducir dichos comportamientos (Sneddon, 2003).

2.17 El sistema opioide en el pez cebra

En los Gltimos afios se han clonado en nuestro laboratorio cinco receptores de
pez cebra semejantes a los receptores opioides de mamiferos, a los que se han
denominado: zfDOR1 (ZFOR1) (ZebraFish Opioid Receptor 1), que presenta
homologia con el receptor opioide delta de mamiferos (Barrallo y cols., 1998a y
1998b; Rodriguez y cols., 2000); zFMOR (ZFORZ2), que presenta homologia con el
receptor opioide mu_ (Barrallo y cols., 2000); zfKOR (ZFOR3), que presenta
homologia con el receptor opioide kappa (Alvarez, y cols., 2006); zfDOR2 (ZFOR4),
que parece ser un duplicado de zfFDORL1 y, por ello, presenta mayor homologia con el
receptor opioide delta (Pinal-Seoane y cols., 2006) y zfORL, que presenta homologia

con el receptor ORL (Rivas-Boyero, Tesis doctoral, 2003).

También se han identificado los precursores de los ligandos enddgenos

opioides correspondientes a dichos receptores, con el objeto de profundizar en la
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funcionalidad del sistema opioide en este organismo modelo (Gonzélez-Nufiez y cols.,
2003 a, b y ¢). Para emplear este teledsteo como un organismo modelo para el estudio
del dolor y de la drogodependencia, es necesario, aparte del estudio del sistema
opioide, cuyo abordaje esta siendo ampliamente acometido por nuestro grupo de
investigacion, sumergirse en otros sistemas relacionados, como es el sistema

cannabinoide.

2.18 zfMOR, el receptor opioide tipo mu de pez cebra

El gen zfMOR estd dividido en tres exones codificantes. EI primer exon
codificante contiene desde el coddn de inicio hasta el residuo de arginina 87,
localizado inmediatamente tras el primer segmento transmembrana; el segundo exon
acaba en el residuo de serina 206 en el segundo lazo extracelular; y el tercer exdn
incluye el coddén de parada. La organizacion del gen es similar a la del gen del
receptor opioide mu en mamiferos, ya que los puntos de interrupcién de la secuencia
codificante se encuentran en la misma posicion (Min y cols., 1994; Wang y cols.,
1994a). Una diferencia importante entre los genes zfFMOR vy el del receptor opioide
mu de mamiferos es que en éste ultimo la secuencia codificante esta dividida en
cuatro exones y no en tres, debiendo destacar que el codon de parada de zFMOR se
localiza donde se inserta el intron entre los exones 3 y 4 en los mamiferos, al igual
que ocurre con el gen ccMOR, un gen con alta homologia con el receptor opioide mu
procedente de otro teledsteo, Catostomus commersoni (Darlison y cols., 1997) (Figura

20).
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Figura 20: Comparacion de la estructura genémica del gen zfMOR y los genes de los receptores
opioides mu de raton (MMOR) y humano (hMOR). Los rectangulos azules representan los exones,
en los que se indican los codones de inicio (ATG) y parada (STOP), y con rectdngulos negros las
secuencias que codifican los potenciales segmentos transmembrana en el receptor. Asimismo, se
sefialan los aminodcidos y su posicion en la secuencia de la proteina en los que se interrumpe cada
exon.

Merece la pena resaltar que el residuo de treonina 394 situado en el exén 4 del
receptor opioide mu murino se ha implicado en procesos de desensibilizacion del
receptor inducida por la unién de un agonista, ya que este residuo puede ser sustrato
de fosforilacion por las GRKs (Pak y cols., 1997). Ademas, en la rata se ha
identificado una isoforma de este receptor producto de un procesamiento alternativo
con un cuarto exén distinto, que produce una proteina ocho aminoacidos mas corta
gue no contiene este residuo de treonina (Zimprich y cols., 1995; Mayer y cols., 1996)
y que se ha demostrado se desensibiliza més lentamente que la variante normal (Koch
y cols., 1998; Wolf y cols., 1999). Por tanto, podemos suponer que la proteina
codificada por el gen zFMOR podria tener un comportamiento ante la unién de un
agonista distinto al que tiene el receptor opioide mu, y que el cuarto exén se ha
adquirido a lo largo de la evolucién de los mamiferos, tras separarse éstos en el

evolucion de la rama que daria lugar a los teledsteos actuales y le ha conferido al

receptor unas propiedades distintas.
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2.19 Caracteristicas de la proteina codificada por zfMOR

La proteina codificada por el gen zFMOR esta formada por 382 aminoacidos,
con un peso molecular de 44,7 kDa sin contar las posibles glicosilaciones (Figura 21).
Forma siete segmentos transmembrana, como los otros receptores opioides, y también
pertenece a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G. Ademas de esta
caracteristica principal de la proteina codificada por zfFMOR, en el dominio amino-
terminal de la proteina que se dispone en el exterior celular se localizan, como ocurre
en otros receptores de esta superfamilia, cinco residuos de asparragina potencialmente
sustrato de N-glicosilacion (7, 22, 29, 32 y 40). Ademas se encuentran seis residuos
susceptibles de fosforilacién por proteina kinasas en los dominios que se localizarian
en el interior celular: treonina 172 en el segundo lazo intracelular, serina 256 y 263 y
treonina 274 en el tercer lazo intracelular, y serina 361 y treonina 378 en el dominio
carboxilo-terminal. Los residuos 132 y 212 son cisteinas localizadas en los lazos
extracelulares 1 y 2 respectivamente, que podrian formar un puente disulfuro que
estabiliza la estructura terciaria de la proteina Asimismo, los residuos 341 y 346 son
cisteinas que quedan en el dominio carboxilo-terminal intracelular y son susceptibles
de palmitoilacion, formando un lazo intracelular adicional. La palmitoilacion en
cisteinas del extremo carboxilo terminal es un proceso bien conocido en los receptores
con siete dominios transmembrana acoplados a proteinas G. Sin embargo,
experimentos de incorporacion de &cido palmitico marcado de forma radiactiva
parecen demostrar que la palmitoilacion no se produce en ninguna de las dos cisteinas

del extremo carboxilo terminal en receptores opioides mu de rata (Chen, 1998).
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Figura 21: Esquema de la estructura del receptor opioide mu de rata. Se encuentran sefialados los
siete dominios transmembrana, los lazos intra y extracelulares que se forman y los extremos amino
y carboxilo terminales. También se pueden ver residuos de asparragina glicosilados en el extremo
amino terminal, el puente disulfuro entre residuos de cisteina de los lazos extracelulares primero y
segundo y un cuarto lazo intracelular que aparece como consecuencia del anclaje del extremo
carboxilo terminal mediante un resto de &cido palmitico a la membrana plasmética. En rojo se
encuentran resaltados los aminoéacidos que se creen forman los extremos de las hélices
transmembrana, sin embargo esto es solo una aproximacion ya que no se sabe exactamente el
namero que los forman.
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Los receptores opioides median la respuesta frente al grupo de compuestos
con la mayor capacidad analgésica conocidos y utilizados habitualmente a nivel
clinico. Sin embargo, su utilizacion debe estar muy controlada debido a los efectos
secundarios que producen, como la depresion respiratoria o trastornos intestinales.
Desafortunadamente su utilizacién en contextos ladicos es también muy alta y es aqui
donde mas se pone de manifiesto otra cara de la utilizacion de opiaceos que es la

aparicién de dependencia, tanto fisica como psicoldgica, asé como de tolerancia.

Nuestro grupo de investigacion ha trabajado con éxito durante los Gltimos 12
afios, analizando la funcion receptorial y la actividad opioide. En este sentido, hemos
clonado 5 receptores opioides y 6 precursores de péptidos opioides, dentro de los
cuales aparecen duplicados de los mismos, en el receptor de tipo delta, en la
proencefalina y en la proopiomelanocortina. Ademas hemos descrito un péptido
endégeno del pez cebra, denominado MEGY, que no se encuentra en otros
organismos. Continuando en esta linea de investigacion, nos propusimos como
hipétesis de trabajo el caracterizar el receptor opioide mu de pez cebra con el objeto
de probar si este receptor es un buen sistema para el estudio de la actividad opioide,
en el sentido de ayudar a dar mas luz en los temas del dolor, la tolerancia y la
dependencia, y de forma especial al estudio de la relacion “agente-receptor” de forma
que se pueda utilizar como una herramienta que abra la puerta al disefio de nuevos

farmacos.
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HIPOTESIS Y OBJETINVOS

Para comprobar esta hipotesis nos propusimos los siguientes objetivos

concretos:

1.- Determinar la posible existencia de duplicados del receptor opioide mu del pez
cebra.
2.- Conseguir un sistema de expresion estable del receptor zFMOR.
3.- Probar la actividad bioldgica del receptor zfMOR:

a: Analizar si el receptor exhibe sitios de union estereoespecificos y saturables
para agentes opioides

b: Estudiar la capacidad de unién de distintos agentes opioides al receptor
zfMOR.

c: Estudiar los mecanismos de activacion del receptor zfMOR.

d: Estudiar la capacidad de internalizacion del receptor zFMOR por distintos

agentes opioides.
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MATERIAL Y NMETODOS

4.1 Animales de experimentacion

Los peces cebra (Danio rerio, Hamilton-Buchanan 1822) se obtuvieron de un

proveedor de animales domeésticos de Salamanca, y se mantuvieron en acuarios
dotados con un sistema de purificacion y oxigenacion del agua, a una temperatura
constante de 26 °C con un ciclo luz-oscuridad de 12 h. Los animales se alimentaron

una vez al dia. En todos los experimentos se utilizaron animales de ambos sexos.

La manipulacion de los peces se hizo siguiendo en todo momento las
directrices aprobadas en la European Communities Council Directive el 24 de
Noviembre de 1986 (86/609/EEC), asi como segun lo sugerido en la Declaracion de
Helsinki, y de acuerdo con la Guia para el Cuidado y Empleo de Animales de
Laboratorio, adoptada y promulgada por el U.S. Nacional Institute of Health y el

Comité Etico Espafiol

4.2 Extraccion de RNA total de cerebro pez cebra

Para la extraccion de RNA total de tejido se emple6 una modificacion del
método de Chomczynski y Sacchi. (1987), utilizando el reactivo Trizol™ (GIBCO-
BRL) como reactivo para aislar el RNA total. La extraccion del cerebro de pez cebra
se realizo sobre una superficie refrigerada mediante hielo seco evitando la
congelacion del tejido. A continuacion se utilizd 1 ml de Trizol por cada 100 mg de
tejido, y se procedid a la homogeneizacion del mismo mediante un homogeneizador
Brinkmann Polytron. Tras incubar el preparado durante 5 min. a temperatura

ambiente, se realizd una extraccion selectiva del RNA por separacion de fases
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mediante la adicion de 200 pl de cloroformo por cada ml de Trizol inicial y
centrifugacion a 12000 g durante 15 min. a 4 °C. EI RNA obtenido en la fase acuosa
se precipitdé con un volumen de isopropanol igual a la mitad del Trizol utilizado en el
primer paso y se centrifugd a 12000 g durante 10 min. a 4 °C. A continuacion tras
retirar el isopropanol, el pellet obtenido se lavo con un volumen de etanol 70 % igual
al de Trizol utilizado en el primer paso y se centrifug6 a 7000 g durante 5 min. a 4 °C.
Finalmente, después de eliminar el sobrenadante y secar el RNA para eliminar
cualquier resto de etanol, se resuspendi6 en agua tratada con DEPC
(dietilpirocarbonato 0,1 %, Sigma), incubando a 60 °C durante 10 min. para favorecer
la disolucion del mismo. La concentracion del RNA se determind por
espectrofotometria a 260 nm (GeneQuant, Pharmacia Biotech), y se comprobd que la

relacion Agsorso Se encontraba cercano a 2, correspondiente a muestras puras de RNA.

4.3 Extraccion de RNA total de células en cultivo

Para la extraccion de RNA a partir células en cultivo se partié de una placa de

24 pocillos utilizando un pocillo para cada extraccién (3,8 cm® de area de
crecimiento). Las células con una confluencia aproximada del 80 % se levantaron por
pipeteo y se centrifugaron a 750 g durante 10 min. El pellet celular resultante se
resuspendio en 1 ml de Trizol y se procedié de igual manera que en el protocolo

anterior.
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4.4 Obtencion de cDNA

™
I

Para la obtencion del cDNA (DNA copia) se utiliz6 el kit ImProm-I
Reverse Transcripcion System (Promega) siguiendo las especificaciones del
fabricante. Inicialmente se desnaturaliz6 por calor una mezcla de 1 ug de RNA total y
0.5 ug del oligonucleétido oligo-dT a 70 °C durante 5 min, tras lo cual se enfrio
rapidamente en hielo. Este paso evita las posibles estructuras secundarias que puedan
aparecer en los RNA. Posteriormente a esta reaccion se afiadié una mezcla preparada
previamente que contenfa 1 pl de transcriptasa inversa ImProm-11™, 4 ul de buffer
5X ImProm-1I™, MgCl, 5 mM, una mezcla de dNTP (desoxinucleésidos trifosfato)
0.67 mM, 20 U del inhibidor de ribonucleasas Recombinant RNasin® y agua libre de
RNasas (ddH,O tratada con DEPC) hasta un volumen final de 15 pl. La reaccion se
sometio durante 5 min. a 25 °C, lo que permite que el cebador anille con el RNA
molde; posteriormente se incubd a 42 °C durante 1 h, para que la retrotranscriptasa
sintetice el cDNA. Finalmente la enzima se inactivd incubando 15 min. a 70 °C las

mezclas de reaccion.

Para comprobar que la sintesis de cDNA se habia realizado con éxito, se
utilizaron controles positivos de la técnica, es decir, genes que se expresan de forma
constitutiva y nos permiten confirmar que el proceso de sintesis de cDNA se ha
llevado acabo de forma adecuada. En el caso del cDNA procedente de RNA de tejido
de pez cebra se utilizé la amplificacion del receptor opioide zfDORL1. En el caso de
cDNA sintetizado a partir del RNA de las células HEK-293 se amplificé la GAPDH
humana (Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa). También se llevaron a cabo

controles negativos de la sintesis de cDNA para ellos sustituimos el RNA por agua
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libre de RNAsas; de esta forma nos aseguramos que la sintesis de cDNA Unicamente
se lleva a cabo por la presencia del RNA de interés. Los cebadores utilizados en los

controles y los programas de amplificacion empleados se detallan a continuacion:

zfDOR1 Sentido: 5’- GAGCCGTCCGTCATTCCCG -3’

zfDOR1 Antisentido: 5’- GTAGTGGAGATTTGGGTGAC -3’

El programa utilizado en esta amplificacion fue el siguiente: un paso inicial de
94 °C durante 5 min. para permitir una desnaturalizacion completa de todas las hebras
de DNA o cDNA. Este paso va seguido de 30 ciclos con la siguiente secuencia: 94° C
durante 30 s para permitir la denaturalizacion de las hebras de DNA, 55 °C durante 30
s para permitir el anillamiento de los oligonucleotidos a las cadenas molde y 72 °C
durante otros 30 s para permitir la sintesis por parte de la polimerasa. Una vez
finalizados los 30 ciclos se afiade un paso mas de 72 °C durante 10 min. para
garantizar que la polimerasa haya afiadido una adenina terminal a todas las copias
sintetizadas. Este hecho es de gran utilidad en el momento de clonar los productos de
PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) en vectores, como se explicara
posteriormente. De forma esquematica el programa utilizado se puede representar

como:

Programa: 94 °C, 5 min.; 30 ciclos (94 °C, 30 s; 55 °C, 30 s; 72 °C, 30 s); 72 °C, 10

min.

Los oligonucle6tidos empleados en los controles positivos cuando se utilizé

cDNA sintetizado a partir de RNA de células HEK-293 fueron:
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GAPDH Sentido: 5’- CCACCCATGGCAAATTCCATGGCA -3

GAPDH Antisentido: 5- TCTAGACGGCAGGTCAGGTCCACC -3

Y el programa empleado:
Programa: 94 °C, 5 min.; 35 ciclos (94 °C, 30 s; 55 °C, 30 s; 72 °C, 30 s); 72 °C, 10

min.

4.5 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion de DNA mediante la reaccion en cadena de la polimerasa se
realizo utilizando el sistema PCR Master Mix (Promega). Para ello, se mezclaron la
mitad del volumen de la solucion Master Mix 2X (buffer de la polimerasa pH 8.5,
MgCl; 3 mM, dNTPs 400 uM, Taq DNA polimerasa 50 U/ml), 100 ng de DNA y 0.1-
1 uM de cada oligonucledtido. La reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 25
0 50 ul. Los oligonucleotidos fueron suministrados por Invitrogen de forma liofilizada
siendo reconstituidos con agua estéril libre de RNAasas (Promega). Primero se obtuvo
un stock a una concentracion 100 uM y posteriormente se hicieron alicuotas de
trabajo de 10 uM que se conservaron a -20 °C. En todos los casos se realiz6 una
reaccion sin DNA molde como control negativo y otra utilizando el control negativo
de la sintesis de cDNA. La reaccion de amplificacion se llevd a cabo en un
termociclador Perkin Elmer (Geneamp® PCR system 9700). Los cebadores y el
programa utilizado para la amplificacion del receptor opioide mu del pez cebra

fueron:

-20ZF Sentido: 5 CACCGAACGCACTTGCCATGA 3’
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1174ZF Antisentido: 5 CTAGTCCTGGAGATGTCATCAC 3’

Programa: 94 °C, 5 min.; 35 ciclos (94 °C, 1 min.; 55 °C, 1 min.; 72 °C, 1 min.); 72

°C, 10 min.

La obtencion de las construcciones de zFMOR con los epitopos antigénicos
HA y FLAG también se llevdo a cabo por PCR, mediante la utilizacion de
oligonucleétidos con regiones no homdlogas que permiten la insercion de pequefias
secuencias o cambios (Figura 22). En estos oligonucledtidos se afiaden secuencias que
no se van a anillar con el molde formando bucles; tras ser extendidos por la
polimerasa las secuencias quedaran integradas dentro del fragmento sintetizado.

g, N

5’ a
[CCCCCTGGGGGGGGTTTTTT | Oligonucleétido

7| DNAmolde

5’ 3’
\ [ cCCCCTGGGGGGGETTTTTTAAAAAAAARA. . | Producto de PCR/

Figura 22: En esta figura se puede ver como utilizar la técnica de PCR para introducir pequefios
cambios en la secuencia de un DNA dado. (A) Oligonucledtido disefiado para generar una insercion
de 8 nucleétidos en la secuencia de DNA molde. (B) El oligonucleétido forma un bucle de forma
que su zona complementaria al DNA molde puede anillar con éste y la polimerasa sintetizar a partir
del extremo 3’ libre. (C) El producto de PCR generado con los 8 nucleétidos incluidos en su
secuencia.

El DNA molde utilizado para la PCR fue la construccién de zfMOR en
pcDNA3.1. Para llevar a cabo esta PCR se utiliz6 la Tag DNA polimerasa (New

England BioLabs) y se siguieron las recomendaciones del fabricante: Thermopol
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Buffer (20 mM Tris-HCI pH 8.8, 10 mM KCI, 10 mM (NH4)2SO4, 2 mM MgSOQOy, 0.1
% Triton X-100), 200 uM dNTPs, 0.2-0.5 uM de cada oligonucleédtido, 0.5-2 U

enzimay 50 pg de plasmido.

Programa: 94 °C 7 min.; 30 ciclos (94 °C 30 s, 63 °C 20 s; 72 °C 2 min.); 72 °C 10
min.

El termociclador utilizado fue un CETUR DNA termal Cycler (Perkin Elmer)

Los oligonucleétidos empleados se obtuvieron de Integrated DNA Tecnologies
Inc. y sus secuencias se detallan a continuacion. En azul se encuentra la parte de la
secuencia correspondiente a la region 5’ no traducida de zfMOR, en rojo el ATG
iniciador de zfFMOR, en verde las secuencias de los epitopos HA y FLAG y por ultimo
en granate la region 3’ a partir del ATG iniciador de zfFMOR (ver resultados para una

explicacion més detallada).

FLAG_zfMOR Sentido: 5 AAC GCA CTT GCC ATG GAT TCA AAG GAT GAC

GAC GAT AAG ATG GAA AAC ACT GGC &

HA_zfMOR Sentido: 5 AAC GCA CTT GCC ATG TAC CCA TAC GAT GTT

CCA GAT TAC GCT ATG GAA AAC ACT GGC &

BSTEII_zfMOR Antisentido: 5° GGT CAC CAG AGC TTT GAT GAT 3’

Para la obtencidn del receptor delecionado se utilizé un método para originar

cambios en plasmidos sin necesidad de subclonar basado en el trabajo de Fisher y Pei
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(1997). Para llevar a cabo esta PCR se utiliz6 la polimerasa Pfu (Stratagene) que nos
confiere una alta fidelidad y permite tiempos de extensiébn muy largos. Una vez
determinada la secuencia a delecionar se disefiaron dos oligonucleétidos que anillaran
en los extremos de dicha zona (Figura 23). En este caso los oligonucleétidos son

complementarios ya queremos que el producto de la PCR sea un DNA circular.

A
3’ ’ z g
|...CCCCCCCCCCCGGGGGGGGTTTTTTTTTTT. . .| DNA plasmidico
5 3’
|GGGGGGGGGGGARAAAAALARLT | Oligonucleétido
B
GG
G
G |G
39 G{w G 57
[--ccocceceee [\ T TTTTTITTT. - |
[GGGGGGGGGGGAAAAMAANAAL |
5 3’
C 3’ 5’

GGGGGGGGGGGAAAAARAARAAA. . . | Producto de PCR

Figura 23: En esta figura se puede ver como utilizar la técnica de PCR para producir deleciones en la
secuencia de un DNA dado. (A) Oligonucleétido disefiado para generar una delecion de 8 nucledtidos
en la secuencia de DNA molde. (B) EI DNA pladsmidico forma un bucle de forma que su zona
complementaria al oligonucle6tido puede anillar con éste y la polimerasa sintetizar a partir del
extremo 3’ libre. (C) El producto de PCR generado es el DNA plasmidico con la delecién de 8
nucleotidos.

Los oligonucleétidos empleados se obtuvieron de Integrated DNA Tecnologies
Inc. y sus secuencias se detallan a continuacion. Se resalta con una barra vertical la
zona donde se han suprimido las 9 bases. Con letras rojas se sefiala la secuencia que
reconoce la enzima Sall y resaltado en azul los dos cambios realizados para generarla

(ver resultados para una explicacién mas detallada).
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5SDL Sentido: 5° CCT GTT ATG GTC ATG GCG TCG ACC ACT | CAC TCG
AAT GGC ATCATT 3’
3SDL Antisentido: 5> AAT GAT GCC ATT CGA GTG | AGT GGT EGA EGC

CAT GAC CAT AAC AGG &

Programa: 95 °C 5 min.; 18 ciclos (95 °C 30 s, 55 °C 1 min., 68 °C 6 min.).

4.6 Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de la PCR fueron sometidos a electroforesis en geles de agarosa
(0.8-1.5% en funcién del tamafio de los fragmentos a separar) embebidos en TBE
0.5X (6.05 g Tris, 0.37 g EDTA, 2.67 g HsBO3 y agua destilada hasta completar 1 | de
disolucién). Para poder monitorizar la migracion del DNA a través del gel se utilizd
un tampon de carga que contiene dos colorantes, el xileno-cianol y el bromofenol
(Promega) que migran aproximadamente con fragmentos de 50 y 0.5 Kb
respectivamente en geles de agarosa al 0.8%. Ademas el tampdn de carga confiere
densidad a la muestra por lo que esta no difundira libremente una vez depositada en
los pocillos del gel. Paralelamente, en los geles se incluyd un marcador de peso
molecular, que consisti6 en DNA del fago ¢X-174 digerido con la enzima de
restriccion Haelll (Promega) y que genera fragmentos de tamafio: 1.35, 1.08, 0.87,
0.63, 0.31, 0.28, 0.27, 0.23, 0.19, 0.12 y 0.07 Kb. En los casos en los que los tamafios
de las bandas esperadas fueran mayores se utilizo como marcador una mezcla de
DNA de fago A digerido con la enzima de restriccion Hindlll y fago ¢X-174 digerido
con la enzima Haelll (Promega); este marcador de tamafio permite discriminar los

siguientes fragmentos: 23.1, 9.4, 6.5, 4.3, 2.3, 2.0, 1.3, 1, 0.8, 0.6, 0.5, 0.3, 0.28, 0.27,

61



MATERIAL Y NMETODOS

0.23, 0.19, 0.125, 0.11 y 0.07 Kb. Para las construcciones del receptor con los
epitopos antigénicos y los mutantes el marcador utilizado fue el Tracklt™ 1 Kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen), que lo forman los siguientes fragmentos: 12, 11, 10, 9, 8, 7,
6, 5, 4, 3, 2, 1.65 1, 0.85, 0.65, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2 y 0.1 Kb. Las electroforesis se
llevaron a cabo bajo una diferencia de potencial constante de 100-120 V durante 30-
60 min. en funcién del tamafio de la banda esperada y el porcentaje del gel (fuente de
Biorad). En el caso de que alguna de las bandas observadas se fuese a purificar se

disminuyd la diferencia de potencial hasta 80 V para evitar dafios en el DNA.

La visualizacion del DNA tras la migracion se realizd mediante la utilizacion
de bromuro de etidio (Biorad) el cual se afiade al gel antes de su polimerizacién (0.5
ug/ml). Este colorante actla intercalandose entre las bases nitrogenadas del DNA y
emitendo fluorescencia al exponerse a la luz ultravioleta (Johnson y Grosmann,
1977). El patron de migracion de fragmentos se registr6 con una camara digital

(Kodak DC290) bajo iluminacién UV, usando el programa Kodak Digital Science 1D.

4.7 Purificacion de los fragmentos amplificados por PCR

Los fragmentos de DNA amplificados por PCR se visualizaron como bandas
en un gel de agarosa. Las bandas de interés se aislaron y se purificaron usando el
producto Concert Rapid Gel Extraction System (GibcoBRL), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Asi, la agarosa conteniendo el DNA se fundi6 a 60 °C
durante 15 min. en tampdn de solubilizacion (suministrada por el fabricante). Esta
mezcla se afiadid a un cartucho con una membrana especialmente disefiada para

retener el DNA y se centrifugé 1 min. a 13000 rpm. El cartucho se incub6 durante 5
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min. con tampdn de lavado (suministrada por el fabricante), que contiene etanol para
mantener el DNA precipitado, y se centrifugd dos veces durante 1 min. a 13000 rpm.
Finalmente, el DNA se eluyd con tampén TE (Tris-HCI-EDTA) pH 8 precalentado a

60 °C.

En el caso de las construcciones con FLAG y HA se utilizo el kit Geneclean 11
(Bio 101) siguiendo las indicaciones del fabricante. De esta forma tras medir la
cantidad de DNA que hay en la muestra se afiadieron 4.5 volimenes de Nal y 0.5
volumenes de TBE modifier dado que los geles utilizados son de TBE. A continuacion
y tras resuspender el glassmilk este se afiadié en una proporcion dependiente de la
cantidad de DNA que hubiera en la muestra, generalmente entre 10 y 15 ul. Para
permitir la union del DNA al glassmilk se incubo durante 5 min. a temperatura
ambiente agitando bien de vez en cuando para evitar la sedimentacion del glassmilk.
Tras este paso se centrifugo la muestra para permitir la separacién entre el glassmilk y
la solucidn, para esto basta con una centrifugacion a 12000 rpm. durante 5 segundos.
El pellet asi obtenido se lavo tres veces con la solucion New Wash utilizando entre 10
y 50 volimenes de éste. Tras los lavados se sec6 completamente el pellet para
eliminar los residuos de etanol. Por ultimo el DNA unido al glassmilk se eluyd en
agua o tampon TE (Tris-HCI, pH 7.6-8.0, 0.1 mM EDTA) en funcion de la utilidad
que se le fuese a dar. Para ello el pellet se resuspendid en un volumen igual al de
glassmilk utilizado y se centrifugo a 12000 rpm. durante 30 s posteriormente el
sobrenadante se recogid evitando arrastrar glassmilk. En caso de que la cantidad
inicial de DNA fuese muy pequefia se hizo una segunda elucion ya que este paso

aumenta la recuperacion entre un 10 y un 20%. La concentracion y pureza del DNA
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se determind mediante espectrofotometria a 260 nm, y se comprob6 que la relacion

Agsor280 S€ encontraba cercana a 1.8, correspondiente a muestras de DNA puras.

4.8 Concentracion del DNA por precipitacion

En los casos en los que tras la purificacion del DNA se obtuviesen
concentraciones finales muy bajas o con elevada contaminacion, se realizd una
concentracion mediante la precipitacion con etanol. Para ello se afiadieron 2.5
volimenes de etanol 95 % y acetato sodico 0.12 M mantenido a -20 °C. La muestra se
incubo en hielo durante al menos 10 min. A continuacion se centrifugd a 12000 rpm.
durante 15 min. a 4 °C, se decanté el sobrenadante y se secO para eliminar los restos
de etanol. Una vez seco el DNA se resuspendio en agua o tampon TE (Tris-HCI, pH

7.6-8.0,0.1 mM EDTA).

4.9 Reaccion de digestion

Para llevar a cabo las reacciones de digestion de plasmidos se utilizaron las
siguientes enzimas de restriccion: EcoRI (Roche/Fermentas), Notl (Amersham), Xbal

(Roche), BstEIl (Roche), Dpnl (Stratagene) y Sall (Roche).

Las reacciones de digestion se realizaron en todos los casos siguiendo las
indicaciones del fabricante y con los tampones suministrados por los mismos. Las
digestiones se llevaron a cabo en bafio o termobloque durante un periodo de 1 h. Para

realizar las digestiones dobles se opt6 por digerir con una enzima de restriccion y tras
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inactivarla por calor y llevar a cabo una purificacion del DNA mediante precipitacion

cortar con la siguiente enzima.

4.10 Reaccion de ligacion

Los fragmentos de DNA purificados a partir de los geles de agarosa fueron
clonados en el vector pGEM®-T Easy (Promega), vector linealizado que presenta una
desoxitimidina terminal en los extremos 3’; de esta forma se mejora la eficiencia de
insercion de los productos de PCR con desoxiadenosinas terminales, que son afiadidas
por polimerasas termoestables, y también se disminuye la recircularizacion del

plasmido sin inserto.

En el caso de los productos resultantes de la incorporacion de los epitopos
FLAG y HA, estos fueron clonados en el plasmido pCR®-TOPO® (Invitrogen); éste,
al igual que pGEM®-T Easy también presenta una desoxitimidina terminal en cada

extremo 3.

Posteriormente los fragmentos de DNA que corresponden a secuencias que
contienen pautas de lectura abierta completas correspondientes a un gen fueron
subclonados en el vector de expresion pcDNA3.1 (Invitrogen), que permite la
transcripcion del gen que se encuentre bajo la influencia de su promotor CMV

(citomegalovirus).
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La reaccion de ligacion se llevo a cabo empleando 25-50 ng del vector
PGEM®-T Easy, pcDNA3.1, o pCR®-TOPO®, 1 ul de tampén de la T4-ligasa
(Promega) a una concentracion 10X ¢ bien 5 ul de tampon 2X, 3-7.5 ul de inserto y 3
U de T4-ligasa en un volumen final de 10 ul. La reaccién se incubd a 15 °C durante

toda la noche o durante un minimo de 3 h a temperatura ambiente.

4.11 Desfosfatacion de los plasmidos

Un paso previo a la ligacion del inserto con el plasmido pcDNA3.1 consiste en
cortarle con unas enzimas de restriccion determinadas, que dependen de como se vaya
a ligar posteriormente, y una desfosfatacion. En el caso de pGEM®-T Easy o pCR®-
TOPO® el proceso de desfosfatacion no se requiere ya que al tener extremos no
complementarios el porcentaje de autoligacion es muy bajo, pero en el caso del
plasmido pcDNA3.1 al cortar con una sola enzima se generan extremos cohesivos
complementarios que se pueden volver a autoligar. Incluso al cortar con dos enzimas
la posibilidad de autoligacion también existe. Para la desfosfatacion utilizamos la
fosfatasa alcalina (Promega). Afiadimos 4 ul de la enzima al plasmido cortado y
purificado (20 wl) junto con 3 ul de buffer CIP 10X (Calf Intestinal Phosphatase) y
completamos con agua hasta un volumen final de 30 ul. Posteriormente se incuba a 37
°C durante 30 min. y a continuacion 10 min. a 75 °C para inactivar la enzima. Por

ultimo se purifica para evitar el exceso de sales.

4.12 Preparacion de medios y placas bacterianas

Utilizamos distintos tipos de medios para el crecimiento bacteriano, por un

lado medios sdlidos para al aislamiento de colonias y medios liquidos para el
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crecimiento de una colonia. Los medios sélidos utilizados fueron el medio TYE (4 ¢
NaCl, 5 g triptona, 2.5 g extracto de levadura, 7.5 g agar y enrasar a 500 ml con agua
bidestilada y esterilizado mediante autoclave; 25 ml/placa) y el medio LB (5 g NacCl,
5 g triptona, 2.5 extracto de levadura 7.5 g agar, enrasar a 500 ml con agua bidestilada
y ajustar el pH a 7.4 y esterilizado mediante autoclave; 25 ml/placa). Los medios
liquidos utilizados fueron 2XTY (16g de triptona, 10g de extracto de levadura, 5g de
NaCl y agua destilada hasta completar un volumen de 1 | y esterilizado mediante
autoclave) y medio LB (igual que el de placa pero sin el agar). En el caso de
preparacion de bacterias super competentes también se utilizaron los medios TYM,
TFBI y TFBII se de detallan en el siguiente apartado. Los medios y las placas se
mantuvieron a 4 °C hasta su utilizacion comprobando periddicamente la posible

aparicién de contaminaciones.

4.13 Preparacion de células super competentes

Una colonia de la cepa TG1 de E. coli se crecid en 10 ml de medio 2XTY a 37
°C durante 14-16 h en agitacion. Posteriormente se inocularon 2 ml del cultivo
anterior en 100 ml de medio TYM (2 g de bactotriptona, 0.5 g de extracto de
levadura, 2 ml NaCl 5M, 1 ml MgSQO, 1M) y se incubaron durante aproximadamente
2 ha 37°C en agitacion hasta alcanzar una O.D.g00 = 0.6. A continuacion, el cultivo se
enfrié rapidamente en hielo, se transfirié a 2 tubos de 50 ml y se centrifugd a 2500
rpm. durante 10 min. a 4 °C. El botdn celular asi obtenido se resuspendié en 4 ml de
TFBI (1.5 ml KOAc 5 M, 12.5 ml MnCl, 1 M, 12,5 ml KCI 2 M, 2.5 ml CaCl; 1 M,
37.5 ml glicerol y agua bidestilada hasta 250 ml, filtrando para esterilizar) conservado

a 4°C. Tras centrifugar de nuevo en las mismas condiciones, se elimind el
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sobrenadante y el botdn celular se resuspendio en 4ml de TFBII (12.5 ml MOPS 2 M
pH 7.0, 18.8 ml CaCl, 1 M, 1.25 ml KCI 2 M, 37.5 ml glicerol, y agua bidestilada
hasta 250 ml, filtrando para esterilizar) conservado a 4 °C. Se realizaron alicuotas de
120 ul, que se guardaron en crioviales previamente etiquetados y éstos se congelaron
directamente en nitrogeno liquido. Una vez congeladas, las células se mantuvieron en

hielo seco hasta su almacenamiento a -80 °C.

4.14 Transformacion de células super competentes

30 ul de bacterias super competentes se incubaron con 20-50 ng del producto
de ligacién durante 60 min. en hielo. Pasado este tiempo, las bacterias fueron
sometidas a un choque térmico a 42 °C durante 2 min. y posteriormente se pasaron de
nuevo a hielo durante 10 min. A continuacion, se afiadieron 200 ul de medio 2XTY y
la mezcla se incub6 a 37 °C durante 30 min. en agitacion. Las bacterias asi
transformadas se sembraron sobre placas TYE suplementadas con 50 ug/ml de
antibiotico (ampicilina o kanamicina). En el caso de que la construccion utilizada para
transformar fuese pPGEM-T Easy o pCR®-TOPO® ademés se afiadieron 50 ul de IPTG
(isopropil-1-p-D-tiogalactopiranosido) (20 mg/ml) y 50 ul de X-Gal (5-bromo-4-
cloro-3-indolil-p-D-galactopiranosido) (20 mg/ml) a cada una de las placas como
método de seleccion. Las placas sembradas se incubaron a 37 °C durante toda la

noche (14-16 h).
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4.15 Seleccion de las colonias transformantes

En el caso de utilizar el vector pGEM®-T Easy y pCR®-TOPO® las colonias
resultantes de la transformacion se seleccionaron por el color, ya que cuando el
inserto se introduce en el vector, se interrumpe el gen de la p-galactosidasa,
inactivandolo y por tanto las células no son capaces de degradar un sustrato, el X-Gal,
acumuléndose éste en forma de precipitado blanco; esto hace que las bacterias
portadoras del inserto formen colonias de color blanco mientras que las no portadoras
del inserto forman colonias de color azul porque el producto de la degradacién del X-
Gal es azul. Aquellas bacterias que no hayan adquirido el pldsmido no serdn capaces
de crecer ya que no tendrén el gen que confiere la resistencia al antibidtico de
seleccion. Las colonias bacterianas recombinantes se sembraron en 6 ml de medio
2XTY suplementado con ampicilina o kanamicina, segun el plasmido (50 ug/ml), y se
dejaron crecer a 37 °C con agitacion constante durante 12 h para la posterior
purificacion del DNA plasmidico. Ademas cada colonia se sembro también en una
placa con medio TYE con antibidtico a modo de réplica. Cuando el plasmido utilizado
fue pcDNA3.1 la seleccion con color no se realizo ya este plasmido no incluye el gen

de la B-galactosidasa y por tanto todas las colonias son blancas.

4.16 Purificacion del DNA plasmidico

El DNA plasmidico se extrajo empleando el sistema comercial Rapid DNA
Plasmid Miniprep Kit (Gene Dan); para ello, el cultivo bacteriano se centrifugd
durante 10 min. a 1500 rpm. y, tras decantar el sobrenadante, el boton bacteriano se

resuspendio en 200 ul de solucidn de resuspension (suministrada por el fabricante). A
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continuacion se afiadieron 200 ul de solucion de lisis (suministrada por el fabricante)
y la mezcla se incubd 60-90 segundos a temperatura ambiente. Seguidamente se
afiadieron 100 ul de solucion de precipitacion (suministrada por el fabricante), se
centrifugd 1 min. 13000 rpm. y se afiadieron 150 ul de solucion de neutralizacion
(suministrada por el fabricante). Tras centrifugar 5 min. a 13000 rpm., el sobrenadante
se recogid en otro tubo y el DNA plasmidico se precipitdé con 450 ul de isopropanol.
Después de centrifugar 3 min. a 13000 rpm., se eliminé el sobrenadante, se afiadieron
100 ul de solucion purificante (suministrada por el fabricante) y se centrifugé 3 min. a
13000 rpm. EI DNA se lavo con 750 ul de etanol 70 %, se centrifugd 2 min. a 13000
rpm., se secé y se resuspendio en agua bidestilada autoclavada o en tampon TE (Tris-

HCI 10 mM pH 7.50; EDTA 1 mM).

Para analizar si las colonias seleccionadas contenian el inserto de interés, 2-5
ul de cada preparacién plasmidica se digirieron con las endonucleasas de restriccién
apropiadas, y la presencia de inserto se comprobé mediante electroforesis en geles de
agarosa a diferentes concentraciones segun el tamafio del fragmento esperado.
Aguellas colonias que contenian el inserto de interés se crecieron en un volumen de
40 ml de medio 2XTY suplementado con ampicilina o kanamicina, segun el plasmido,
a 37 °C con agitacion constante durante 14-16 h; parte del cultivo se almacend a -80
°C utilizando glicerol al 20 % como agente crioprotector. El resto se empled para

extraer el DNA plasmidico tal y como se ha descrito anteriormente.
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4.17 Secuenciacion automatica del DNA

Las reacciones de secuenciacion automatica de DNA se llevaron a cabo en el
servicio central de secuenciacion de la Universidad de Salamanca o en el servicio de
secuenciacion de la Universidad de Minnesota, ambos dotados de un secuenciador
automético ABI Prism® (Applied Biosystems). Para ello se mezclaron en un tubo
eppendorf 5 ul de DNA plasmidico, que equivalen a 400-600 ng de DNA, con 3
pmoles de oligonucledtido. En el caso de la secuenciacion de fragmentos clonados en
el plasmido pGEM®-T Easy, se emplearon los oligonucleétidos PU y SP6 (Promega)
y para los plasmidos pCR®-TOPO® y pcDNA3.1, se emplearon los oligonucleétidos
T7 y SP6 (Promega). Las limitaciones del sistema de secuenciacion que dependen de
muchos factores como la pureza y calidad del material a secuenciar, su concentracion,
la calidad de las enzimas utilizadas para la misma, etc. hizo necesario en algunos
casos la utilizacion de oligonucleotidos que anillaban en el interior de la secuencia de

zfMOR para asi poder definir sin lugar a duda la secuencia intermedia (Figura 24).

Figura 24: Este dibujo representa la necesidad de utilizar oligonucleétidos internos para secuenciar la
ORF completa de zfMOR. Utilizando los oligonucleétidos (1 y 2 en la figura) que anillan en los
extremos del pldsmido (SP6 y T7 o PU, en funcién del plasmido utilizado) no llegamos a secuenciar la
region central de zFMOR indicado con el simbolo #. La utilizacion adicional de un oligonuclettido
interno como los marcados como a 0 b nos asegura una secuenciacion completa del fragmento de
interés.
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Los resultados de la secuenciacion, cromatograma y texto, fueron enviados por
correo electronico para ser analizados posteriormente. Las secuencias de los

oligonuclettidos empleados fueron las siguientes:

SP6: 5" GATTTAGGTGACACTATAG &

T7:5° TAATACGACTCACTATAGGG 3

PU: 5 ATTTAGGTGACACTATAGAAT 3

1115ZF: 5 CTGTTTTCGGGAGTTCTGTG 3’. Siendo este un oligonucleotido

interno de zfMOR.

4.18 Analisis de las secuencias

El andlisis de las secuencias recibidas desde el servicio de secuenciacion
automética se realizd con diversos programas informaticos. En primer lugar se
visualizaron utilizando los programas EditView (ABI Automated DNA Sequencer
Viewer, Perkin Elmer), Chromas 2.23 (Technelysyum Pty Ltd) o 4Peaks (A.
Griekspoor y Tom Groothuis, mekentosj.com.). Para manipular las secuencias, buscar
las pautas de lectura abierta, traduccion de las secuencias de ndcleotidos, obtener
reversas y complementarias se emple6 el programa DNA Strider 1.1 (Institute de
Recherche Fondamentale) o la pagina web “The Sequence Manipulation Suite”

(http://www.bioinformatics.org/sms).

La pagina del NCBI (National Center for Biotechnology Information:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) a través del programa BLAST o FASTA permitio

comparar nuestras secuencias con las encontradas en la base de datos Gen Bank. La
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pagina del EMBL (European Bioinformatics Institute: http://www.ebi.ac.uk/),
también sirvio para comparar secuencias. Gracias a los programas MEGA4 software
(http://www.megasoftware.net) o ClustalW (http://wwwz2.ebi.ac.uk/clustalw) se
realizaron alineamientos de secuencias y con el primero se obtuvieron filogramas y
andlisis filogenéticos (Tamura y cols., 2007). La basqueda de sitios de corte con
endonucleasas de restriccion se llevo a cabo con el programa DNA Strider 1.1 (Institut
de Recherche Fondamentale) o con EnzimeX (A. Griekspoor y Tom Groothuis,

mekentosj.com.).

Respecto a las bases de datos relacionadas con el pez cebra, se trabajo con:
http://zfin.org/cgi-bin/webdriver?MIlval=aa-ZDB_home.apg,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/DrBlast.html,

http://www.sanger.ac.uk/Projects/D_rerio/

4.19 Cultivos celulares

Para la realizacion de los experimentos se utilizd la linea celular HEK-293
(células embrionarias de rifion humano; ATCC: CRL-1573) (Figura 25). ElI medio
utilizado para crecer las células fue DMEM (Gibco-BRL) (high glucose, no
glutamate) suplementado con 2 mM Glutamina (Biowhittaker) 10 %, suero bovino
fetal descomplementado (Sigma o Biowhittaker), 100 U/ml de Penicilina (Sigma), 0.1
mg/ml Estreptomicina (Sigma) y 25 ug/ml de fungizona (antifungico de
Biowhittaker). Tras suplementar el medio este fue esterilizado por filtracion a traves

de filtros de 500 ml y de 0,22 um de tamafio de poro (Corning).
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Figura 25: Células HEK-293 en
crecimiento sobre la placa de cultivo. Estas
células son de relativo pequefio tamafio y
crecen en monocapa. Se pueden utilizar
una variedad de medios de cultivo para su
crecimiento siendo el maés utilizado el
DMEM. Estas células expresan muchas
proteinas tipicas de células neurales y ya
en 1977, cuando fueron descritas, se
propuso que provenian de células de origen
neural.

Las células se incubaron a 37 °C, con CO, al 5 % y 95 % de humedad en un
incubador Nuare o Forma Scientific. Se cambiaron de medio cada 2 6 3 dias y el
crecimiento se llevd a cabo hasta un 90-95 % de confluencia, procediéndose

seguidamente a la resiembra en nuevas placas.

Puesto que las células HEK-293 utilizadas no se adhieren fuertemente al
sustrato para resuspenderlas se pudo utilizar el método de pipeteo aunque se optd en
la mayoria de los casos una solucion de PBS EDTA 2 mM. El EDTA va a actuar
quelando iones de calcio necesarios para la union de las células al sustrato, de esta
forma se levantan las células de la botella (flask) donde crecen y se puede propagar el
cultivo. Una vez toda la capa de células esta levantada se pasan a un tubo de 50 ml y
se centrifuga a 750 rpm. durante 10 min. a temperatura ambiente. Seguidamente se
decanta el sobrenadante y el botdn celular se resuspende en medio de cultivo y se

distribuye en nuevas placas.

4.20 Medicién de las concentraciones de CO, en los incubadores

Puesto que la concentracion de CO; es un factor importante para el correcto

crecimiento de las células se llevo a cabo un control periddico del mismo. La
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medicion de la concentracién de CO, se llevo a cabo con analizador de gas Fyrite®
(Bacharach Inc). Este sistema consta de una capsula con un liquido capaz de absorber
de forma selectiva el CO,. Mediante la utilizaciéon de una bomba se introduce aire
directamente del incubador y en funcién de la concentracién de CO; el volumen del
liquido aumentara de forma que una escala graduada nos da el valor exacto de la
concentracion. La medicion del CO; se realizé siempre a primera hora de la mafiana
antes de que el incubador hubiese sido abierto y en caso de encontrarlo descalibrado

se calibrd y volvié a comprobar transcurrida una hora.

4.21 Transfeccion

La transfeccion se llevdo a cabo utilizando dioctadecildoglicil-espermina
(DOGS), una lipoamida sintética de naturaleza catidnica (Transfectam®, Promega). La
elevada carga positiva del grupo espermida confiere a la molécula una alta afinidad
por el DNA, cubriendo a éste con una capa lipidica catiénica que facilita su unién a la

membrana celular.

Las células HEK-293 se crecieron en placas de 12 pocillos hasta alcanzar una
confluencia no superior al 70 %, incubando las células a 37 °C, con CO, al 5 % y 95
% de humedad, en medio DMEM suplementado con L-Glutamina, antibiéticos,
antifungico y suero bovino fetal. Para llevar a cabo la transfeccion se procedié a
eliminar el medio de la placa y a afiadir 500 ul de medio fresco. En dos tubos
eppendorf se preparé de forma independiente una mezcla que contenia 1 ug por
pocillo del vector pcDNA3.1 con el inserto del clon de interés mas 9 ul de medio
DMEM vy en el otro tubo 1 ul de Transfectam® (2 mM) por pocillo méas 9 ul de

DMEM. Seguidamente se mezclé el contenido de los dos eppendorf y se incub6 todo
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ello 10 min. a temperatura ambiente. A continuacion la mezcla fue afiadida a cada
pocillo, se agitd suavemente dejadndola en contacto durante 2 h. Al cabo de ese tiempo
se completo cada pocillo con 1 ml del medio antes descrito incubando las células en
un incubador a 37 °C, 5 % de CO; y 95 % de humedad hasta la extraccion de
membranas, o extraccion de RNA, o bien hasta realizacion del procedimiento para

conseguir células estables (aproximadamente 48 h).

4.22 Obtencién de clones estables

Tras determinar el éxito de la transfeccion mediante la extraccion de RNA y la
realizacion de la RT-PCR utilizando oligonucle6tidos especificos de la secuencia
insertada, se procedio a la obtencion de clones estables. Para dicho cometido se
empled G-418 (Neomicina) (Gibco-BRL) como antibiético de seleccion, ya que el
plasmido transfectado posee un gen marcador de resistencia a neomicina. Tras 48 h de
la transfeccion las células se levantaron por pipeteo, y se centrifugaron a 750 g
durante 10 min. Posteriormente el boton celular se resuspendié en medio fresco
completo y suplementado con G-418 a una concentracion final de 500 ug/ml y se
distribuy6 en placas de 24 pocillos, 500 ul por pocillo. El objeto del pase de las
celulas de cada pocillo de placas de 12 pocillos a 12 pocillos de placas de 24 es el de
diluirlas para asegurar que las colonias estables que se formen crezcan lo mas
aisladamente posible. La seleccion se llevd a cabo durante un periodo minimo de 2
meses, comprobandose mediante la técnica de RT-PCR que se mantenia la expresion

del clon de interés.
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4.23 Congelacion de células HEK-293

A partir de un cultivo celular en fase exponencial, con un 80% de la superficie

del flask cubierto se levantaron las células por pipeteo o con PBS EDTA 2mM vy se
centrifugaron a 750 g durante 10 min. Se decanto el sobrenadante y a continuacion se
resuspendieron en medio completo (DMEM suplementado con antibidticos,
antifungico, suero bovino fetal y L-Glutamina). La suspension celular fue alicuotada
en crioviales y se le afiadio6 DMSO hasta una concentracion del 5%, se mezcld bien.
Para conseguir una congelacion progresiva se utilizd una cubeta de congelacion. Esta
cubeta consiste en una gradilla para crioviales que se acopla a un recipiente lleno de
isopropanol el cual quedara bafiando a los crioviales. Esta cubeta se introduce durante
24 h a -80 °C y asegura una disminucion de la temperatura progresiva. A continuacion
se pone a -196 °C hasta su utilizacion. En los casos en los que no habia disponible una
cubeta de congelacion las células se pusieron en hielo, a continuacién se dejaron a
-20 °C durante al menos 1 h. Una vez transcurrido este tiempo se pasaron a —-80 °C,
donde permanecieron toda la noche. Finalmente los crioviales se almacenaron

indefinidamente a -196 °C, en nitrogeno liquido.

4.24 Descongelacion de células HEK-293

La descongelacion de las células almacenadas en nitrogeno liquido al contrario
que su congelacion es un proceso rapido. Los crioviales se pasan directamente de
-196 °C a un bafio a 37 °C. Inmediatamente tras la descongelacion se afiade medio
para diluir la concentracion de DMSO y que de esa forma no afecte a las células. Tras

este paso se centrifugan a 750 g durante 10 min. y el boton celular se resuspende en
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medio fresco completo y se siembra en un namero de botellas que depende de la

cantidad de células que se afiadi6 a cada criovial.

4.25 Obtencién de membranas de células en cultivo

Las células HEK-293 transfectadas de forma estable, se crecieron hasta
alcanzar una confluencia del 80 % en flask de 75 cm? de superficie de crecimiento.
Las células se despegaron de la botella incubando las mismas con PBS-EDTA 2 mM
durante 5 min. a 37 °C. Tras despegarse se recogieron con pipeta y se centrifugaron en
tubos estériles de 50 ml a 750 g durante 10 min. a 4 °C. Tras este paso se obtuvo el
boton de las células deseadas. Seguidamente, las células se resuspendieron en un
volumen de PBS (NaCl 0.84 g; KH,PO, 0.02 g; Na,HPO,4-2H,0 0.19 g; KCI 0.02 g;
enrasar a 100 ml y ajustar el pH a 7.4 con inhibidores de proteasas bacitracina 0.1
mg/ml, captopril 3.33 nM vy tiorfano 0.33 nM, todos de SIGMA) 20 veces inferior al
volumen original de medio de cultivo, se homogeneizaron con un homogeneizador
Brinkmann Polytron durante 30 segundos, a velocidad media y se centrifugaron a
1000 g durante 10 min. a 4 °C. Tras aprovechar el sobrenadante, pasandolo a otro
tubo, se repitid la misma operacion con el boton obtenido y se juntaron los dos
sobrenadantes desechando el botdn, mayoritario en membranas nucleares. El conjunto
de los sobrenadantes se centrifugd a 10° g durante 1 h a 4 °C con el objetivo de
sedimentar de un modo mayoritario las membranas celulares en las que se encuentran
los receptores opioides. Tras la centrifugacion se elimind el sobrenadante y el boton
se lavo con Tris-HCI 50 mM, pH 7.4 con inhibidores de proteasas (igual que en el
PBS) y EDTA 1 mM para eliminar los posibles restos del Na* procedente del PBS, ya

que se ha demostrado que este ion inhibe la unién de ligandos opioides (agonistas).
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Finalmente, las membranas se resuspendieron en Tris-HCI (50 mM, pH 7.4 con
inhibidores de proteasas y EDTA 1 mM) hasta obtener una concentracion final de
proteina de 0.5-1 mg/ml, determinada por el método de Lowry (Lowry y cols., 1951)
(Kit total protein, Sigma Diagnostics), utilizando albimina sérica bovina (Sigma)

como patron.

4.26 Ensayos de unidn a saturacion con radioligandos

Los ensayos de union a saturacion nos permiten determinar los pardmetros que
definen la interaccion de un ligando con una macromolécula. Dichos parametros son
la constante de disociacion Kg, una medida de la afinidad, que se define como la
concentracion de ligando necesaria para ocupar la mitad de los sitios de union y la
poblacion receptorial Bmax (de Bound maximum) que indica el nimero de sitios de

union en la muestra.

Los ensayos de saturacion se realizaron utilizando extractos de membranas
purificadas de celulas HEK-293, transfectadas de forma estable con el receptor
zfMOR de pez cebra (a partir de colonias que expresaban el receptor, comprobado por
RT-PCR). Los ensayos se llevaron a cabo utilizando 50 ug de proteina. Las proteinas
se incubaron con concentraciones crecientes de radioligando (*H-Diprenorfina o *H-
DAMGO desde 0.156 nM hasta 20-40 nM, concentracion final) en un volumen final
de 250 ul en el siguiente tampdn: Tris-HCI 50mM pH 7.4 con inhibidores de
proteasas (bacitracina 0.1 mg/ml, captopril 3.33nM vy tiorfano 0.33nM, Sigma). Tanto
para estudiar la unién de *H-Diprenorfina como la de *H-DAMGO los ensayos se

incubaron durante 60 min. a 25 °C.

79



MATERIAL Y NMETODOS

En cada experimento, por cada concentracion de radioligando se realizaron
dos determinaciones: la unidn total y la unién no especifica. La union total se define
como la cantidad total de radioligando unido (esta union puede ser de manera
especifica al receptor pero también hay union no especifica a otras proteinas de la
muestra o al tubo). La unién no especifica se define como aquella que sucede en
presencia de una concentracion saturante de ligando frio (en esa situacion el
radioligando solo estara unido de forma no especifica a otros componentes de la
reaccion o al tubo). La union especifica la definiremos, por tanto, como la diferencia
entre la union total y la unién no especifica. En el caso de receptores opioides la unién
no especifica se suele determinar utilizando naloxona no marcada (fria) a una

concentracion saturante de 10 uM.

Tras la incubacion, la reaccion se paré afiadiendo 3 ml de tampon Tris-HCI 50
mM pH 7.4 a 4 °C y esta mezcla fue rapidamente filtrada al vacio en un Brandell Cell
Harvester a través de filtros GF/B (Schleichler & Schuell) pretratados con
polietilenimina (Sigma) al 0.2% (con el fin de minimizar la unién de ligando libre al
filtro gracias a su carga positiva) durante al menos 60 min. Antes de la filtracion los
filtros se lavaron con tres pases de 3 ml de tampon Tris-HCI (50 mM, pH 7.4)
atemperado a 4 °C para eliminar el exceso de polietilenimina. A continuacién se
procedid a filtrar las muestras seguido de dos lavados con el mismo tampon. Los
filtros se depositaron en viales con 3.5 ml de liquido de centelleo Ecosint A (National
Diagnostics) y se incubaron durante al menos 16 h en agitacion, La radiactividad se
cuantificd con un contador de centelleo Beckman Coulter LS6500. Los ensayos se

realizaron por duplicado y al menos 3 veces.
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4.27 Ensayos de competicion de ligandos por el receptor

Los ensayos de competicién o desplazamiento permiten conocer la afinidad
que presentan ciertos ligandos por un receptor. Esta técnica es muy Util cuando no se
dispone de los ligandos, cuya afinidad por el receptor se quiere conocer, en forma
marcada. Para poder determinarlo se utiliza un ligando marcado, en nuestro caso
mediante radiactividad, con una afinidad conocida por el receptor y se intenta
desplazar la unién de dicho radioligando con distintas concentraciones del compuesto
sin marcar. La capacidad de desplazamiento es un indicador de la afinidad del ligando
sin marcar por el receptor. Los parametros obtenidos de este tipo de experimentos son
la dosis efectiva media o concentracién inhibitoria media (ICsp 0 ECsg, segln autores)
que se define como la cantidad de ligando sin marcar necesario para desplazar el 50 %
de la unidn especifica del ligando marcado, y el porcentaje de desplazamiento. La K;
0 constante de inhibicion es otro parametro que mide la afinidad del ligando por el
receptor y que se obtiene utilizando la ecuacion de Cheng-Prusoff (Cheng y Prusoff,
1973). Mientras que el valor de ICsp varia en funcién de la concentracion de ligando
marcado utilizado el valor de K;j es constante y por lo tanto permite una comparacion

mas exacta entre distintos experimentos.

Los ligandos sin marcar utilizados se disolvieron en agua destilada estéril y se
realizaron alicuotas de 10 mM, 500 uM y 250 uM que se conservaron a -20 °C. En el
caso de los ligandos de tipo peptidico que pueden ser degradados con mayor facilidad
se hicieron alicuotas de pequefios volimenes para evitar en lo posible ciclos de
congelacion-descongelacion. Para los ensayos de competicion las proteinas (20 ug) se

incubaron con una concentracién fija de radioligando (*H-Diprenorfina o *H-
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DAMGO), aproximadamente en el rango de la Ky del radioligando por el receptor, y
concentraciones crecientes de ligando sin marcar (desde 10 pM a 10 uM o en el caso
de la etorfina 0.1 pM a 1 uM) en un volumen final de 250 ul en tampo6n de ensayo
(HEPES 25 mM pH 7.6, 50 mM MgCl,, 0.32 M sacarosa). La incubacién fue de 90
min. a 25 °C. También se determiné la union total (en ausencia del ligando frio o sin
marcar) y la union no especifica (en presencia de naloxona 10 uM) para cada una de
las concentraciones empleadas. Tras la incubacion la reaccion se filtrd rapidamente
con un FilterMate ™ harvester (Packard, Meriden, CT) a través de MultiScreenyrsFB
96-well filter plates (Millipore). Los filtros se lavaron dos veces con tampon HEPES
25 mM pH 7.6 y a continuacion se dejaron secar durante al menos 30 min. en vacio. A
continuacion se sell6 utilizando White seal MultiScreen Filtration System (Millipore)
y se afiadié a cada uno de los pocillos 30 ul de liquido de centelleo Microscint™ 20
(Perkin Elmer) posteriormente se cubrid la placa con Transparent seal (Millipore) y
se incubd durante al menos 16 h. La radiactividad se cuantificé con un contador de
centelleo Top Count NXT™ (Packard). Todos los experimentos se realizaron por

triplicado y se repitieron al menos tres veces.

4.28 Ensayos de actividad del receptor por [*°S]-GTPyS

Para estudiar la actividad funcional de los receptores existentes en las
membranas extraidas de las lineas celulares transfectadas con el receptor zfMOR de
pez cebra utilizamos el ensayo de estimulacién de la unién de [*S]-GTPyS (Traynor y
Nahorsky, 1995). Este ensayo es una medida de la estimulacién por el ligando de las
proteinas G que interaccionan con el receptor; el [**S]-GTPyS es un analogo del GTP

que se une al centro activo GTP4sico de las proteinas G al igual que lo hace el GTP;
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sin embargo el enlace y-tiofosfato es resistente a la hidrolisis por lo que se previene la
recomposicion de heterotrimero y se produce una acumulacion de subunidades Ga.
marcadas de forma radiactiva. De esta manera, la cantidad de radiactividad unida sera
directamente proporcional al grado de activacion de las proteinas G. Para realizar
estos ensayos se emplean varias concentraciones de agonistas que provoquen la
activacion del receptor y, como resultado el intercambio en las proteinas G y su
consiguiente activacién. La actividad se determina como el porcentaje de activacion
especifica respecto a la activacion basal, la cual se define como la cantidad de
radiactividad unida en ausencia de agonista. Al igual que en los experimentos de
saturacion y competencia también debemos calcular la uniéon no especifica, en este
caso se establece como unidn no especifica a la radiactividad unida en presencia de
una concentracion saturante de GTPyS sin marcar (10 uM). Los pardmetros que
podemos obtener en este tipo de ensayos son la dosis efectiva media o ECsg, definida
como la concentracion de ligando necesaria para producir el 50% de la respuesta
méaxima. Este valor nos da una idea de la potencia del ligando. El otro parametro es la

activacion maxima y este nos da una idea de la eficacia del ligando.

Para realizar este tipo de ensayos, las proteinas (20 ug) se incubaron en un
tampon de ensayo (Tris-HCI 50 mM, MgCl, 5 mM, EDTA 1 mM y NaCl 100 mM,
pH 7.4) que ademés contenia BSA (0.1 %), DTT (1 mM), GDP (10 uM), [**S]-GTPyS
0.1 nM, en presencia de distintas concentraciones de los ligandos opioides (desde 0.1
nM hasta 10 uM). La mezcla (200 ul de volumen final) se incubé durante 60 min. a
30 °C, se par6 afiadiendo 4 ml de Tris-HCI 50 mM pH 7.4 a 4 °C y a continuacion el
[**S]GTPyS libre y unido se separé mediante filtracion al vacio con un Brandell Cell

Harvester a través de filtros GF/B (Scheichler & Schuell). Tras los lavados con tres
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pases de 3ml de tampon Tris-HCI (50mM, pH 7.4) atemperado a 4 °C los filtros se
depositaron en viales con 3.5 ml de liquido de centelleo EcoScint A durante al menos
16 h en agitacion, tras lo que se cuantifico la radiacion mediante un contador de
centelleo liquido Beckman LS6500. Todos los experimentos fueron realizados por
triplicado y repetidos al menos 3 veces.

El porcentaje de estimulacion de unién de [*>S]GTPyS se calculé de la

siguiente manera:

[dpm (agonista) — dpm (union no especzfica)] £ 100

% estimulacion = - -
[dpm (basal) — dpm (union no especzﬁca)] -1

4.29 Estudio de la inhibicion de la adenilato ciclasa

El estudio de los niveles de AMPc en las células HEK-293 que expresan de
forma estable zfMOR se llevd a cabo mediante inmunoensayo. La inhibicion de la
actividad de la adenilato ciclasa estimulada por forscolina se realizd en presencia de
varias concentraciones de ligando. Las células se crecieron en placas de 96 pocillos
hasta una confluencia del 80%. En el dia del experimento, el medio de crecimiento se
reemplazo por 100 ul de medio de incubacion consistente en 0.5 mM
isobutilmetilxantina (IBMX), 10 uM forscolina, y varias concentraciones de ligandos
(0.001 nM-10 uM) en tampon Krebs-Ringer-HEPES (NaCl 110 mM, KCI 5mM,
MgCl, 1 mM, CacCl, 1.8 mM, glucosa 25 mM, sacarosa 55 mM y HEPES 10 mM con
un pH de 7.4). Las células se incubaron en un bafio a 37 °C durante 15 min., previo
sellado de la misma con HotSeal (Diversified Biotech, Boston, MA). A continuacion
la reaccion fue terminada mediante incubacion de las placas durante 7 min. a 86-90 °C

para asi lisar las células y liberar el AMPc intracelular. EI sobrenadante se recogio,
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tras una centrifugacion en centrifuga de placas de microtitulo (Marathon 3000, Fisher

scientific) a 500 g durante 5 min., para su medida tras al menos 1 ha 4 °C.

Los niveles de AMPc se midieron mediante el Amplified Luminescent
Proximity Homogeneus Assay AlphaScreen cAMP Detection Kit (BioSignal,
Montreal. QC, Canadd) y utilizando una estacion automatizada, Biomek 2000
Laboratory Automation Workstation (Beckman Coulter, Fullerton, CA). Para poder
llevar a cabo la medicién de los niveles de AMPc en primer lugar preparamos una
curva estandar de AMPc sobre la cual poder extrapolar los valores obtenidos en las
muestras. La curva estandar se prepara para cada uno de los experimentos y se

compone de 16 concentraciones de AMPc comprendidas entre 0.1 mM y 10 fM.

Medimos la cantidad de AMPc presente en 4 ul del sobrenadante de cada uno
de los pocillos mediante la utilizacion de “donor beads’ recubiertas de streptavidina,
“aceptor beads recubiertas de anticuerpos frente a AMPc y AMPc biotinilado. En
primer lugar las “donor beads (concentracion final 20 wg/ml), las “aceptor beads”
(concentracion final 15 ug/ml) y el AMPc biotinilado (concentracion final 10 nM) se
diluyeron en control buffer (2X para en el caso de las “donor beads” y 1X para las
“aceptor beads”) [HEPES 5 mM, pH 7,4; Tween20 0,3 % (60 %); BSA 0,1 %; HBSS
(solucidn salina Hanks) (40 %)]. 4 ul de “aceptor beads” y 4 ul de sobrenadante de la
reaccion o 4 ul del estandar de AMPc se pipetearon por duplicado en pocillos en una
placa de 384 pocillos (Opti-plate; BD Falcon) utilizando para ello una estacion de
trabajo Biomek 2000 (Beckman Coulter) en un ambiente de luz tenue y manteniendo
la estacion de trabajo a 4 °C. La placa se selld utilizando TopSeal adhesive sealing

film (PerkinElmer Life and Analitical Sciences) y se incubé en oscuridad durante dos
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horas. Pasadas las dos horas se retir0 el TopSeal, se afiadieron 12 ul de “donor beads”
a cada uno de los pocillos y se volvi6é a sellar y se incubd durante 18-24 h en
oscuridad y a 4 °C. A continuacion, tras equilibrar a temperatura ambiente y en
oscuridad durante 4 h el contenido de AMPc de cada uno de los pocillos se determind
excitando las “donor beads” a 680 nm, lo que genera un singlete de O, y que resulta
en la emisién del “aceptor beads” a 520-620 nm. La fluorescencia de los pocillos se
cuantifico con un lector de placas Fusion « (Packard) y la cantidad de AMPc en cada

muestra se extrapold a la curva estandar de AMPc.

En aquellos experimentos en los que se utilizd toxina pertasica (List
Biological Laboratorios INC., Campbell, CA) 100 ng/ml PTX se afiadieron al medio
de cultivo 6 horas antes de llevar a cabo el ensayo de AMPc. En los experimentos en
los que se utiliz6 un antagonista junto con la etorfina las concentraciones fueron de 1

uM para BFNA y naloxonay 1 nM para la diprenorfina.

4.30 Analisis de los datos

En los ensayos de unién al receptor y de competicion la union especifica se
determindé como la diferencia entre la unidn total y la union inespecifica (en presencia
del ligando frio 10 uM). Para el analisis de los datos hemos utilizado el programa
Graphpad Prism 4.0 (San Diego, CA) que realiza analisis de regresion no lineal. Este
programa utiliza ecuaciones que se ajustan a diferentes modelos. Asi, el ajuste de los
puntos siguiendo el modelo de un sitio de union frente al que predice dos 0 més se
evalué mediante un “test F” que determina si los parametros ajustables mejoran los

datos para acoplarlos al modelo sencillo de un sitio de unién o al mas complejo de dos
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0 més. Se calcularon los valores de Kqy (constantes de disociacion, en nM) y Bmax
(concentraciéon de proteina receptorial en fmol/mg de proteina) obtenidos en los
diferentes ensayos llevados a cabo. Los valores de ECs (concentracién de agonista
que ocupa el 50% de los sitios de union), determinados originalmente mediante el
método de regresion no lineal de los minimos cuadrados a partir de del logaritmo de
la concentracion del ligando desplazante fueron después convertidos a valores de K
(constantes de inhibicién de la unién del ligando tritiado por el ligando frio que

desplaza) utilizando el método de Cheng y Prusoff (1973).

4.31 Estudios de inmunofluorescencia

Una forma cualitativa de determinar los procesos de internalizacién de un
receptor de membrana es mediante técnicas de inmunofluorescencia. Los estudios de
inmunofluorescencia se llevaron a cabo utilizando las células HEK-293 que expresan
de forma estable el receptor zFMOR y células HEK-293 que expresaban de forma
estable el receptor mu de rata. Estas Gltimas nos proporcionan un control positivo
interno. Ambos receptores presentan en su extremo amino terminal la secuencia
antigénica HA para su facil deteccion. Para ello, las células se crecieron sobre
cubreobjetos circulares de 1 cm de diametro previamente polilisinados. Para
polilisinar los cubreobjetos primeramente se sometieron a un tratamiento de limpiado
utilizando una solucion de etanol 70 % y é&cido clorhidrico 1%. Tras un periodo
minimo de 1 h los cubreobjetos se lavaron muy bien con agua destilada para eliminar
cualquier traza de etanol o acido, se autoclavaron y posteriormente secaron en una
estufa. Una vez secos se cubrieron con una solucién comercial de polilisina 0.01%

(Sigma) durante al menos 15 minutos, a continuacién, se elimind la polilisina y los
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cubreobjetos se dejaron secar al aire. Posteriormente se lavaron 3 veces con PBS
estéril seguido de un lavado con medio de cultivo. Por ultimo los cubreobjetos se
depositaron en placas multipocillo de 12 (2 cubres por pocillo) o de 24 (1 cubre por
pocillo). Las células crecidas en botellas con un 70-80 % de confluencia se levantaron
utilizando PBS EDTA 2mM, se centrifugaron a 500 g durante 5 min. y se
resuspendieron en medio de cultivo. En cada pocillo se afiadieron 2 ml de medio de
cultivo completo y un volumen de células que varia en funcién de cuando se fuese a

realizar el experimento.

El dia del experimento las células debian presentar una confluencia del 60-70
% para intentar evitar la agregacion celular en forma de pelicula o l[&mina sobre el
cubreobjetos. La dilucién del ligando se preparé utilizando DMEM completo + 30
mM HEPES pH 7.4. EI HEPES nos va a asegurar un pH constante a lo largo del
experimento. De esta forma, se aspird el medio de los pocillos y se afiadié el medio
fresco con la droga a una concentracion final 1 uM, siempre manteniendo pocillos
control los que no se le afiade droga alguna. Posteriormente la placa se incubd 30 min.
a 37 °C, 5 % CO,. Transcurrido el tiempo de incubacion la placa se deposito
directamente sobre hielo, de manera que se paran los procesos de internalizacion y
reciclaje del receptor. Tras retirar el medio las células se lavaron con PBS enfriado a 4
°C y se fijaron con paraformaldehido (Sigma) al 4 % en PBS durante 15 min. en hielo.
El empleo de paraformaldehido como fijador permite una buena preservacion de la
estructura de las membranas celulares, lo que es fundamental para el estudio de
receptores de membrana. Tras realizar un lavado con PBS, las células se
permeabilizaron con Tween20 (Sigma) al 0.2 % en PBS y durante 10 min. en hielo.

Este paso es fundamental ya que nos interesa ver tanto la fluorescencia presente en la
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membrana como aquella que se encuentra vesiculas en el citoplasma como
consecuencia de los procesos de internalizacion tras el tratamiento. Tras lavar el
cubreobjetos con PBS se depositaron en camaras humedas para realizar la tincion
inmunofluorescente. El anticuerpo utilizado fue un anticuerpo monoclonal anti-HA
directamente conjugado con fluoresceina obtenido en rata (Roche); éste se diluy6 en
medio completo + 30 mM HEPES pH 7.4 a una concentracion de 5 ug/ml y se
emplearon 30 wl de dilucién de anticuerpo para cubrir la superficie de cada uno de los
cubreobjetos. Esta incubacion se llevé a cabo en la cdmara himeda durante 30 min. a
4 °C y en oscuridad. Finalizado el tiempo de incubacion se realizaron 3 lavados con
tampodn de lavado (PBS + 2 % suero bovino fetal + 0.05 % NaN3) en oscuridad. A
continuacion se sumergieron en una solucion de Hoechst 2 uM (Invitrogen) durante 2
s y finalmente las preparaciones se montaron sobre portaobjetos con medio de
montaje para muestras fluorescentes (Dako Cytomation). Las muestras se dejaron
secar 2-3 h a temperatura ambiente y se guardaron a 4 °C en oscuridad hasta su

estudio en el microscopio.

Las muestras se observaron en un microscopio Axiovert 200M de Carl Zeiss,
utilizando el objetivo 63x para tomar las fotografias (Camara AxioCam) y con filtros
para Alexa 488 y DAPI. Las fotografias tomadas se analizaron con el programa

AxioVision LE.

4.32 Estudios de citometria de flujo

Para poder cuantificar los niveles de internalizacion del receptor una de las

técnicas mas adecuadas es la citometria de flujo. Para ello utilizamos un anticuerpo
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gue reconoce un epitopo antigénico, en nuestro caso HA y que porta un fluorocromo.
Para realizar estos ensayos las células se crecieron en botellas o flask de 25 cm? de
superficie de crecimiento, de forma que el dia del experimento presentaran una
confluencia del 70-80 %. No es conveniente que el crecimiento celular llegue a un
100 % de confluencia ya que tienen lugar fenémenos de inhibicion del crecimiento y
se produce una disminucién de los niveles del receptor en la membrana plasmatica. El
dia del experimento se retira el medio de cultivo y se afiade la droga diluida en medio
completo + 30 mM HEPES pH 7.4, dejandolo incubar un tiempo que dependera del
experimento a realizar. Tras la incubacion las botellas se depositaron en hielo para
parar los procesos de internalizacion y las células se levantaron utilizando PBS EDTA
2mM. Posteriormente las células se centrifugaron a 500 g durante 5 min. y a4 °Cy se
resuspendieron en un volumen de 80 ul de medio completo + 30 mM HEPES pH 7.4.
20 wl de suspension celular se incubaron en un tubo eppendorf con 20 ul de una
dilucion del anticuerpo para obtener una concentracion final de 5 ug/ml. El anticuerpo
empleado fue un anticuerpo de rata que reconoce al antigeno HA y que esta
directamente conjugado con fluoresceina (Roche). El anticuerpo se incub6 durante 30
min. en oscuridad y a 4 °C. Transcurrido este tiempo se centrifugaron los tubos a 500
gy 4 °C durante 5 min., se aspird el sobrenadante y el botdn celular se lavo tres veces
con tampon de lavado (PBS + 2 % suero bovino fetal + 0.05 % NaN3) enfriado a 4 °C.
Finalmente el botdn celular se resuspendié en 500 ul de PBS EDTA 2 mM y se
transfirié a tubos de poliestireno de 5 ml (Fisherbrand). Los tubos se taparon con
papel de aluminio para protegerlos de la luz y se guardaron a 4 °C hasta el momento
de la adquisicién en el citometro. En los casos en los que no se pudiera pasar la
muestra por el citometro el mismo dia del experimento se realizé una fijacion de las

células mediante paraformaldehido 2 %, 10 min. en hielo tras los lavados del
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anticuerpo. A continuacion se lavo de nuevo y se resuspendié en PBS EDTA 2 mM

como en el caso anterior.

Junto con los tratamientos se realizaron dos tipos de controles: el control
positivo, en ausencia de ligando, determina los niveles basales de receptor en la
membrana plasmatica; el control negativo, en ausencia de anticuerpo, nos indica la
autofluorescencia de la muestra. Ademas como un control interno de la técnica se
utilizé el receptor opioide mu de rata transfectado en células HEK-293 del cual se

conocen los niveles de internalizacién.

Las muestras se analizaron en un citdmetro FACScalibur (Becton &
Dickinson) bajo los siguientes pardmetros: FSC (Forward Scatter, que determina el
tamafio celular) y SSC (Side Scatter, que determina la granularidad interna o
complejidad de la particula) en escala lineal, y la fluorescencia, FL1, en la escala
logaritmica. En la adquisicion de las células por el citometro se dibujo una ventana o
gate en torno a las células vivas y se adquirieron 10000 eventos por tubo. A
continuacion se determind, en primer lugar, la fluorescencia producida por las células
sin teflir, seguido por los controles y los tratamientos. Los datos se analizaron con el
programa CellQuest (Becton & Dickinson). El porcentaje de internalizacion se

calculé como:

[GM (Tratamiento) — GM (Control sin anticuerpo)]
[GM (Control sin tratamiento) — GM (Control sin anticuerpo)]

% internalizacion =100 — x 100

Siendo GM la media Geométrica (Geomean) de la curva de fluorescencia.

91






Resultados






RES\VLTADOS

Es indudable que conocer las bases moleculares de la actividad de los agentes
opioides enddgenos abre una puerta al desarrollo de nuevos farmacos analgésicos. En
este trabajo hemos caracterizado la actividad del receptor opioide mu de pez cebra
obteniendo datos que nos llevan a reconocer al pez cebra como un buen modelo para

el estudio del sistema opioide.

5.1 Estudio de la expresion de zfMOR en el pez cebra

En nuestra primera aproximacion al objetivo que nos planteamos, quisimos
determinar si la expresion del receptor zfMOR se encuentra restringida al sistema
nervioso o se localiza en otras areas del pez cebra. Para ello llevamos a cabo PCRs
utilizando como molde cDNA obtenido a partir de RNA de distintos érganos del pez
cebra. Como se observa en la figura 26 podemos detectar expresion en cerebro, retina,
corazén, higado y sangre. En agallas se puede intuir una banda del tamafio adecuado.

En musculo e intestino no se detecta expresion.

O O o
/ @5‘ & %\"’Q ({,\'bo §.Q§ §Q<§b \ Figura 26: Productos de PCR,
G P P $°’ & \Q‘q’ L separados en un gel de agarosa,
= correspondientes a la expresion
— - c— g <«4— 1188pb | del receptor zFMOR en distintos
. ! tejidos del pez cebra.
-
-
- J
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5.2 Obtencidén de la construccién de zFEMOR

Para poder llevar a cabo el estudio del receptor zfMOR requerimos un sistema

en el que poder analizarlo de forma aislada. Esta bien establecido que la linea celular
HEK-293 (Human Embryonic Kidney) no expresa ningun tipo de receptor opioide
(Arden y cols., 1995) pero si proteinas implicadas en la transduccion de sus sefiales
intracelulares, como proteinas G, adenilato ciclasas, etc. Dado que es un sistema bien

establecido nos propusimos llevar a cabo la expresién de zFMOR en esta linea celular.

En primer lugar obtuvimos el cDNA (DNA copia de RNA) correspondiente a
la fase de lectura abierta u ORF (Open Reading Frame) del gen zfMOR. Para ello se
extrajo RNA total a partir de cerebros de pez cebra adultos y se llevo a cabo la
retrotranscripcion del mismo utilizando como cebador un oligonucledtido de restos de
desoxitimidinas (OligodT). De esta manera conseguimos un hibrido DNA-RNA sobre
el que, posteriormente, realizamos una PCR utilizando oligonucledtidos especificos
para la amplificacion de la ORF de zfMOR. Como norma general previo a la
amplificacion del fragmento de interés se lleva a cabo un control positivo para
determinar la viabilidad de la retrotranscripcion. En nuestro caso el control positivo
utilizado es parte de la ORF de zfDOR1, el cual hemos demostrado previamente que
se expresa de forma abundante en el cerebro de pez cebra (Barrallo y cols., 1998a;
Porteros y cols., 1999). Una vez realizada la RT-PCR los productos se sometieron a
una electroforesis en gel de agarosa al 0.8% lo que nos permitié comprobar su tamafio

y la ausencia de contaminaciones o amplificaciones inespecificas. (Figura 27)
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\ Figura 27: Producto de
PCR amplificado se sitla a

la altura del tamafio
esperado. En la parte
inferior se puede ver el
control positivo
correspondiente a la
amplificacién de parte de la
ORF del gen zfDORL1.

M: Marcador de peso
molecular; C-:  Control
negativo; C+:  Control
positivo.

Controles de la

retrotranscripcion

Como se observa en la fotografia del gel (Figura 27) obtuvimos una Unica

banda cuyo patron de migracion se ajusta al tamafio esperado 1188 pares de bases. La
banda estaba bien definida lo cual facilita y mejora su purificacion a partir del gel, ya
que se minimiza la cantidad de agarosa que hay que recortar. Esta purificacion se
podria realizar a partir del producto de PCR siempre que se esté seguro de que la
reaccion ha tenido lugar correctamente. En nuestro caso optamos por someter primero
al producto de PCR a electroforesis ya que en este proceso podemos estar separando
moléculas de DNA que se hayan amplificado de forma inespecifica y que estén en una
concentracion tan baja que no se aprecien en el gel tras someterlo a luz ultravioleta.
Ademas, por lo menos en algunos casos, la purificacion de bandas a partir de geles de
agarosa es ventajosa frente a la purificacion directa de la PCR ya que permite la
eliminacion de sales que pudieran interferir en pasos posteriores y para la eliminacién

de los oligonucledtidos que hayan quedado en exceso.

Tras la purificacion de la banda del gel de agarosa, se someti6 a electroforesis
una alicuota de la misma de 4 ul para comprobar su intensidad, lo que nos da una idea

de la concentracion a la que se encuentra. (Figura 28)
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M
-
L%

ZAMOR Figura 28: Purificacion de_ la banda amplificada de
zfMOR. Esta electroforesis nos permite hacernos

(1188pb) : 9
- 4 una idea de la concentracion a la que se encuentra

nuestro cDNA. M: Marcador de peso molecular.
&)

El siguiente paso, para la obtencidén de una construccién que nos permita la
expresion de zFMOR en células animales, es introducir el cDNA correspondiente a la
ORF de zfMOR en un vector de clonacién. Un vector de clonacion se puede definir
como una pequefia molécula de DNA con capacidad de autoreplicarse que se puede
introducir en una célula, procariota o eucariota, y en cuya secuencia se puede integrar
el gen o secuencia de interés. El vector utilizado fue el pGEM®-T Easy. La gran
ventaja de este plasmido es que esta disefiado para la rapida ligacion de productos de
PCR. Algunas de las polimerasas termoestables mas utilizadas en las reacciones de
PCR (por ejemplo Tag, Tfl y Tth) tienen la caracteristica de que afiaden
desoxiadenosinas terminales en los extremos 3’ de los productos de PCR (Clark,
1998; Newton y cols, 1994); este hecho se ha aprovechado generando plasmidos que

tienen desoxitimidinas terminales de forma que se crean extremos cohesivos.

Tras la unién o ligacion del plasmido con el cDNA correspondiente a la ORF
de zfMOR se procedié a la transformacién (introduccién de DNA exdgeno en
bacterias) de bacterias stper competentes para, posteriormente, analizar las colonias

formadas en busca de nuestro inserto (la denominacion de sUper competentes hace
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referencia a su gran capacidad de adquirir DNA exdgeno del medio). Otra ventaja que
posee el plasmido utilizado es que no sélo permite la seleccion de las bacterias
transformadas sino que permite la distincion entre aquellas que ademas poseen el

inserto de interés.

Cuando se lleva a cabo la ligacién de las moléculas de DNA, la efectividad de
la misma depende de la temperatura y tiempo en el que se realice, del grado de pureza
del DNA, de la calidad de las enzimas utilizadas, etc. Alun en condiciones Gptimas es
muy dificil asegurar que todas las moléculas de DNA hayan sido unidas, lo que
hemos tenido en cuenta en nuestra ligacion. En ocasiones tenemos plasmidos cuyos
extremos se unen entre si en vez de con el fragmento de PCR (se autoligan); por tanto
se pueden tener bacterias transformadas con ese tipo de plasmidos. El plasmido
utilizado posee un sistema para poder diferenciar entre bacterias que tienen el inserto
y aquellas que no lo tienen, mediante un sistema de coloracion. Cuando el plasmido
no tiene inserto el gen de la B-galactosidasa contenido en su secuencia estd completo
por lo que se va a transcribir y posteriormente traducir originando una proteina
funcional que en presencia de un sustrato, el X-Gal, y un inductor, el IPTG,
proporciona a las bacterias una tonalidad azulada. Por el contrario, cuando el
plasmido tiene el inserto el gen de la p-galactosidasa queda interrumpido por lo que

no se sintetizara la proteina y las bacterias no tendran coloracién (Figura 29).
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Figura 29: Esquema del vector de
clonaciéon pGEM®-T Easy con
nuestra secuencia insertada. La
flecha morada se corresponde con el
gen de la p-galactosidasa que al
quedar interrumpido no podra
transcribirse y por tanto las bacterias
que tengan esta construccion no
seran capaces de degradar el X-Gal
del medio y seran de color blanco.
Se resaltan también los sitios de
corte de la enzima Notl y EcoRI que
van a ser importantes para los pasos
siguientes. NOtese que en este
pldsmido no importa en que sentido
se inserte nuestra secuencia ya que
no necesitamos que las bacterias
transcriban el la ORF de zfMOR.

De las colonias blancas obtenidas tras la transformacién se seleccionaron al
azar entre 6 y 10 y se llevo a cabo la extraccion y purificaciéon de los plasmidos que
contenian. El anélisis posterior mediante enzimas de restriccion nos confirmé que el

tamafio del inserto es el correcto. (Figura 30)

- N

pGEMt Figura 30: En la fotografia del gel se pueden
(2998ph) observar dos bandas, una superior

| correspondiente al plasmido y la inferior a
- ZMOR zfMOR. La banda correspondiente a zZfMOR
(1094pb) es ligeramente més baja ya que zfMOR
& presenta un sitio de corte para la enzima

EcoRI en su extremo 3’.

o )

La enzima de restriccion utilizada para la digestion del plasmido fue EcoRl.

Esta enzima presenta dos sitios de corte situadas en el sitio de clonaje multiple o MCS

(Multiple Cloning Site), y otro mas en la region 3’ de zFMOR (posicion 1087). Estos

100



RES\VLTADOS

tres sitios de corte nos producen tres fragmentos tras la digestion; el plasmido, zFMOR
truncado en su extremo 3’ y un pequefio fragmento que no se puede visualizar en
geles de agarosa de tan baja concentracion. La razon de utilizar la enzima EcoRI para
llevar a cabo la comprobacién y no utilizar otra que solo corte en el MCS del
plasmido, como Notl, que nos daria Unicamente dos productos de corte, ya que no
obtenemos mas informacion que con EcoRI. Una vez confirmado mediante el analisis
de restriccion que el tamafio del inserto era el correcto se procedio a la secuenciacion
del mismo en el servicio de secuenciacion de la Universidad de Salamanca para asi
corroborar que la secuencia no habia sufrido cambios o mutaciones en los pasos

realizados.

Tras el analisis de las secuencias se procedid a la escision del inserto del
plasmido pGEM®-T Easy. Para llevar a cabo esta digestion se utilizd una enzima que
cortara dos veces en el Sitio de Clonaje Multiple del plasmido y que a su vez no corte
en la secuencia de zFMOR. La enzima de restricciéon seleccionada fue Notl ya que
cumple esas dos condiciones. Otra opcion habria sido la utilizacion de dos enzimas
distintas, que cortaran cada una a un lado de nuestra secuencia, sin embargo se optd
por no utilizar digestiones mdaltiples ya que suelen dar mas problemas que las

sencillas.

Una vez separados los productos de la digestién en un gel de agarosa se
purificd el inserto al igual que en el caso de la PCR inicial, para posteriormente
subclonarlo en el plasmido de expresion eucariota pcDNA3.1. Este pldsmido nos
permite que el inserto sea transcrito en nuestro sistema de expresion, las células HEK-

293.
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Un paso previo a la ligacién del plasmido y el inserto es la propia preparacion
del plasmido. Este debe que ser digerido con la misma enzima con la que se digirid
PGEM®-T Easy, para que de esta forma el plasmido y el inserto puedan unirse
mediante la complementariedad de bases en los sitios de corte. Tras la digestion del
plasmido éste se purifica y desfosfata para evitar el maximo la autoligaciéon de los
extremos. A continuacion se puede realizar la ligacion y la posterior transformacion,
las cuales se levaron a cabo como en el caso de pGEM®-T Easy. El andlisis de las
colonias transformadas mediante diferencias en coloracion no es posible en este caso
ya que el plasmido pcDNAS3.1 no presenta el gen de la p-galactosidasa. Para poder
determinar que colonias tenian plasmido con inserto o sin él se hizo una extraccién y
purificacion seguida de un estudio con enzimas de restriccion. Puesto que en este caso
se trata de un vector de expresion es muy importante tener en cuenta que éste no solo
ha de tener el inserto, sino que este se tiene que encontrar bien orientado para que

pueda transcribirse (Figura 31).

Hindlll Hindlll

pcDNA 3.1 pcDNA 3.1

Figura 31: Estudio previo a la digestion. En primer lugar se seleccion6 una enzima adecuada y
posteriormente se determind el patron de digestion. A: se muestra a zFMOR insertado de forma
correcta y que por tanto podra transcribirse. B: zFMOR insertado al reves; en este caso no es
posible la transcripcion de zfFMOR.
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El andlisis de restriccion se realizd utilizando la enzima Hindlll. Esta enzima
presenta un sitio de corte en el plasmido y otro dentro de la secuencia de zfFMOR
(Figura 31). El hecho de que el sitio de corte en zEMOR no sea central sino que esté
desplazado hacia un extremo de la secuencia va a permitir la distincion de la
orientacion. En nuestro caso obtendremos distintos tamarfios, en funcién de la
orientacion, tras la digestion apropiada. Cuando se inserta de forma correcta los dos
sitios de corte se sitlan a una distancia de 608 pares de bases (Figura 31A) mientras
que cuando se inserta al revés los sitios de corte para Hindlll quedan separados 768
pares de bases (Figura 31B). Esta diferencia en tamafios es méas que suficiente para
poder diferenciarlos en un gel de agarosa al 1%. Este sistema es el que utilizaremos
para diferenciar entre los plasmidos sin inserto y los que lo tienen bien o mal

orientado.

Tras someter a los productos de digestion a una electroforesis en un gel de

agarosa al 1% se visualizaron los fragmentos en un transiluminador de luz ultravioleta

(Figura 32).

Figura  32:  Electroforesis
correspondiente a la digestion
de la construccion. Los carriles
1, 2, 3y 6 se corresponden con
insertos bien orientados, ya que
obtenemos una banda a la altura
correspondiente a las 608pb.
Los carriles 4 y 7 se
corresponden con plasmidos sin
inserto y los carriles 8 y 9
serian insertos orientados al
revés (banda de 768 pares de
bases). El carril 5 tiene el
patron caracteristico de un
plésmido no digerido que migra
formando varias bandas como
consecuencia de los distintos
grados de enrollamiento que
puede adoptar  (estructuras
secundarias).
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Una vez analizado el patron de digestion, aquellos plasmidos que cumplian
con los tamafios predichos y por tanto poseian el inserto en la orientacién correcta se
mandaron a secuenciar para comprobar que no se habia producido ningin cambio en
el inserto durante su replicacién en las bacterias. Tras esta comprobacion se pudo

pasar a la transfeccion de nuestra construccion en las células HEK-293.

5.3 Transfeccion de la construccion en células HEK-293

La transfeccién de la construccion con zfMOR se llevd a cabo siguiendo el

método descrito en el capitulo de Material y Métodos.

Tras la transfeccion se deben seleccionar aquellas células que realmente han
adquirido el plasmido, ya que la eficacia de la transfeccion no es del 100%. Las
celulas son seleccionadas mediante la utilizacion de un antibidtico, G-418
(neomicina), ya que el plasmido pcDNAS3.1 contiene un gen cuya proteina codificada
confiere resistencia a dicho compuesto. De esta forma todas aquellas células que
contengan el plasmido seran capaces de crecer en un medio con el antibidtico.
Ademas de esta seleccion es necesario hacer un control mediante la utilizacién de RT-
PCR sobre RNA extraido de las células transfectadas en crecimiento. Esta prueba nos
permite determinar que las células han incorporado la construccién y que ademas se
esta llevando a cabo la trascripcién del gen de interés, zFMOR. El producto de la RT-
PCR se separ6 en un gel de agarosa para su visualizacion (Figura 33). En este caso
podemos observar que obtenemos expresién de zfMOR y los controles positivos
(GAPDH humana) y negativos nos indican que la técnica se ha llevado a cabo de

forma correcta.
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/ \ Figura 33: Producto de PCR
amplificado a partir del cDNA de
N : ‘- 7“MOR las células HEK-293 que expresan

zfMOR; Su tamafio coincide con el
tamafio esperado. En la parte

inferior estd el control positivo del
cDNA, la GAPDH Yy su el control
JREL] T S negativo en el que se realiza la
———— - -z - .
— retrotranscripcion sin presencia de
st RNA.
P M: Marcador de peso molecular;

C-: Control negativo;
C+: Control positivo.

M C- C+
.} Controles de la

—
\ retrotranscripcién/
5.4 Prueba de la presencia del receptor zfMOR en las células HEK293

Tras un periodo de seleccion que oscila entre uno y dos meses se considera

que las células han quedado transfectadas de forma estable, es decir el DNA
introducido ha quedado integrado en el genoma de la célula, por lo que se podra
empezar a analizar la actividad del receptor. Existe también la posibilidad de utilizar
celulas transfectadas de forma transitoria (transient), sin embargo esto hace que los
resultados sean mas variables como consecuencia de los distintos grados o niveles de

expresion que se pueden obtener en cada transfeccion.

Tras conseguir una linea celular que expresa de forma estable el receptor
zfMOR lo primero que debiamos comprobar es que el receptor es capaz de unir
ligandos opioides y que esa union es desplazada por el antagonista opioide naloxona.
Para conseguir este fin determinamos la capacidad de unién de *H-diprenorfina, un
ligando opioide no selectivo, a zFMOR. Se siguid el protocolo expuesto en el capitulo
Material y Métodos pero utilizando Unicamente una concentracion del compuesto
radiactivo, lo cual es suficiente para obtener la informacion deseada. Otra diferencia

es que se utilizaron células del cultivo resuspendidas en el tampon de reaccion en
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lugar de los extractos proteicos purificados; esto permite llevar a cabo el experimento

méas rapidamente y con mayor ndmero de muestras sin perder ningun tipo de

informacion. Utilizando este método se pudieron seleccionar aquellas colonias con

mayor capacidad de union del ligando (Figura 34).
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Figura 34: Tres de las
colonias analizadas, la 3, la
8 y la 12 tienen una
capacidad de wuni6n de
diprenorfina marcadamente
superior.

La union especifica del ligando se determina cdmo la diferencia de la union

total y la unién en presencia de naloxona; los resultados indican que las colonias 3, 8

y 12 presentan una union especifica en torno a las 1400 desintegraciones por minuto

(dpm), mostrados en la figura 32, frente a las demaés colonias cuya union especifica no

sube de las 50 dpm. Tras esta comprobacion la colonia 3, que es la que presenta el

mayor nivel de union, se expandio para comenzar los estudios farmacoldgicos. Las

colonias 8 y 12 también se expandieron para poder mantener alicuotas congeladas.

5.5 Experimentos de saturacion ligando-receptor

Los experimentos de saturacién de un ligando con un receptor concreto nos

permiten conocer su afinidad por el receptor, en nuestro caso zfMOR, y ademas la
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cantidad de ese receptor que hay en la muestra, lo que se denomina poblacion
receptorial. La limitacion que presenta esta técnica es que los ligandos utilizados
deben estar marcados de alguna manera o deben presentar una caracteristica que
permita la diferenciacion entre el ligando unido al receptor y el ligando libre. En
ocasiones, por ejemplo, se utiliza un cambio en la absorbancia del ligando o la
macromolécula acontecido tras la union, sin embargo en nuestro caso se utilizaron
compuestos marcados de forma radiactiva, ya que es un sistema muy bien establecido

para el estudio de receptores opioides.

El primer compuesto que utilizamos fue el antagonista opioide no selectivo
diprenorfina en su forma tritiada. El estudio de saturacion de este ligando nos revel6
la existencia de una union de tipo especifica y saturable frente al receptor zFMOR
(Figura 35). Este hecho se puede observar en la representacion grafica como una
curva hiperbdlica en la que un incremento en la concentracion del compuesto marcado
produce un incremento en la unién del mismo al receptor hasta un punto en el que el
receptor queda saturado, es decir, quedan ocupados todos los sitios de union de la
muestra y por lo tanto por mucho que se aumente la cantidad del ligando marcado este
no podra unirse al receptor. Una union no especifica en este tipo de representacion
daria como resultado una linea recta de pendiente variable. De los datos obtenidos se
pudo calcular la poblacién receptorial (Bmax), que en el caso de la *H-diprenorfina fue
de 3629 = 169 fmol/mg de proteina y una constante de disociacion (Kg) de 0.52 = 0.1
nM. La constante de disociacion es una medida de la afinidad del ligando por el

receptor siendo esta mayor cuanto menor sea el valor de la Kg.
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Figura 35: A: Curva de saturacién utilizando *H-diprenorfina en extracto purificado de membranas
de células HEK-293 expresando el receptor zFMOR. B Representacion de la transformacién de
Rosenthal. Los datos representan las medias + SEM de al menos tres experimentos independientes

realizados por duplicado

Puesto que molecularmente nuestro receptor parece ser un receptor opioide de
tipo mu, llevamos a cabo un estudio de saturacién con el compuesto *H-DAMGO, un

agonista peptidico mu selectivo (Figura 36).
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Figura 36: A: Curva de saturacién utilizando *H-DAMGO en extracto purificado de membranas de
células HEK-293 expresando el receptor zFMOR. B Representacion de la transformacion de Rosenthal.
En rojo se representa el ajuste a un sitio de unién y en azul a dos sitios de unién. Los datos representan
las medias + SEM de al menos tres experimentos independientes realizados por duplicado. Sélo se
sefialan los valores obtenidos para el ajuste a un sitio de unién.
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Los resultados obtenidos indican sitios de unidn selectivos y saturables con
una poblacién receptorial marcadamente inferior a la obtenida con la *H-diprenorfina,
Bmax 1717 = 52.5 fmol/mg de proteina y una Ky de 3.05 = 0.3 en el caso del ajuste a
un sitio de union. Para dos sitios de union los resultados obtenidos fueron: K41=0.28
+ 0.06 nM, Bnax1=356 + 115 fmol/mg de proteina y Ky2=6.13 = 1.42 nM,

Bmax2=1494 + 138 fmol/mg de proteina.

Para tener un control interno llevamos a cabo experimentos utilizando el
receptor mu de rata cedido por el Prof. Graeme Henderson, del Departamento de
Farmacologia de la Universidad de Bristol. Los resultados obtenidos para este

receptor utilizando *H-diprenorfina se encuentran en la figura 37.
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Figura 37: A: Curva de saturacién utilizando *H-diprenorfina en extracto purificado de membranas de
células HEK-293 expresando el receptor mu de rata. B Representacion de la transformacion de Rosenthal.
Los datos representan los resultados de un experimento caracteristico realizado por duplicado.

Los resultados para el caso de la saturacién utilizando *H-DAMGO se
muestran en la figura 38; se obtuvo una curva de saturacion con unos valores de Kq de
4.0 + 0.6 nM y Bmax de 1906 + 84 fmol/mg de proteina para el caso del ajuste de la

curva a un sitio de union. En el caso de dos sitios de union los valores obtenidos
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fueron de 0.62 + 0.23 nM para K4l y Bmaxl de 615.8 + 138 fmol/mg de proteina; el
valor de K42 fue de 16.79 = 5.47 nM vy el de Bnax2 de 1803 + 109 fmol/mg de

proteina.
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Figura 38: A: Curva de saturacién utilizando *H-DAMGO en extracto purificado de membranas de
células HEK-293 expresando el receptor mu de rata. B Representacion de la transformacién de
Rosenthal. En rojo se representa el ajuste a un sitio de unién y en azul a dos sitios de unién. Los datos
representan los resultados de un experimento caracteristico realizado por duplicado.

También llevamos a cabo experimentos utilizando ligandos radiactivos con
selectividad delta y kappa, DPDPE y U69,593 respectivamente, para determinar una
posible farmacologia mixta. Ninguno de los compuestos produjo una curva de

saturacion indicando la no existencia de una union especifica al receptor.
Por Gltimo utilizamos el agonista no selectivo *H-bremazocina y en este caso

si obtuvimos una curva de saturacion lo que nos indica una unién especifica, con un

valor de Ky de 2.1 = 0.27 nM.
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5.6 Experimentos de competencia o desplazamiento

Tras demostrar que zfFMOR es capaz de unir la diprenorfina y DAMGO y que

esa union es desplazada por naloxona (union de tipo opioide), quisimos llevar a cabo
un estudio utilizando una mayor variedad de compuestos opioides. Puesto que no
disponemos de dichos compuestos en su forma radiactiva no podemos llevar a cabo
estudios de saturacion por lo que optamos por estudios de competencia o
desplazamiento. En este tipo de estudios se utiliza una concentracion fija de un
compuesto radiactivo del cual se conoce su valor de afinidad o Ky por el receptor y
una bateria de concentraciones del compuesto a estudiar. De esta forma los ligandos
compiten por su union al receptor y se obtienen curvas denominadas curvas de
desplazamiento o competencia de las que se puede extraer un valor de afinidad del
ligando por el receptor denominado ECs 0 dosis efectiva media. Con los resultados
obtenidos podremos comparar la afinidad de los distintos agentes opioides con los

encontrados en receptores opioides de tipo mu de otros organismos.

Para realizar estos experimentos utilizamos una concentracion de *H-
diprenorfina de 4 nM, lo que corresponde a unas 50000 dpm por tubo de reaccion, de
acuerdo con el ligando tritiado que utilizamos. Este valor nos permite obtener una
curva completa de desplazamiento por estar cercano al valor de Ky del receptor por la
diprenorfina tritiada y es a la vez una concentracion suficientemente alta para evitar la
deplecion del ligando durante la reacciéon. La validez del modelo de ajuste de los
datos a las curvas parte de la premisa de que la concentracion de ligando frio no varia
en el tubo de reaccion mientras se alcanza el equilibrio. Esto permite tomar la

concentracion de ligando frio como una constante lo que simplifica
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considerablemente el modelo, lo que se consigue fiadiendo una concentracion de

ligando tritiado alta.

Los resultados obtenidos en estos experimentos se muestran en la figura 39.
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Figura 39 continua en la siguiente hoja
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Figura 39: Curvas de desplazamiento de *H-diprenorfina con distintos ligandos opioides sobre
extractos membranas purificadas de células HEK-293 que expresan el receptor zFMOR. Las curvas
representan las medias + SEM de al menos tres experimentos independientes realizados por triplicado.

Los valores de afinidad para cada uno de los compuestos utilizados asi como

el porcentaje de desplazamiento se encuentra resumido en la tabla 4
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zfMOR
Ki alta (nM) Ki baja (nM) % Desplazamieto
DAMGO 1,72 £ 0,6 229 + 38 73,3
Endomorfina 1 0,035 £+ 0,0086 64 £ 17 75,4
Endomorfina 2 251 £ 64 - 70
CTOP 118 £ 26 - 73,7
PLO17 104 £ 36 - 62,8
Morfina 0,52 £ 0,23 202 £+ 18 91,7
Oximorfona 0,36 £ 0,006 57,4 £ 5,2 95,3
Levorfanol 0,09 = 0,03 19,3 £1,1 96,7
Etorfina 0,0015 + 0,0007 2,33 £ 0,18 96,7
Buprenorfina 10,10 £ 1,0 - 100
BFNA 0,17 + 0,06 10+ 1,0 95,4
L-Metadona 11,10 £ 0,94 110 £ 22 100
Fentanilo 1,25+ 0,4 87,5+ 12 100
Ketociclazocina 19,38 £+ 0,047 57,7 £ 2,9 95,5
Naltrindol 119+ 1.2 - 100
DPDPE > 10000 - -
U69,593 > 10000 - -
Nociceptina > 10000 - -

Tabla 4: Valores de K; obtenidos a partir de la ecuacion de Cheng-Prusoff (Cheng y Prusoff,
1973), en la mayoria de los casos se encuentran dos sitios de unién, uno de alta afinidad y uno de
baja afinidad. También se observa el porcentaje maximo de desplazamiento.

5.7 Estudios de actividad funcional del receptor zfIMOR

Una vez caracterizada la union de los distintos ligandos al receptor, el
siguiente paso fue la comprobacion de si dicha unidn se traducia en una respuesta
intracelular, es decir, si se activan las rutas de sefializacion intracelular propias de los
receptores opioides. Para este propdsito se utilizdé una técnica basada en la unién de
[*°S]-GTPyS a las proteinas G. Mediante esta técnica podemos determinar si un
compuesto determinado es capaz de producir la activacion de las proteinas G
heterotriméricas a las que se acoplan a los receptores opioides, lo que implica, la

activacion del receptor. También nos permite definir si un compuesto funciona como
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agonista, antagonista, agonista inverso o agonista parcial sobre el receptor. Un
agonista es aquel compuesto que produce una activacion del receptor mientras que un
antagonista no produce activacion alguna. El agonista parcial es aquel compuesto que
produce una activacion menor de aquel compuesto denominado agonista, es decir, la
definicion de los agonistas parciales se hace en funcién de los agonistas. El agonista
inverso es aquel compuesto que provoca una respuesta contraria a la que produce el

agonista.

Una primera aproximacién en el estudio de la activacion del receptor zFMOR
fue la utilizacion de una bateria de compuestos formada por agonistas y antagonistas
tanto selectivos para el receptor opioide mu, como no selectivos a una concentracion
saturante (10 uM). Este experimento permite definir cada uno de los compuestos en

funcién de los efectos que produzca sobre las proteinas G .

Tal y como se ve en la figura 40, en el caso del receptor zFMOR, la naloxona y
la diprenorfina, ambos antagonistas no selectivos no producen ningin tipo de
activacion de la ruta de las proteinas G. Este mismo resultado se observa en el caso
del antagonista mu selectivo CTOP. También se utilizaron compuestos como
DAMGO, fentanilo y morfina, todos ellos agonistas mu selectivos produciéndose una
marcada activacion del receptor. Esa activacion también se pudo observar en el caso
de las encefalinas, consideradas de forma clasica como compuestos tipo delta aunque

se unen a los otros receptores opioides clasicos.
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Una vez determinada la capacidad de activacion del receptor Ilevamos a cabo

un estudio més profundo utilizando un nimero mayor de compuestos asi como

diferentes concentraciones de cada uno de ellos para poder obtener las curvas de

activacion (Figura 41).
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Figura 41: Curvas de activacién con distintos ligandos opioides sobre extractos membranas
purificadas de células HEK-293 que expresan el receptor zfMOR. Las curvas representan las medias
+ SEM de al menos tres experimentos independientes realizados por triplicado.

En la tabla 5 se pueden ver resumidos los valores obtenidos de ECs, medida

de la potencia del ligando, y activacion maxima, medida de la eficacia, para cada uno

de los compuestos estudiados.
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DAMGO Endomorfina 1 Endomorfina 2
EC50 (nM) 83+ 12 112 + 39 8312
TOP (%) 155.4 £ 5.6 80.2 £ 2.9 69.3 + 2.2
Fentanilo Morfina MEGY
EC50 (nM) 1059 = 199 46 £ 9 65 + 7
TOP (%) 150.9 £ 10.9 183.7 £ 6.6 89.30 = 3.5
Dinorfina A Leu-encefalina Met-encefalina
EC50 (nM) 99 £ 6 156 +37 106 £ 7
TOP (%) 130.4 £ 6.1 166.4 = 8.9 167.3 £ 8.4

Tabla 5: Valores calculados de ECsoy Activacién méaxima del receptor (TOP) para los compuestos
utilizados. Los valores representan las medias + SEM de al menos tres experimentos independientes
realizados por triplicado.

5.8 Estudio del acoplamiento a la ruta de la adenilato ciclasa

El estudio del acoplamiento a la ruta de la adenilato ciclasa es otro método
utilizado para obtener informacién acerca de la funcionalidad del receptor, en este
caso no de forma directa como en el caso de la activacion de proteinas G, sino a través
de un proceso de amplificacion de la sefial. En este tipo de experimentos lo que
medimos es una reduccién en la concentracion de AMPc intracelular como
consecuencia de la inhibicion de la adenilato ciclasa producida por la activacion de
los receptores opioides. El hecho de que la concentracion del AMPc intracelular en
condiciones normales sea muy pequefia hace necesaria la utilizacion de un compuesto,
la forscolina que va a producir un aumento considerable en la concentracién de AMPc
intracelular de forma que las diferencias una vez el receptor este activado sean

mayores y puedan ser detectadas con mayor precision.

El primer compuesto que utilizamos en este tipo de experimentos fue la

etorfina, un agonista opioide no selectivo con una potencia analgésica 10000 superior
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a la de la morfina. Como podemos ver en la primera grafica de la figura 42 la etorfina
es marcadamente mas potente que otros compuestos como la morfina, el fentanilo, la
metadona 0 DAMGO, siendo incluso necesario utilizar concentraciones hasta 2
rangos inferiores para poder obtener una grafica completa. Los valores de EC50 e
inhibicion méaxima se pueden observar en la tabla 6. También Ilevamos a cabo un
experimento utilizando la toxina pertusica; esta toxina afecta directamente a las
subunidades o de algunas proteinas G, especificamente a las Gip, produciendo su
ribosilacion y por tanto inactivacion. Como se puede ver en la figura 42 cuando se
hace un tratamiento previo con toxina pertusica la capacidad de inhibicién de la
adenilato ciclasa se ve préacticamente abolida incluso a concentraciones muy altas.
También quisimos determinar la especificidad de el efecto observado con la etorfina y
para ello estudiamos la capacidad de distintos antagonistas de bloquear la accion de la
etorfina. En la figura 42 se pueden ver los resultados cuando se utilizaron la
diprenorfina, naloxona y BFNA; todos ellos en mayor o menor medida son capaces de
bloquear la sefializacion del receptor y como se ve en la figura 43 hemos utilizado una
serie de compuestos opioides para poder establecer posibles diferencias con los

receptores opioides de mamifero.
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Figura 42. Curvas dosis-respuesta de la inhibicion de la actividad de la adenilato ciclasa utilizando
etorfina en células HEK-293 transfectadas de forma estable con el receptor zFfMOR. Se ha utilizado
también un pretratamiento con toxina perttsica (PTX) para determinar el tipo de proteina G implicada
en la sefalizacion. También se han utilizado diversos antagonistas para determinar la capacidad de
blogqueo del efecto de la etorfina. Las curvas representan las medias + SEM de al menos tres
experimentos independientes realizados por triplicado.
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Figura 43. Curvas dosis-respuesta de la inhibicion de la actividad de la adenilato ciclasa utilizando
distintos ligandos en células HEK-293 transfectadas de forma estable con el receptor zFMOR. Las
curvas representan las medias + SEM de al menos tres experimentos independientes realizados por
triplicado.
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zfMOR
EC50 (nM) Max inh %
g-endorfina 593,3 + 260 55,41 + 8,95
DAMGO 23,41 + 4,9 58,74 + 2,14
Endomorfina 1 1,31 £ 0,45 72,33 £ 1,47
Endomorfina 2 1,95 £ 0,19 42,12 + 4,27
cToP 528,7 £ * -
PLO17 2,11 £ 3,2 49,41 £ 5,88
Morfina 10,05+ 1,4 63,57 + 4,85
Oximorfona 5,02 +£1,2 58,75 + 2,83
Nalorfina 8,25 £ 0,89 43,39 + 3,66
Levorfanol 0,94 £ 0,22 58,93 + 2,90
Etorfina 0,013 £ 0,0028 39,61 + 0,48
Buprenorfina 1,89 £ 0,43 55,48 + 2,86
L-Metadona 4,71 £ 1,6 55,65 + 4,15
Fentanilo 0,61+ 0,17 75,22 + 0,35
Ketociclazocina 9,05 + 3,5 55,46 = 0,02
U50,488H 1623,8 + 380 60,06 + 4,01

Tabla 6: Valores de ECsg, una
medida de la potencia de un
compuesto a la hora de inhibir la
produccién de AMPc; a menor
valor de ECsy mayor potencia.
Los valores de inhibicion maxima
que hacen referencia a la eficacia
del compuesto, a mayor valor de
inhibiciébn méxima de la adenilato
ciclasa mayor serd la eficacia. En
la tabla se muestran los resultados
de al menos tres experimentos
realizados por triplicado y de
forma independiente. El asterisco
indica un error estdndar de la
media elevado.

También llevamos a cabo algunos experimentos para estudiar el acoplamiento
a la ruta de la adenilato ciclasa utilizando células HEK-293 que expresaban el
receptor opioide mu de rata (denominadas HEK MT; obsequio del profesor Ping-Yee
Law del Departamento de Farmacologia de la Universidad de Minnesota). Los
resultados obtenidos se muestran en la tabla 7 en la cual también aparecen resultados

de desplazamiento utilizando *H-diprenorfina y distintos ligandos opioides.

HEK MT
cAMP Competition
Compuesto EC50 (nM) Max. Inh. % Ki alta (nM) Ki baja (nM)
DAMGO 2+0.7 88.6 +4.3 0.34 £ 0.12 98 + 12
Endomorfina 1 488 £ 1.0 73.62 £ 1.1 3.0+ 0.8 250 £ 55
Endomorfina 2 5.63 £ 0.5 70.86 £ 3.3 34+15 210 £ 65
cToP 9.7+14
PLO17 6.54 + 0.89 60.61 + 1.8 150 + 28
Morfina 9.8 £ 3.3 87.1 £4.5 0.28 + 0.09 37+ 8
Oximorfona 6.13 £ 0.9 64.76 + 3.8
Nalorfina 13.3+£54 36.95 £ 4.9
Levorfanol 0.59 0.24 59.61 £ 2.3
Etorfina 0.077 £ 0.04 87.5 £ 2.0 1.6 £ 0.5
Buprenorfina 244 £ 13 65.63 £ 7.9
L-Metadona 691 £2.8 52.77 1.3
Fentanilo 1.21 £ 0.26 69.27 + 3.2
Ketociclazocina 21 %11 47.47 £ 4.9

Tabla 7: Resultados obtenidos en los experimentos de AMPc y desplazamientos utilizando
el receptor mu de rata expresado en células HEK-293 (HEK MT). Los valores representan
las medias + SEM de al menos tres experimentos independientes realizados por triplicado.
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5.9 Obtencion de las construcciones marcadas (Tagged)

El primer paso para la obtencién de los receptores con los epitopos FLAG y
HA fue el disefio de los oligonucledtidos. Los oligonucleétidos sentido o forward se
disefiaron para que parte de los mismos anillaran en la zona 5’ no traducida (5 UTR o
Untranslated region) de zFMOR, a continuacion se encontraria el ATG iniciador de
zfMOR, luego la secuencia correspondiente al epitopo HA o FLAG, que formara un
bucle una vez se produzca el anillamiento con la secuencia diana, y por ultimo de 10 a
12 nucleotidos correspondientes a la zona 3’ a partir del ATG iniciador de zfMOR. El
otro oligonucleotido, el antisentido o reward anillaria en una region interna de
zfMOR. Para determinar esa zona se buscaron dos objetivos. En primer lugar, que el
producto de PCR sintetizado tuviese una longitud tal que para ser secuenciado
posteriormente no se necesitara un oligonucle6tido interno. Ademas, se buscé una
zona donde existiese un sitio de corte Gnico para una enzima de restriccién y que a su
vez, ese sitio de corte, no apareciera en la secuencia del plasmido, es decir, en la
construccion solo habria un sitio de corte para la enzima seleccionada. La region
seleccionada para disefiar dicho oligonucledtido comienza en el nucledtido 886
contando a partir del ATG iniciador y estd compuesto por 21 nucleétidos. Ademas en
su extremo 5’ presenta un sitio de corte para la enzima BstEIIl. La presencia de este
sitio de corte Unico facilita el proceso de subclonacion realizado posteriormente. Las
secuencias de estos oligonucledtidos se pueden observar en la figura 44, en la cual se
destacan con distintos colores las distintas secuencias que conforman los
oligonucledtidos diferenciadas por colores, tal como se explicaron anteriormente.

También se puede observar la posicidon de anillamiento con el plasmido, asi como el
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bucle que formaria la secuencia correspondiente los epitopos HA y FLAG una vez

producido el anillamiento.

HA 6 FLAG zfMOR
5 AAC G(‘A (‘TT GCC GAT TCA AAG GAT GAC GAC GAT AAG |ATG GAA AAC ACT GGC 3

\ TAC CCATAC GAT GTT CCA GAT TAC GCT -

zfMOR
3’ [TAGTAG TIT CGAGAC CAC TGG] S

BstEll

Figura 44: Esquema representativo del pldsmido pcDNA3.1 con la secuencia de zFMOR insertada y
los oligonucle6tidos disefiados para obtener las construcciones con los epitopos HA y FLAG. En la
parte superior de la figura se representa la secuencia de los oligonucledtidos sentido utilizados. En
azul oscuro se localiza la secuencia presente hacia 5’ del ATG iniciador de zFMOR; a continuacién,
en rojo, el ATG iniciador. Seguido podemos ver la secuencia de los epitopos antigénicos HA 'y FLAG
en verde y por dltimo, en morado, La secuencia hacia 3’ del ATG iniciador. También esta
representado el oligonucledtido antisentido que anilla en la parte interna de la secuencia de zfMOR y
se indica el sitio de corte de la enzima de restriccion BstEII.

Tras la reaccién de PCR los productos obtenidos se separaron mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 0.8 % (Figura 45) y las bandas del tamafio

deseado se purificaron con el kit Gene clean II.

TR

M

— Figura 45: En la fotografia del gel
se pueden observar los productos de
PCR amplificados que se sitlan a la
altura del tamafio esperado (949 pb
para el caso de FLAG y 952 para
HA).

M: Marcador de peso molecular;
FLAG: Producto de PCR obtenido
utilizando el oligonucledtido que
introducird la secuencia FLAG. HA:
Producto de PCR  obtenido
utilizando el oligonucledtido que
introducira la secuencia HA.

K949 pb
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La clonacion de los productos de PCR se llevd a cabo en el vector de
clonacién pCR®I1-TOPO®. Tras realizar la reaccion de ligacion entre los productos de
PCR y el plasmido se transformaron bacterias super competentes y se sembraron en
placas LB suplementadas con el antibiotico kanamicina. Varias colonias procedentes
de las transformaciones con las construcciones de cada uno de los epitopos fueron
seleccionadas para crecer en medio liquido y poder asi analizar si contienen el

plasmido con el inserto deseado.

Tras la extraccion y purificacion de los plasmidos se llevd a cabo un estudio
por digestion con enzimas de restriccion (EcoRIl y BstEIl) para comprobar la
presencia de inserto y el tamafio del mismo. Tras las digestiones los productos se
separaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 0.8 % (Figura 46)
observando que la mayoria de las colonias contenian el inserto y que éste era del

tamafio correcto.

4 N

M FLAG HA

pCR®11-T0P0®

-v"“'m

k 960 pb 963 pb /

Figura 46: En la fotografia del gel se puede observar el marcador de peso molecular, en el carril de
la izquierda y a continuacion la digestién de 10 pldsmidos, 5 con la construccién FLAG vy otros 5
con la construccion HA. Se pueden ver dos bandas, una superior, correspondiente al plasmido y la
otra a la altura deseada, correspondiente a parte de zFMOR con el epitopo correspondiente. En la
Gltima columna se puede ver el resultado de la ausencia de inserto. También se puede ver el tamafio
de ambos insertos, 960 pb para FLAG y 963 pb para HA. Hay que tener en cuenta que son 11 pared
de bases mas largos que los productos de PCR ya que hay que tener en cuenta la distancia que
separa el sitio de corte de EcoRI de la zona de insercion del producto de PCR.
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Se seleccionaron algunas de las colonias para secuenciar y comprobar que se
habia introducido correctamente la secuencia de los epitopos. Tras comprobar que las
secuencias eran correctas se procedio a la subclonacion en el vector se expresion
eucariota pcDNA3.1. Para realizar esto tuvimos que optar por una triple ligacion

debido a problemas con las digestiones de uno de los plasmidos.

Para llevar a cabo esta triple ligacion utilizamos, por un lado, la regién 5° del
receptor zfMOR que se encontraba en el plasmido pCR®II-TOPO®. Por otro lado, la
regién 3’ del receptor se obtuvo de la construccion original de zFMOR insertada en
pcDNAS3.1 y por ultimo se utilizd plasmido pcDNA3.1 circular sin ningun tipo de

inserto (Figura 47).

BStEIl BStEII BStEII
EcoRI _— ey EeORI
pcDNA3 .1 vacio pcDNA3.1 + zfMOR pCROII-TOPO®+ pCRBI-TOPO®+
FLAG-2fMOR_BstEIl HA-zfMOR_BstEIl
BStEII BStEIl
EcoRI Xbal
pcDNA3.1 + FLAG-zfMOR pcDNA3.1 + HA-zfMOR

Figura 47: Esquema de cdmo se realizaron las construcciones con los epitopos HA y/o FLAG. Se
pueden ver los plasmidos de partida utilizados, asi como los sitios de corte para las enzimas de
restriccién utilizadas. Para la obtencién de las construcciones se optdé por una triple ligacién
utilizando el vector pcDNA3.1 vacio, la construccion original de zfMOR en pcDNA3.1 y los
fragmentos con las secuencias de HA y FLAG clonadas en el vector pCR®11-TOPO.
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De esta manera se cort6 el plasmido pCR®II-TOPO® con las enzimas EcoRl y
BstEIl (en este caso podemos cortar con EcoRI ya que la parte que nos interesa del
inserto esta “aguas arriba” del sitio de corte en zFMOR). El plasmido pcDNAS3.1 con
zfMOR se cortd con las enzimas de restriccion BstEIl y Xbal y por ultimo el

plasmido pcDNA3.1 sin insertd se cortd con las enzimas EcoRI y Xbal.

Figura 48: Digestiones que se
llevaron a cabo para poder
obtener la construccion con el
epitopo. En el segundo carril se
encuentra la digestion  del
plasmido pcDNA3.1 con las
enzimas EcoRl y Xbal. En el
quinto carril vemos la digestion
de la construccion pcDNA3.1 +
zfMOR con las enzimas BstEll
y Xbal. En los carriles sexto y
séptimo tenemos las
construcciones de  pCR®II-
TOPO® con FLAG y HA
cortados con las enzimas EcoRlI

y BstEIl.

Tras someter los productos de digestion a una electroforesis en gel de agarosa
(Figura 48) y purificar, cuantificar y en el caso del plasmido desfosfatar el DNA, se
procedio a hacer una ligacion triple. Tras la ligacion se transformaron bacterias
supercompetentes y se sembraron en placas LB con ampicilina, incubandolas toda la
noche a 37 °C. Se incluyd también un control de la ligacion para poder determinar la
presencia de autoligacion del plasmido (Figura 49). En este tipo de control, muy util
cuando se realiza un gran volumen de ligaciones-transformaciones. Junto con la
ligacion que se quiere realizar se utiliza una ligacion en la que solo se pone el
plasmido desfosfatado. Si tras sembrar en placa de agarosa aparecieran tantas colonias

en el control como en la ligacion problema querria decir que la capacidad de
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autoligacion del plasmido es muy alta y por tanto un gran nimero de las colonias en la
ligacion problema no tendrian el plasmido con la construccion. En una buena ligacion
la placa control tendria 1 6 2 colonias mientras que la placa problema puede llegar a

tener entre 30 y 60 colonias.

Figura 49: Fotografias a través de un transiluminador de luz visible de las placas de
transformacion. En las placas situadas a la izquierda se puede apreciar un patron punteado presente
tanto en la placa control (abajo) como en las placas problema. En las placas de la derecha s6lo se ve
un patrén punteado leve en las placas problema mientras que en la placa control no hay crecimiento
bacteriano. Estas Ultimas placas se corresponden con una buena transformacion, en la que no hay
autoligacién del plasmido o esta es minima. Puesto que las colonias son transparentes y dificiles de
apreciar en la fotografia se han remarcado en negro.

A continuacion se seleccionaron varias de las colonias transformantes y se
crecieron en medio liquido para poder purificar los plasmidos. Tras la purificacion se
hizo una digestién utilizando las enzimas EcoRI y Xbal (Figura 50). Tras comprobar
el tamafio de los insertos se llevaron a secuenciar varias colonias de cada

construccion.
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Figura 50: Digestiones de 6
plésmidos pcDNA3.1 con el
inserto zFMOR-FLAG y 6 con
zfMOR-HA.. La digestién con
las enzimas EcoRI y Xbal nos
origina el tamafio de bandas
adecuado, 1128 pb para FLAG
y 1131 pb para HA. En el caso
de la colonia numero dos de la
construccion con zfMOR-HA
obtenemos un fragmento lineal
que no coincide con ninguno
de los tamafios esperados.

5.10 Obtencidén de la construccién mutante

Para la obtencion del receptor mutado se utilizd la técnica de PCR basado en

el trabajo de Fisher y Pei (1997) para introducir cambios en plasmidos sin necesidad
de subclonar. En nuestro caso, los oligonucledtidos generados anillan de forma
especifica en los flancos de la secuencia que queremos delecionar formandose un
bucle de nueve restos de nuclettido en el DNA molde. Ese bucle no es replicado y por

tanto no se incorpora en las nuevas hebras de DNA sintetizadas (Figura 51).

El oligonucleotido ademas de ser disefiado para eliminar una pequefia porcion
de la secuencia nucleotidica de zfMOR también se disefid para introducir dos cambios
nucleotidicos en su secuencia, generando un sitio de corte para la enzima de
restriccion Sall (Figura 52). Se evito que esos dos cambios modificaran la secuencia
aminoacidica de zFMOR, esto es mas facil de lograr modificando la tercera base de lo
que en el mensajero seran los codones (regla del balanceo) (Crick, 1966). Esto nos
permitira posteriormente una rapida forma de discriminar entre los plasmidos con la

delecion y aquellos que no la tienen.
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D E
*
/ ( LEYENDA p:
DNA del plasmido paiental #
* Oligonuclectido mutagénico /
* DNA del plasmido mutado =~
Secierria a mutar
Mellaenel NA *
. J

Figura 51: Esquema del proceso de mutagénesis dirigida (site-directed mutagenesis) de un
plésmido. (A) Plasmido de DNA bicatenario donde se localiza la zona que se quiere mutar. (B) Los
oligonucledtidos anillan en la zona donde se quiere mutar generandose algin desapareamiento. (C)
La polimerasa amplifica a partir de los extremos 3’ de los oligonucleétidos generdndose una copia
en la que esta presente la mutacién. Tras la amplificacion la digestion con la enzima Dpnl eliminaré
los pldsmidos parentales. (D) La polimerasa no tiene capacidad de formar el dltimo enlace
fosfodiéster por lo que el plasmido sintetizado tiene una mella. (E) Tras la transformacion en
bacterias super competentes, la actividad ligasa de las mismas repararé la mella.

4 N

GAT

T c

c T
-\ Tn G

AATC ce1oTC| CGACAATACCAGTACCGEAGSTCGTG | \TGAGCTTACCCTAGTAA| A T, %
el 0 1 1L Ll | P 5 TGrm-
z ATCT® 5 CC’I‘GTTATGGTCI\TGSCGT%}GI\CC?\C L C ACTCGAATGGCATCATT 3 . CTopns
Ala - Ser

\_

Figura 52: Esquema en el que se puede ver la secuencia del oligonucleétido disefiado para hacer la
delecion (en amarillo) asi como el apareamiento de bases que se produciria con el pldsmido. Se puede
ver como el plasmido forma un bucle en su secuencia que, en el proceso de PCR, no seria incluido en
los productos sintetizados. También se pueden observar los desapareamientos originados como
consecuencia de el cambio de dos nucledtidos para generar un sito de corte para la enzima de restriccion
Sall. En el recuadro azul se resalta la secuencia que reconoce esta enzima, asi como el punto de corte
(#). También se indican los aminoacidos codificados por los dos codones involucrados en el cambio
para enfatizar que mediante este procedimiento no estamos modificando la secuencia aminoacidica del
receptor. La flecha indica la direccion de la sintesis.
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Tras realizar la PCR el producto obtenido se sometié una digestion con la
enzima de restriccion Dpnl, esta enzima va a cortar el DNA reconociendo una
secuencia especifica (5’-GATC-3"), pero s6lo cuando ésta se encuentre metilada (N°-
Metil-adenina). Puesto que el plasmido de partida se generé en las bacterias sus bases
van a presentar metilaciones procedentes de la accion de metilasas bacterianas (todas
las cepas de E. coli usadas habitualmente son dam® y por tanto se pueden usar para
este fin ya que presentan metilacion del DNA). Por el contrario las cadenas
sintetizadas en una PCR no sufren el proceso de metilacion ya que se carece de la
actividad metilasa en la reaccién. Este paso nos permite eliminar gran parte de los
plasmidos que carecen de la delecidn. Una vez llevada a cabo la digestidn se inactivo
la enzima de restriccion mediante calor y se transformd en bacterias super

competentes.

Es importante resaltar que en este punto lo que estamos introduciendo en las
bacterias es DNA mellado, debido a que la polimerasa no es capaz de llevar a cabo la
formacion del altimo enlace fosfodiéster (Figura 51D). Para la reparacion de esta
mella serd necesaria la maquinaria de las bacterias en las que se ha introducido el
plasmido. Tras la transformacion de las bacterias éstas se sembraron en placa para
permitir el crecimiento de las mismas en colonias individualizadas. Tras seleccionar 6
colonias procedentes de la transformacion con plasmidos de la construccién de
zfMOR mutada con FLAG y con HA se crecieron en medio liquido para poder llevar
a cabo una extraccion y purificacion de los plasmidos. A continuacion se realizé una
digestion con la enzima de restriccién para la cual hemos generado un sitio de corte,
Sall. Puesto que en el plasmido pcDNA3.1 existen dos sitios de corte para esta

enzima, la digestion de un plasmido que no tenga la delecién, y por tanto el sitio de
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corte, originara dos fragmentos de DNA mientras que aquellos plasmidos que
contengan el receptor mutado tendran también un sitio adicional de corte generandose
por tanto tres fragmentos tras la digestion (Figura 53). Como controles se digirieron

los plasmidos originales, 1o que nos da un patron de dos bandas.

/ M FLAG HA M\

Figura 53: Patron de digestion de los controles (C-) tanto de la construccién con FLAG como con
HA, asi como de los plasmidos purificados de 6 colonias de cada construccion. Se ve claramente el
patron de tres bandas correspondiente a aquellos plasmidos en los cuales se ha generado el sitio de
restriccion y que por tanto, presumiblemente, deben tener la delecion. En el caso de la colonia 3 de la
construccion HA parece que ha adquirido tanto el plasmido delecionado como el normal,
obteniéndose un patrén de 4 bandas.

5.11 Estudio comparativo del receptor mutante y el wild type utilizando

*H-DAMGO

Para determinar si la delecion de los tres aminoacidos en el segundo lazo
extracelular variaban la capacidad de union de distintos ligandos al receptor se
llevaron a cabo experimentos de competencia o desplazamiento utilizando el
compuesto mu selectivo *H-DAMGO. Como se pueden ver en las gréaficas de la figura
54 las curvas de desplazamiento correspondientes a receptor wild type y el receptor
delecionado précticamente se solapan obteniéndose valores muy similares de K;. En la

tabla 8 se pueden ver los valores obtenidos para cada uno de los compuestos.
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Figura 54 continua en la hoja siguiente
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Figura 54: Curvas de desplazamiento de *H-DAMGO por distintos ligandos opioides sobre extractos
membranas purificadas de células HEK-293 que expresan el receptor zFMOR. Las curvas representan
las medias + SEM de al menos tres experimentos realizados por triplicado. En azul se representa el
receptor wild type y en rojo el receptor mutante.

Afinidad Ki (nM)

Wild Type Mutante
DAMGO 4.8 + 0.8 5.4 0.3
Morfina 7.9+1.9 5.1+0.7
Naloxona 1.9%+0.2 1.6 £ 0.2
Leu-encefalina 6.0 £ 0.1 4.3+ 0.1
MEGY 2.6 = 0.09 2.3+ 0.1
Metadona 2.0 £ 0.02 2.3+0.1
CTOP 100 + 14 71 £ 10
Dinorfina A 9.3+ 0.6 8.0 = 0.6
Etorfina 0.4 £ 0.04 0.5 £ 0.004
Fentanilo 155+ 7 *
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Tabla 8: Valores de afinidad
expresados como K; obtenidos
en los experimentos de
competencia utilizando *H-
DAMGO. Los valores
representan las medias + SEM
de al menos tres experimentos
realizados por triplicado. El
asterisco  indica que el
programa no es capaz de
ajustar la curva.
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5.12 Estudio comparativo del receptor mutante y el wild type utilizando

AMPc

Continuando con el estudio comparativo del receptor wild type y el receptor
delecionado se utilizaron tres compuestos que se unen al receptor opioide mu, la
morfina, el DAMGO, fentanilo y el agonista no selectivo, la etorfina (Figura 55). Se
puede observar como en el caso de DAMGO hay una ligera diferencia en la posicion
de las curvas produciéndose un desplazamiento hacia la izquierda en el caso del
receptor delecionado, sin embargo esta diferencia no llega a ser ni de un orden de

magnitud por lo que a nivel farmacoldgico no se tiene en cuenta.
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Figura 55: Curvas dosis-respuesta de la inhibicion de la actividad de la adenilato ciclasa
utilizando distintos ligandos en células HEK-293 transfectadas de forma estable con el receptor
zfMOR y con el receptor mutante. Las curvas representan la media de tres experimentos
independientes realizados por triplicado. Las barras de error representan el error estandar de la
media (SEM) de los datos normalizados. En azul se encuentra el receptor wild type y en rojo el
mutante
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5.13 Estudio comparativo del receptor mutante y el wild type usando

ligandos end6genos

También Ilevamos a cabo un estudio utilizando ligandos enddgenos del pez
cebra como el péptido MEGY o la dinorfina A. También utilizamos un derivado
sintético de MEGY, el D-Ala-MEGY, mas resistente a la degradacion por peptidasas
y la dinorfina humana como comparacion (Figura 56). Se observa como MEGY no
produce una inhibicion de la adenilato ciclasa obteniéndose valores de EC50 del
orden micromolar. La D-Ala-MEGY presenta valores de EC50 inferiores que pueden
ser debidos a una mayor estabilidad de la estructura. Encontramos diferencias entre
las accion de la dinorfinas A humanas y de pez, siendo ésta ultima la que presenta una
mayor actividad. En la tabla 9 se pueden observar los valores obtenidos de ECs para

cada uno de los compuestos.
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Figura 56 continua en la hoja siguiente
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Figura 56: Curvas dosis-respuesta de la inhibicién de la actividad de la adenilato ciclasa
utilizando distintos ligandos en células HEK-293 transfectadas de forma estable con el
receptor zFMOR y con el receptor mutante. Las curvas representan la media de tres
experimentos independientes realizados por triplicado. Las barras de error representan el
error estdndar de la media (SEM) de los datos normalizados. En azul se encuentra el receptor
wild type y en rojo el mutante.

Eficacia EC50 (nM)
Wild Type Mutante Tabla 9: En esta tat_)la se
MEGY 3692 & * 656 £ 116 Ecu:g;tran IosI valores obtelj]dosdd(i
en la comparacion de
D Aa-HEGY et ils et receptor wild type y mutante en la
I?lnor-flna A (humana) 240 + 131 1240 + 420 CapaCidad de inhibicién la
Dinorfina A (pez cebra) 31+ 15 401 + 76 produccion de AMPc. El asterisco
Met-encefalina 596 + 187 2974 + 457 indica un error muy alto.
p-endorfina 516 + 263 3965 + 701

5.14 Estudio de la capacidad de union del Zn“" al receptor zfMOR

Se sabe que en los receptores opioides, especialmente en los receptores de tipo
mu, hay una serie de aminoacidos conservados, involucrados en la union del ligando
al receptor, y que tienen la capacidad intrinseca de unir zinc con una relativamente
alta afinidad (Fowler y cols., 2004). Para determinar la presencia o no de esta
estructura en el receptor zFMOR, llevamos a cabo un experimento en el cual se midio

la capacidad de unién de la *H diprenorfina al receptor en presencia de distintas
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concentraciones de zinc. Como se puede observar en la figura 57 el zinc dificulta la
union de la diprenorfina a medida que aumentamos su concentracion. También se
puede observar como no se encuentran diferencias entre el comportamiento de el

receptor wild type y el mutante.

~

120+

100+ Ki (uM)
80+
60 zfMOR 62 +/- 5.8

40- A ZFOR2
20 m Mutante

Mutante | 113 +/-23.1
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Figura 57: En la gréfica se puede observar el efecto del zinc sobre la unién del ligando tritiado
diprenorfina al receptor zfMOR y al delecionado. Se ve como a medida que aumentamos la
concentracion de zinc se produce una reduccién de la unién del radioligando a ambos receptores. La tabla
nos da los valores de afinidad en forma de Ki del zinc por el receptor.

/ % Unién Especifica\

5.15 Estudios de internalizacion del receptor = mediante

inmunofluorescencia

Los estudios de internalizacion mediante inmunofluorescencia permitieron
determinar que en ausencia de un ligando opioide la gran mayoria de la fuorescencia
de las células HEK trasnfectadas se encontraba en la membrana celular, salvo escasas
y pequefias vesiculas que podrian corresponder con la internalizacion constitutiva.
Esta fluorescencia de membrana se puede observar en la figura 58. El tono verdoso
del interior celular corresponderia a la fluorescencia emitida desde otros planos de la
muestra ya que al ser microscopia de fluorescencia y no confocal no contamos con

una seccion dptica de la muestra.
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Figura 58: Inmunofluorescencia sobre células HEK293 expresando el receptor zFMOR con el epitopo
HA en su extremo amino terminal. Las fotografias se tomaron con un microscopio de fluorescencia
invertido utilizando filtros para fluoresceina y Hoechst. En la primera fila se observan los ndcleos
celulares tefiidos con Hoechst; en la segunda fila detectamos la presencia del receptor zFMOR en la
membrana celular mediante la utilizacién del anticuerpo anti HA directamente conjugado con
fluoresceinay en la tercera fila la superposicién de ambas imégenes.

Control sin tratamiento.

Cuando realizamos un tratamiento a las células de 30 min. utilizando el

agonista DAMGO a una concentracion final de 1 uM (Figura 59) podemos observar
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como parte de la fluorescencia de membrana pasa a formar pequefias vesiculas en un
caracteristico patron punteado en el interior celular. Este resultado aunque una
informacion clara sobre la capacidad de internalizacion del DAMGO sobre el receptor

zfMOR es dificil de cuantificar y esta sujeto a subjetividad.

Figura 59: Inmunofluorescencia sobre células HEK293 expresando el receptor zFMOR con el
epitopo HA en su extremo amino terminal. Las fotografias se tomaron con un microscopio de
fluorescencia invertido utilizando filtros para fluoresceina y Hoechst. En la primera fila se observan
los nucleos celulares tefiidos con Hoechst; en la segunda fila detectamos la presencia del receptor
ZFOR2 en la membrana celular mediante la utilizacién del anticuerpo anti HA directamente
conjugado con fluoresceina y en la tercera fila la superposicién de ambas iméagenes.

Tratamiento: DAMGO 1uM, 30 min., 37°C.
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Un resultado similar obtenemos con el tratamiento de etorfina (30 min.

etorfina 1 uM) aunque en este caso parece que el patron de puntos intracelulares es un

poco mayor (Figura 60).

Figura 60: Esta figura muestra la inmunofluorescencia sobre células HEK293 expresando el receptor
zfMOR con el epitopo HA en su extremo amino terminal. Las fotografias se tomaron con un microscopio de
fluorescencia invertido utilizando filtros para fluoresceina y Hoechst. En la primera fila se observan los
nucleos celulares tefiidos con Hoechst; en la segunda fila detectamos la presencia del receptor zfMOR en la
membrana celular mediante la utilizacién del anticuerpo anti HA directamente conjugado con fluoresceina y
en la tercera fila la superposicion de ambas imégenes.

Tratamiento: Etorfina 1uM, 30 min., 37°C.
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Como método de control interno utilizamos el receptor mu de rata
transfectado en células HEK-293 y llevamos a cabo los experimentos de forma

paralela.

Figura 61: Inmunofluorescencia sobre células HEK293 expresando el receptor mu de rata con el epitopo
HA en su extremo amino terminal. Las fotografias se tomaron con un microscopio de fluorescencia
invertido utilizando filtros para fluoresceina y Hoechst. En la primera fila se observan los nucleos
celulares tefiidos con Hoechst; en la segunda fila detectamos la presencia del receptor en la membrana
celular mediante la utilizacion del anticuerpo anti HA directamente conjugado con fluoresceina y en la
tercera fila la superposicion de ambas imagenes.

Control sin tratamiento.
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Al igual que en el caso del receptor zZFMOR en ausencia de ligando opioide
la fluorescencia se concentra en la membrana citoplasmatica permitiendo una vista

clara del contorno celular (Figura 61).

Figura 62: Inmunofluorescencia sobre células HEK293 expresando el receptor mu de rata con el epitopo
HA en su extremo amino terminal. Las fotografias se tomaron con un microscopio de fluorescencia
invertido utilizando filtros para fluoresceina y Hoechst. En la primera fila se observan los ndcleos celulares
tefiidos con Hoechst; en la segunda fila detectamos la presencia del receptor en la membrana celular
mediante la utilizacién del anticuerpo anti HA directamente conjugado con fluoresceina y en la tercera fila
la superposicion de ambas imégenes.

Tratamiento: DAMGO 1uM, 30 min., 37°C.
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Cuando realizamos un tratamiento con DAMGO perdemos ligeramente el
contorno celular y encontramos puntos de fluorescencia concentrados en el interior

celular y que corresponden con las vesiculas de endocitosis (Figura 62).

Figura 63: Inmunofluorescencia sobre células HEK293 expresando el receptor mu de rata con el epitopo
HA en su extremo amino terminal. Las fotografias se tomaron con un microscopio de fluorescencia
invertido utilizando filtros para fluoresceina y Hoechst. En la primera fila se observan los nucleos celulares
tefiidos con Hoechst; en la segunda fila detectamos la presencia del receptor en la membrana celular
mediante la utilizacion del anticuerpo anti HA directamente conjugado con fluoresceina y en la tercera fila
la superposicion de ambas imégenes.

Tratamiento: Etorfina 1uM, 30 min., 37°C.
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De igual manera que en el caso de DAMGO un tratamiento con etorfina

produce la internalizacion del receptor en vesiculas (Figura 63).

Figura 64: Inmunofluorescencia sobre células HEK293 el receptor mu de pez cebra (imégenes de la
derecha) y expresando el receptor mu de rata con el epitopo HA (imagenes de la izquierda). Las fotografias
se tomaron con un microscopio de fluorescencia invertido utilizando filtros para fluoresceina y Hoechst. En
la primera fila se observan los ndcleos celulares tefiidos con Hoechst; en la segunda fila detectamos la
presencia del receptor en la membrana celular mediante la utilizacién del anticuerpo anti HA directamente
conjugado con fluoresceina y en la tercera fila la superposicion de ambas iméagenes.

Tratamiento: Met-encefalina 1uM, 30 min., 37°C.
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Otros compuestos utilizados para los ensayos de internalizacién por

inmunofluorescencia fueron la Met-encefalina (Figura 64) y la morfina (Figura 65).

Figura 65: Inmunofluorescencia sobre células HEK293 el receptor mu de pez cebra (imégenes de la
derecha) y expresando el receptor mu de rata con el epitopo HA (imagenes de la izquierda). Las
fotografias se tomaron con un microscopio de fluorescencia invertido utilizando filtros para
fluoresceina y Hoechst. En la primera fila se observan los nucleos celulares tefiidos con Hoechst; en
la segunda fila detectamos la presencia del receptor en la membrana celular mediante la utilizacion
del anticuerpo anti HA directamente conjugado con fluoresceina y en la tercera fila la superposicién
de ambas iméagenes.

Tratamiento: Morfina 1uM, 30 min., 37°C.
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5.16 Estudios de internalizacion del receptor mediante citometria de flujo

Para completar los estudios de internalizacion y dado que no podemos
cuantificar las fotos de inmunofluorescencia decidimos llevar a cabo el estudio de
internalizacion por medio de la citometria de flujo lo que nos da una forma répida y
precisa de determinar los porcentajes de internalizacion. El primer paso que seguimos
fue el de determinar la concentracién Optima de anticuerpo para llevar a cabo los
experimentos. La concentracion recomendada en el prospecto del anticuerpo era de
entre 1 a 5 ug/ml. En nuestras condiciones pudimos observar como a mayor
concentracion de anticuerpo mayor era la internalizacion (Figura 66). Este hecho que
se podria interpretar como que el anticuerpo interacciona con el receptor modificando
su conformacion y haciendo que se internalice tiene una explicacion mucho maés
sencilla. Cuando utilizamos una concentracion baja de anticuerpo no marcamos todos
los receptores de la membrana plasmatica. Tras el tratamiento los receptores se
internalizarian pero al haber una gran cantidad de ellos sin marcar no podra ser
detectado. Utilizando una concentracién mayor podremos marcar todos los receptores
de membrana y por tanto detectar toda la internalizacion que ocurra como
consecuencia del tratamiento. También hemos podido observar que una concentracion
muy elevada de anticuerpo (en nuestro caso 10 ug/ml) produce una inhibicion de la

internalizacion.

Los valores para la internalizacion obtenidos tras un tratamiento con
etorfina 1 uM durante 30 min. y a 37 °C fueron de 15 % para la concentracion de 1
ug/ml, de 19 % para la concentracion de 2,5 ug/ml y de 39 % para la de 5 ug/ml. Para

los subsiguientes experimentos se utilizo esta Gltima concentracion.
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Figura 66: Puesta a punto de la concentracién de anticuerpo para citometria de flujo. En los
gréficos se representa el nimero de células o eventos (Counts) frente a la fluorescencia (FL1-
H). La curva azul representa el control sin anticuerpo; este valor no va a dar la posible
autofluorescencia de la muestra. La curva roja corresponde con células sin tratamiento; en este
caso la mayor parte de los receptores se localizaran en la membrana plasmética. La curva

amarilla representa el tratamiento con la droga lo que provocara un desplazamiento de esta
curva con respecto a la control (sin tratamiento) hacia la izquierda
A: Concentracién de anticuerpo 1 ug/ml.

B: Concentracion de anticuerpo 2,5 ug/ml.
C: Concentracién de anticuerpo 5 ug/ml.

A continuacion determinamos la internalizacion producida por distintos

compuestos. En todos los casos el tratamiento fue durante 30 min. y con una

concentracion final de compuesto de 1uM. En el caso de DAMGO el valor obtenido
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fue de 17 %. Para la etorfina fue de 39 %. MEGY produjo una internalizacion del 29

% y la morfina no lleg6 al 5 % de internalizacion (Figura 67).
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Figura 67: Estudio de internalizacion por citometria de flujo. En los gréaficos se representa el
numero de células o eventos (Counts) frente a la fluorescencia (FL1-H). La curva azul representa
el control sin anticuerpo; este valor no va a dar la posible autofluorescencia de la muestra. La
curva roja corresponde con células sin tratamiento; en este caso la mayor parte de los receptores
se localizaran en la membrana plasmética. Las curvas del resto de colores representan el
tratamiento con la droga lo que provocard un desplazamiento de esta curva con respecto a la
control (sin tratamiento) hacia la izquierda, en caso de que se produzca internalizacion. En el
caso de la morfina el desplazamiento es minimo ya que précticamente no produce

internalizacion.
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También utilizamos en los experimentos de internalizacion por citometria

el antagonista opioide no selectivo naloxona (30 min. 1 uwM); como cabia esperar el

tratamiento con este compuesto no produjo internalizacion del receptor opioide mu de

pez cebra (Figura 68).
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Figura 68: En esta figura se observan las curvas
obtenidas por citometria. En los gréaficos se
representa el nimero de células o eventos (Counts)
frente a la fluorescencia (FL1-H). La curva azul
oscuro representa el control sin anticuerpo; este
valor no va a dar la posible autofluorescencia de la
muestra. La curva roja corresponde con células sin
tratamiento; en este caso la mayor parte de los
receptores se localizaran en la membrana
plasmética. La curva azul celeste representa el
tratamiento con naloxona. Se puede apreciar que las
gréficas se superponen por lo que no existe
internalizacion.
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DISCUSION

En nuestro grupo de investigacion se han clonado hasta el momento cinco
receptores opioides del pez cebra (Danio rerio) que se han denominado zfDOR1
(ZFOR1), zfMOR (ZFOR?2), zfKOR (ZFOR3), zfDOR2 (ZFOR4) y zfORL; (Barrallo
y cols., 1998 a y b; Pinal-Seoane y cols., 2006; Barrallo y cols., 2000; Alvar y cols.,
2006; Rivas Boyero, Tesis Doctoral, 2003). Estos receptores se corresponden con los
receptores opioides delta (zfDOR1 y zfDOR2), mu (zfMOR), kappa (zfKOR) y ORL
(zfORL) de mamiferos. Los receptores opioides son los receptores a los que se une la
familia de compuestos con mayor capacidad analgésica conocidos, los opiaceos. De
entre estos compuestos, los mas usados en la clinica como la morfina, metadona,
fentanilo o codeina interaccionan de forma selectiva con el receptor de tipo mu (Jaffe
y Martin, 1990). Sin embargo, pese a ser los analgésicos méas efectivos también
inducen efectos secundarios muy graves como la depresion respiratoria y el hecho de
que son adictivos. Dada la gran importancia de este tipo de receptor y que tras muchos
afios de estudio del receptor en distintos modelos de mamifero no se ha llegado a
esclarecer su papel en la tolerancia y dependencia a este tipo de compuestos, en este
trabajo nos propusimos llevar a cabo el estudio de la funcionalidad del receptor

opioide mu de pez cebra, zfMOR.

6.1 Existencia de duplicados del gen de zfMOR

Considerando la abundancia de duplicados en el sistema opioide de este
organismo (zfDORL1 y zfDOR2, zfPENK, zfPOMC), nos propusimos determinar la
existencia de duplicados del receptor opioide mu. Para ello periédicamente se

revisaron las bases de datos en busca de secuencias finalizadas.

151



DISCUSION

Cuando se realiz6 la comparacion de la secuencia de los exones de zfMOR en

el base de datos del NCBI (http://www.nchi.nlm.nih.gov) se obtuvieron distintos

resultados en funcion del exon analizado. En el caso de los exones primero y segundo
se produjo una unica alineacion con el contig NW_001510917; este es uno de los
contigs que conforman el cromosoma 13 del pez cebra. Sin embargo cuando
comparamos el tercer exdn del receptor obtenemos dos posibles alineaciones. La
primera, la de mayor homologia, se sitla en el cromosoma 13, al igual que los otros

dos exones (Figura 69).

/ Color key for alignment scores \
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Distance tree of results NIW
Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Vvalue
01510917.1/Dr13 WGA1885 2 Danio rerio chromosome 13 g... _963 0.0
51 7.1/Dr16 WGA2395 2 Danio rerio chromosome 16 g... 228 2e-57 /

Figura 69: Resultado obtenido al comparar el tercer exén del gen del receptor zFMOR con el genoma
del pez cebra. En la parte superior se representa de forma gréafica los dos Unicos alineamientos
obtenidos. En la parte inferior se observa como uno de los alineamientos se sitda en el cromosoma 13,
correspondiente a zFMOR y el otro en el cromosoma 16.

La segunda secuencia, localizada en el cromosoma 16, presenta una
homologia del 78 % y por lo tanto podria tratarse de un duplicado de zfMOR. Sin
embargo, el estudio posterior de esa secuencia mediante comparacion de tipo Blast,
con la base de datos, revela que tiene una homologia muy alta por un receptor opioide

delta de pez cebra (Figura 70).
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iption . Maxscore  Total score  Query coverage __Evalue  Maxident  Links
1 PREDICTED: Danio rerio hypothetical protein LOC792001 658 658 100% 0.0 100%
Danio rerio oploid receptor, delta 1b (oprdib), mRNA >gl 632 100% 2e-179 98% m
Danio rerio opioid receptor, mu 1 (oprm1), mRNA >gb]Al 233 100% 3e-59 78% U E G|
85.1 PREDICTED: Danio rerio hypothetical protein LOC?791871 217 217 100% Je-54 78% U G}

Figura 70: Estudio de la secuencia encontrada mediante una comparaciéon de tipo Blast nos
demuestra que se trata de una secuencia ya conocida, especificamente se trata de un receptor delta
de pez cebra.

Utilizando la base de datos de NCBI llegamos a la conclusion de que la
secuencia encontrada no es un duplicado de zfFMOR sino que se trata de el receptor

delta 2 del pez cebra, zfDOR2 0 ZFOR4 (Figura 71).

GenelD: 336529 updated 23-Dec-2007
Summary t 2
Official Symbol oprdib
ZNC
Official Full Name opioid receptor, delta 1b
ZNC

Primary source ZFIN:ZDB-GENE-030131-8473
See related Ensembl:ENSDARG00000037159
Gene type protein coding
RefSeq status Provisional

Organism Danio rerio

Lineage Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Ostariophysi; Cypriniformes;

Cyprinidae; Danio
Also known as or4; ZFOR4; fb12g05; wu:fb12g05

Figura 71: Siguiendo con el estudio de la secuencia del cromosoma 16 podemos ver como se trata
de zfDOR2 uno de los receptores de tipo delta del pez cebra.

Como se ha mencionado anteriormente la secuencia del receptor opioide mu
de pez cebra se localiza de forma integra dentro del contig NW_001510917, situado
en el cromosoma 13 (uno de los 25 cromosomas del pez cebra, y formado por
53547397 pares de bases), el hecho de que su secuencia completa se encuentre dentro
del mismo contig nos va a permitir determinar la distancia interexdnica del receptor

zfMOR asi como si los sitios de splicing son convencionales o no (Figura 72).
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ref |NW 001510917.1|Dr13 WGA1885 2 Danio rerio chromosome 13 g... 1319 0.0
ref |NW 001511427.1|Dr16 WGA2395_2 Danio rerio chromosome 16 g... _228 4e-57

Figura 72: Comparacion de
13 donde podremos encont

los tres exones de forma conjunta nos da un alineamiento con el cromosoma
rar la secuencia completa del gen zfMOR, incluyendo exones, intrones y

probablemente regiones promotoras y reguladoras. También encontramos la misma secuencia vista

anteriormente en el cromoso

ma 16.

Realizando la bdsqueda utilizando otra base de datos distinta, la pagina del

Instituto Sanger, y utili
alineamiento con una

(Figura 73).

zando la secuencia del primer exon también obtenemos un

secuencia en el cromosoma 13 (http://www.sanger.ac.uk/)

+ hsps

coverage

- hsps

Database: zebrafish_all.fa
27,683 sequences; 1,739,261,859 total letters.

Searching....10....20....30....40....50....60....70....80....90....100% done
Smallest
Sum

High Probability
Sequences producing High-scoring Segment Pairs: Score P(N) N
CR352246.7 1356 5.8e-54 1
AL929096.5 271 6.0e-05 1
BX537357.7 222 0.,0098 1
AL845357.6 222 0.0098 1
CT737208.13 202 0.076 1
2C247H8.00001 EMBL:CT025850 Unfinished sequence: zC247HS8 C... 162 0.993 1
CR559944.12 162 0.99%4 1

Figura 73: La comparac

i6n en la pégina de Sanger nos muestra un alineamiento con el contig

CH211-160H10 que se localiza en el cromosoma 13. Ademas se pueden ver otras coincidencias
pero su valor P es muy elevado para ser consideradas. En verde claro se puede ver la secuencia con
mayor homologia que corresponde con zfMOR; en verde oscuro secuencias con una menor

homologia. La zona de ¢

olor rojo muestra el lugar donde se produce la mayor homologia entre

todas las secuencias encontradas.
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En este caso la secuencia se localiza dentro del contig CH211-160H10 que se

encuentra en el cromosoma 13 y cuyo nombre de acceso es CR352246. En el caso del

segundo alineamiento con mayor homologia resulto ser el receptor opioide kappa de

pez cebra.

Cuando la comparacion es del segundo exon el numero de secuencias

similares encontradas es mayor (Figura 74).
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Figura 74: Secuencias similares al segundo exén de zFMOR. Se puede apreciar un gran nimero
de secuencias, sin embargo, ninguna de ellas result6 ser un duplicado de zfMOR. En verde claro
se puede ver la secuencia con mayor homologia que corresponde con zfFMOR; en verde oscuro
secuencias con una menor homologia y en amarillo aparecen secuencias con menor homologia.
La zona de color rojo muestra el lugar donde se produce la mayor homologia entre todas las
secuencias encontradas.

Cuando se llevd a cabo el estudio de la secuencia que presentaba la mayor

homologia con zfMOR (un 74 % de identidad en una secuencia de 333 pares de

bases) esa secuencia resultd ser la misma que la obtenida en la comparacion

utilizando la base de datos del NCBI, es decir, zFfDOR2. Este mismo resultado se
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obtuvo al analizar las siguientes secuencias en orden de homologia hasta llegar a una

secuencia con un 65 % de homologia que resulto ser el receptor delta zZfDORL.

En el caso del tercer exdn también hay un alto nimero de secuencias (Figura
75). Cuando se examino la secuencia que producia el segundo mejor alineamiento (un
74 % de identidad en una secuencia de 426 pares de bases) se observé que
correspondia al receptor opioide ORL del pez cebra, este mismo resultado se obtuvo
con las siguientes secuencias hasta llegar a una con un 68 % de homologia que

correspondi6 de nuevo con zfDOR1.

e

+ hsps

coverage

- hsps

NS

Figura 75: Secuencias similares al tercer exén de zfMOR. EIl estudio posterior de los
alineamientos producidos determind que ninguno de ellos se trataba de un duplicado de zfFMOR. En
verde claro se puede ver la secuencia con mayor homologia que corresponde con zFMOR; en verde
oscuro secuencias con una menor homologia y en amarillo aparecen secuencias con menor
homologia. La zona de color rojo muestra el lugar donde se produce la mayor homologia entre
todas las secuencias encontradas.

Si el estudio lo realizamos en la péagina del ENSEMBL podemos observar
como la comparacion de los 3 exones nos produce un alineamiento con una secuencia

en el cromosoma 13, al igual que en los casos anteriores (Figura 76).

156



DISCUSION

coverage ) e BE
>urnamed 100 200 300 400 500 800 700 800 900 1,100
I — Cpe— ]

hsps [—— o ————————]

Links Query Chromosome Stats
Start End Ori Name Start End Ori  Score E-val %I1D Length
[A][S]1IG]1IC] 617 1146 - Chr:13 25214686 25215215 + 2652 0.0e+00 99.43 530
[A] [S]1[G] [C] 261 616 - Chr:13 25220548 25220903 + 1751 2.3e-302 98.88 356
[A]1[S]1IG]IC] 1 260 - Chr:13 25253460 25253719 + 1297 9.0e-222 99.62 260
[A][S]1[G]1IC] 661 893 + Chr:16 40682672 40682904 + 794 2.4e-132 82.40 233
[A]1[S]1[G] [C] 259 443 Chr:2 25316467 25316651 + 568 2.7e-92 78.38 185
[A] [S]1[G][C] 936 992 + Chr:16 40682950 40683006 + 210 1.3e-28 85.96 57
[G] [C] 453 460 + +

Chr:2 25316658 25316665 39 2.6e+02 100.00 8 /

Figura 76: En la parte superior de la figura se puede observar el alineamiento producido en
la base de datos de Ensembl de los tres exones de zfMOR con el genoma secuenciado de pez
cebra. En la parte inferior podemos ver como los tres exones se alinean dentro del
cromosoma 13 y vemos alineamientos en el cromosoma 16 y cromosoma 2 que se
corresponden con los receptores zfDOR2 y zfORL.

También podemos observar una similitud con una secuencia del cromosoma
16 que al igual que en los casos anteriores se trata de zfDOR2. Una secuencia mas
aparece en este caso, presente en el cromosoma 2, y que resultd ser el receptor de tipo

kappa, zfKOR.

Puesto que al comparar la secuencia de zfMOR, tanto por exones como de
forma completa, no encontramos ninguna secuencia con una alta homologia no
descrita, sino que las secuencias encontradas se corresponden con otros receptores
opioides del pez cebra podemos concluir que, en estos momentos no hay evidencias
de la existencia de un duplicado del receptor opioide mu de pez cebra, zfMOR, sin
embargo, no podemos descartar su existencia completamente ya que aun hay un 24 %

del genoma del pez cebra por secuenciar.
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6.2 Comparacion de zfMOR con otros receptores opioides

Al comparar la secuencia aminoacidica de zfMOR frente a la secuencia de los
demaés receptores opioides caracterizados en el pez cebra y con los receptores opioides
presentes en raton, rata y humano, los mas estudiados, podemos observar como
zfMOR se separa, junto con los receptores opioides de tipo mu presentes en
mamiferos, en una misma rama (Figura 77). Esto también ocurre en el caso del resto
de los receptores. En esa misma rama en la que se encuentran los receptores de tipo
mu podemos observar como los de rata y raton se encuentran muy préximos entre si y
también proximos al humano y sin embargo en el caso del receptor de pez cebra la
distancia es mayor. Este hecho refleja las diferencias entre estos receptores que esta

relacionada con la distancia filogenética entre las distintas especies.

mDOR . .
_E Figura 77: Filograma generado
rOOR mediante el método de “neighbor-
L—— hDOR joining” a partir del alineamiento de
S0OBI las secuencias proteicas de los
4| receptores opioides de pez cebra,
— #00R2 humano, ratén y rata. La escala en la
zIMOR parte inferior del  filograma
representa la distancia de las ramas.

hMOR
I E rMOR
mMOR

2fKOR

hKOR
| [ rkOR
mKOR

zfORL

hORL

rORL

mORL

005
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Estas diferencias se pueden cuantificar. En la tabla 10, realizada utilizando los
valores de homologia tras realizar la comparacion de tipo ClustalW, se pueden
apreciar los valores de homologia entre las secuencias peptidicas de los distintos

receptores en porcentaje.

rDOR | mDOR [zfDOR1|2fDOR2| hKOR | rKOR | mKOR | zfKOR | hMOR | rMOR [ mMOR | 2fMOR | hORL | rORL | mORL | zfORL

93 93 62 64 56 56 55 55 59 59 59 58 48 48 48 53 hDOR

97 | 6t 62 58 58 58 55 59 59 59 | s7 | 48 | 49 | 49 55 | rooR

62 | 63 55 58 58 55 59 59 59 | s8 | 48 | 49 | 49 53 | mDoOR

71 54 54 54 56 58 s7 | s8 | s8 | a6 | a7 | 47 50 [zfDOR1

55 56 55 55 58 59 59 60 45 46 46 53 |zfDOR2|

94 93 68 55 55 57 56 48 50 50 53 hKOR

98 66 56 54 s6 | s6 | 47 | a9 | a9 53 | rkor

66 56 54 55 55 48 50 50 52 mKOR

55 54 sa | s5 | s1 51 51 55 | zfkor

94 94 71 48 48 48 54 hMOR

I rata’ 97 71 47 48 48 54 | rMOR
m.- raton

h.- humano 71 | 48 | 49 | 48 55 |mMor

2f .- pez cebra a8 | so | so | s5 |zfMOR

DOR .- receptor opioide delta 93 | 94 58 | hORL

MOR .- receptor opioide mu 99 59 | roRL

KOR.- receptor opioide kappa 59 | moRL

ORL.- similar a receptor opioide (opioid receptor like)

Tabla 10: Valores de homologia entre los distintos receptores opioides. Esta tabla se ha obtenido
recogiendo los valores de homologia tras la comparacion de tipo ClustalW de las secuencias
peptidicas de los receptores opioides.

La homologia media entre el receptor de pez cebra y los receptores de
mamiferos es del 71 % mientras que en el caso de los receptores delta es del 58 % y
de los kappa del 56 %. La homologia frente a los receptores de tipo ORL es alrededor
de 50 %. Esta comparacion nos permite afirmar que al menos desde el punto de vista
de su secuencia el receptor zFMOR efectivamente parece ser un receptor opioide de

tipo mu.
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Se puede llevar a cabo una comparacion algo mas detallada si utilizamos las

secuencias de receptores opioides de tipo mu que se han clonado en distintos

organismos, ademas de los clasicos como ratén rata y humano (Figura 78). De esta

forma podemos observar como el receptor de pez cebra se separa conjuntamente con

el de Catostomus commersoni; a su vez los receptores de Rana pipiens y Taricha

granulosa, dos anfibios, se separan también en una misma rama. Por ultimo todos los

mamiferos se separan también en una unica rama. Al igual que en el caso anterior la

distancia de cada una de las ramas del arbol refleja la similitud entre los receptores

opioides de distintas especies; asi por ejemplo la homologia entre el receptor mu de

humano y de chimpancé es del 99 %, mientras que entre el pez cebra y Catostomus

commersoni la homologia es del 87 %.

{ Homo sapiens
Pan trogodytes

Saimiri bolivi

r Macaca mulata |
Macaca fascicularis

Cavia p

Equus

Bos taurus

Sus scrofa

Mus musculus

Rattus norvegicus

Taricha

Rana pipiens

Danio rerio

Primates

Mamiteros

}m..,;
Pece:
soni

005

Figura 78: Filograma generado mediante el método de “neighbor-joining” a partir del alineamiento
de las secuencias proteicas de los receptores opioides de tipo mu de distintas especies. La escala en la
parte inferior del filograma representa la distancia de las ramas. Para realizar el filograma se ha

utilizado el programa MEGAA4.

160




DISCUSION

También podemos realizar el estudio de la homologia por regiones entre
distintos receptores (Tabla 11); de esta manera podemos determinar cuéles son las
zonas mas conservadas y que por tanto desarrollan un papel fundamental en el

funcionamiento de los receptores.

Porcentaje de identidad aminoacidica

wol  wd2  wk wORL 01/02 8l §1/ORL 82/ §2/ORL x/ORL

Regiones Extracelulares

N-terminal 9 5 8 13 18 3 8 7 17 4
Primer lazo 71 78 50 50 92 64 42 57 50 50
Segundo lazo 32 35 44 25 67 55 35 48 32 40
Tercer lazo 6 18 6 12 58 11 18 a | 18 12

Regiones Transmembrana

™1 66 75 79 75 91 66 54 70 58 79
™2 90 90 72 72 95 81 81 77 77 77
™3 82 82 82 78 100 91 78 91 78 78
™4 71 76 52 57 76 57 47 61 57 66
™S 83 87 75 54 91 70 45 75 50 54
™6 81 52 77 68 66 72 68 52 38 72
™7 71 86 81 90 71 71 71 Vi 90 81

Regiones Intracelulares

Primer Lazo 90 100 90 100 90 80 90 90 100 90
Segundo Lazo 81 86 86 81 90 81 77 86 81 90
Tercer Lazo 91 95 91 91 95 91 86 95 91 86
C-terminal 36 34 34 44 55 39 40 38 42 36
TOTAL 58 60 55 55 71 56 50 55 53 55

Tabla 11: Homologia entre receptores opioides por las distintas regiones que lo forman; extremos
amino y carboxilo terminal, lazos intra y extra celulares y dominios transmembrana. La
comparacion se ha llevado a cabo mediante comparacion de tipo ClustalW.

Como se puede observar en la tabla la mayor homologia se encuentra en los
dominios transmembrana, al igual que ocurre en los receptores de otras especies
(Wang y cols., 1993) y en los lazos intracelulares. Por el contrario, las regiones que
presentan la menor homologia son los lazos extracelulares y los extremos amino y

carboxilo terminal. La region que presenta la menor homologia entre los receptores de
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pez cebra, al igual que pasa entre mamiferos es la region amino terminal (Kaufman y

cols., 1995).

6.3 Unidn de ligandos opioides al receptor

El primer paso para el estudio de la actividad del receptor zfMOR es saber si
este es capaz de unir ligandos opioides. El estudio de la union de un ligando a una
macromolécula se puede llevar a cabo de diversas maneras, utilizando propiedades
fisico quimicas que se modifican en el ligando o en la macromolécula cuando se
produce la unién, por ejemplo. En nuestro caso hemos optado por el método més
utilizado para el estudio de los receptores opioides. Utilizamos un compuesto marcado
de forma radiactiva el cual podremos detectar si esta unido o no al receptor. En este
trabajo como queremos realizar el estudio del receptor zFMOR de forma aislada, es
decir, sin ningun tipo de influencia por parte de otros receptores opioides, debemos
establecer un sistema de expresion que nos permita este objetivo. Para ello hemos
transfectado de forma estable el receptor opioide mu de pez cebra en la linea celular
HEK-293, que no expresa de forma natural receptores opioides (Arden y cols., 1995;
Segredo y cols., 1997), de forma que se pueda expresar y estudiarlo sin influencia por

parte de otros receptores opioides (Figura 33).

El primer resultado que obtuvimos referente a la funcionalidad del receptor
fue que las células HEK-293 transfectadas con el plasmido pcDNA3.1 que ademas
contenia la ORF del gen zFEMOR eran capaces de unir el antagonista no selectivo *H-

diprenorfina y ademas esa union es desplazada por el también antagonista no selectivo
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naloxona. Este hecho es la primera confirmacion de tipo funcional de que el receptor

zfMOR es un receptor de tipo opioide.

6.3.1 Estudios de saturacion usando *H-Diprenorfina

Tras llevar a cabo un experimento de saturacion utilizando diprenorfina
tritiada obtuvimos un valor de afinidad, expresado como Ky 0 constante de
disociacion, de 0.52 nM. Este valor es muy similar al encontrado en otras especies de
mamiferos, como en el caso del receptor de rata en el cual el valor de Ky es de
0.38nM (Chen y cols., 1993) o el de vaca de 0.12 nM (Onoprishvivili y cols., 1999) y
difiere un poco més aunque estd dentro del mismo orden del de ratén 2.3 nm
(Kaufman y cols., 1995), aunque otros autores han obtenido un valor de 0.61 nM para
ese mismo organismo (Blake y cols., 1997). En la bibliografia los valores obtenidos
de poblacion receptorial 0 Bmax SOn muy variables, al tratarse de sistemas de expresion
en los que en funcion del promotor utilizado, el tipo celular elegido, el método de
transfeccion escogido, asi como la pureza y cantidad de DNA pueden producir
variaciones en los niveles de expresion muy grandes. De forma general en la
bibliografia revisada se obtienen niveles de expresion desde varios femtomoles a
picomoles por miligramo de proteina utilizada. Los niveles obtenidos de expresion del
receptor opioide mu de pez cebra en este estudio son comparables a los niveles de las
celulas que expresan el receptor en varias regiones del sistema nervioso, como Locus
coeruleus, ndcleo parabraquial, sustancia gris periacueductal, tdlamo; en general,
aquellas &reas involucradas en la modulacion sensorial y nociceptiva (Thompson y

cols., 1993; Kaufman y cols., 1995; Gharagozlov y cols., 2003).
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6.3.2 Estudios de saturaciéon usando >"H-DAMGO

Ante el resultado positivo de la union especifica y saturable de la diprenorfina

al receptor zfMOR, y puesto que molecularmente este receptor es un receptor de tipo
mu, decidimos realizar un experimento de saturacion utilizando un compuesto mu
selectivo. El compuesto elegido fue *H-DAMGO un agonista peptidico con alta
afinidad por los receptores de tipo mu de mamifero. Obtuvimos una union especifica
y saturable con un valor de afinidad (Kq) de 3.05 nM. En este caso el valor obtenido
es un poco mayor que el descrito para otros receptores opioides tipo mu, sin embargo
se mantiene en el rango nanomolar. En el caso del receptor mu humano el valor de Kq
descrito es de 1.2 nM (Wang y cols., 1994a) mientras que en el de rata el valor es de
0.4 nM (Wang y cols., 1993), sin embargo otros autores muestran valores de 1.2 nM
(Thompson y cols., 1993) para el caso de este mismo organismo. El receptor mu
bovino presenta una Ky frente a DAMGO de 1.2 nM (Onoprishvili y cols., 1999). Por
ualtimo, en el receptor mu de ratén se obtiene un valor de 0.57 nM (Raynor y cols.,
1994). Se puede observar por tanto que los valores obtenidos para el receptor de pez

cebra se encuentran dentro del mismo rango que en el grupo de mamiferos estudiados.

Los resultados descritos previamente junto con la bibliografia utilizada hacen
referencia a un sitio de union para el compuesto DAMGO. Sin embargo, los
resultados obtenidos para el receptor de pez cebra también se pueden ajustar a dos
sitios de union. Este hecho se puede ver graficamente en la curva de saturacion, sin
embargo es mas sencillo de visualizar utilizando la transformacion de Rosenthal de
los datos (Figura 35). Cuando la curva se ajusta a un sitio de union, la transformacion

de Rosenthal debe dar una linea recta con pendiente negativa, sin embargo en nuestro
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caso la transformacién de Rosenthal se ajusta mejor a una linea curva. En el caso del
andlisis de dos sitios de union los valores de afinidad obtenidos, medidos como Kg
fueron de Ky1=0.28 nM y Ky,=6.12 nM (Figura 36). Estos resultados se ajustan
bastante bien a lo descrito por Darlison (Darlison y cols., 1997) que observa unos
valores de Ky1=0.63 nM y Ky»=3.8 nM en el caso del receptor opioide mu de
Catostomus commersoni. También en el caso del receptor de rata (Wang y cols.,
1993) se aprecia una transformacion de Rosenthal que apunta a dos sitios de union
pese a que los autores lo definen como un sitio. Dado que no es comdn encontrar
bibliografia en la que se haga referencia a dos sitios de unién cuando se hacen
saturaciones utilizando DAMGO tritiado también llevamos a cabo el mismo
experimento utilizando membranas purificadas de células en cultivo que expresaban
el receptor opioide mu de rata (Figura 38). Los resultados obtenidos apuntan
claramente hacia dos sitios de unién con unos valores de Ky de Ky3;=0.6 nM y
Kg2=16.9 nM. Ademas también se utiliz6 como control la saturacién utilizando
diprenorfina tritiada corroborando la existencia de un unico sitio de union, tal y como

corresponde a un antagonista (Arden y cols., 1995) (Figura 37).

El hecho de que se obtengan dos sitios de unién no puede ser explicado de
igual forma que cuando se obtienen dos sitios de union utilizando, por ejemplo,
membranas de cerebro purificadas. En ese caso la presencia de varios receptores
opioides, ya sean tipos distintos (delta, mu y kappa) o subtipos (muz, mu,) explicaria
la existencia de sitios de union con distintas afinidades. Sin embargo en nuestro caso
hemos demostrado que las células HEK-293 no son capaces de unir ligandos opioides,
al igual que aparece en la bibliografia (Arden y cols., 1995; Segredo y cols., 1997),

por tanto la union de estos sélo se producira cuando las células estén expresando el
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receptor transfectado. Esto descartaria la posibilidad de distintos tipos de receptores
con distintas afinidades. En el caso de los subtipos o las isoformas, parece que estas se
expresan en determinados momentos o regiones del sistema nervioso principalmente,
luego debe haber una regulacion que dicte cuando y doénde se han de expresar
(Abbadie y cols., 2000; Abbadie y cols., 2004; Oldfield y cols., 2008). Por tanto no
parece que sea probable que en células HEK-293 se encuentre la maquinaria necesaria
para producir esa regulacion permitiendo la expresién de varias isoformas, por
ejemplo mediante procesamiento alternativo del mensajero. Una explicacién que
parece més apropiada a esta situacion seria que *H-DAMGO es capaz de distinguir
entre dos tipos de receptores, pero la *H-diprenorfina no es capaz de llevar a cabo
dicha distincion. Puesto que la diprenorfina es un antagonista, es decir, que no
provoca ninguna respuesta intracelular tras su union al receptor, este no va a
diferenciar entre los receptores que se encuentren acoplados a proteinas G de aquellos
que no lo estén. Sin embargo DAMGO es un agonista y como tal provocara una
respuesta intracelular, siempre que, los receptores a los que se una se encuentren
correctamente acoplados a las proteinas efectoras. De esta forma DAMGO tiene una
mayor afinidad por los receptores acoplados frente a los desacoplados, o que puede
determinar la presencia de dos sitios de unién al ligando cuando se lleva a cabo un
experimento de saturacién con un agonista (Dolhman y cols., 1991; Zastawny y cols.,
1994; Darlison y cols., 1997; Onoprishvili y cols., 1999) El hecho de que en la
bibliografia no suelan aparecer esos dos sitios de unién puede tener varias
explicaciones como son que la concentracion de ligando tritiado utilizado no permita
la determinacién de uno de los dos sitios, el de baja o el de alta afinidad; también,
diferencias en las concentraciones de GDT/GTP en la reaccion, el método de

purificacién de las membranas, etc. pueden modificar los estados de acoplamiento del
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receptor y las proteinas G modificandose, por tanto, la capacidad de union del

ligando.

En el caso de la saturacion con DAMGO también llama la atencidn nuestro
resultado en relacién a la poblacién receptorial. Como se menciond anteriormente este
pardmetro, como tal, no aporta mucha informacion en el caso de las células
transfectadas, sin embargo la comparacion entre la By Obtenida cuando se utiliza
diprenorfinay DAMGO es interesante. En el caso de la diprenorfina el valor obtenido
es de 3629 fmol/mg de proteina mientras que en el caso de DAMGO es de 1717
fmol/mg de proteina (Figuras 35 y 36, respectivamente). Esta diferencia en Bmax entre
los dos compuestos puede ser explicada en los mismos términos que el caso anterior,
lo cual ha sido descrito previamente por Onoprishvili (Onoprishvili y cols., 1999) para
el receptor mu de bovino. Este grupo obtiene una reduccion de poblacion receptorial
cercana al 70 % y lo atribuyen a que solo el 30 % de los receptores se encuentran
acoplados a proteinas G y los que no estan acoplados presentan una afinidad tan baja
por el ligando que ésta no se puede detectar con la concentracion de radioligando
utilizada. Pese a que esta explicacién se ajuste a los resultados y tal y como los
propios autores apuntan, los valores de acoplamiento son mucho méas bajos de los que
se suelen obtener. Similares resultados se obtienen utilizando los compuestos
DAMGO y bremazocina tritiados, aungque estos autores no proponen ninguna
explicacion (Seki y cols., 1998b). Otra explicacién posible podria ser la siguiente. Las
membranas purificadas a partir de células que expresan el receptor opioide no van a
estar en forma lineal en la solucion acuosa, sino que se organizan en forma de
vesiculas presentado una mayor estabilidad. Cuando esas vesiculas se forman tras la

ruptura de las membranas celulares en el proceso de purificacion, el receptor opioide
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puede quedar con el sitio de unién del ligando hacia el exterior de la vesicula o hacia

el interior (Figura 79).

~

e

Figura 79: Representacion de vesiculas de membrana con un receptor opioide. En la
figura de la izquierda podemos ver un receptor que tiene expuesto hacia el exterior el
sitio de union para el ligando y por tanto sera accesible tanto para sustancias lipofilicas
como hidrofilicas. La imagen de la derecha muestra un receptor con el sitio de unién
hacia el interior de la vesicula, por tanto solo serd accesible para aquellas moléculas
capaces de atravesar la bicapa lipidica.

Al

Cuando utilizamos un compuesto como la diprenorfina tritiada, ésta puede
atravesar las membranas celulares y por tanto se unira a todos los receptores presentes
en la muestra; por otro lado, cuando el ligando utilizado es *H-DAMGO que, al ser un
péptido polar, no puede atravesar las membranas o lo hara de forma muy lenta por lo
que solamente se podra unir a los receptores que tengan sus sitios de unién hacia la
solucion acuosa (Arden y cols., 1995; Capeyrou y cols., 1997). Suponiendo el proceso
de formacion de las vesiculas al azar, un 50 % de los receptores tendran su sitio de
union hacia fuera y el otro 50 % hacia el interior de la vesicula, ajustandose el modelo

a los resultados obtenidos.

Este mismo resultado se obtuvo también cuando realizamos el estudio con el

receptor de rata con unos valores de Bmax de 3440 fmol/mg de proteina para la
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diprenorfina tritiada y de 1906 fmol/mg de proteina en el caso de DAMGO tritiado
(Figuras 37 y 38, respectivamente). Otro resultado similar a lo encontrado para el
receptor opioide mu de pez cebra, aunque utilizando un radioligando distinto se
encontrd en el receptor del teleésteo Catostomus commersoni. En este caso se
utilizaron la naloxona y DAMGO marcados de forma radiactiva. Para la naloxona el
valor de Bmax Obtenido fue de 11.7 pmol/mg de proteina mientras que para DAMGO

el valor se redujo hasta 3.5 pmol/mg de proteina (Darlison y cols., 1997).

6.3.3 Estudios de saturacion utilizando otros ligandos opioides

Para continuar con la caracterizacion del receptor zFMOR quisimos descartar
la posibilidad de union de ligandos delta o kappa selectivos. Para ello utilizamos los
prototipos de ligandos kappa y delta, U69,593 y DPDPE, respectivamente (Clark y
cols., 1988). En ninguno de los casos pudimos detectar una union especifica de estos
compuestos al receptor zFMOR al igual que ocurre en receptores de tipo mu de otras
especies (Chen y cols., 1993; Kaufman y cols., 1995; Bolan y cols., 2004). Este hecho

confirma la naturaleza mu del receptor.

También se llevaron a cabo estudios utilizando un agonista no selectivo y de
tipo no peptidico como es la bremazocina (Wang y cols., 1995) considerado en
muchas ocasiones como un compuesto con selectividad kappa (Seki y cols., 1998a).
En este caso si obtuvimos una union saturable con un valor de Ky de 2.1 nM. Este
valor, aunque en el mismo rango, es ligeramente inferior al que se observa en el
receptor mu murino K3=0.8 nM o de rata K4=1.58 nM (Mansour y cols., 1997), y es

mas cercano al valor obtenido para el receptor delta de el mismo animal (Kq=2.8 nM)
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(Wang y cols., 1995; Raynor y cols., 1994). Este dato nos podria indicar que nuestro
receptor tiene alguna caracteristica, en su secuencia, que hace que la bremazocina se
una con esta afinidad. Se ha determinado que en la unién de la bremazocina a los
receptores opioides hay 4 residuos que son fundamentales la lisina 227, la isoleucina
290, la histidina 291 vy la isoleucina 292 (Seki y cols., 1998b) ya que cuando esos
residuos, conservados en los receptores opioides clasicos se incorporan en su posicion
correspondiente en el receptor de tipo ORL, éste adquiere la capacidad de unir la
bremazocina. Pese a esto, nuestros resultados apoyan la idea de que aunque estos
residuos determinen la capacidad de unién, la afinidad de la misma va a estar
influenciada por otros aminoacidos, ya sea por participar directamente en la unién o

por ayudar a conseguir la conformacion adecuada del receptor.

6.4 Estudios de competencia o desplazamiento usando “H-Diprenorfina

Para continuar caracterizando la unién de distintos ligandos opioides al
receptor zfMOR vy establecer un posible rango de actividad Ilevamos a cabo estudios

de competencia entre distintos agentes opioides y la diprenorfina tritiada (Tabla 4).

Si nos fijamos en el porcentaje de desplazamiento producido por los distintos
compuestos utilizados se puede sacar una conclusion muy clara, ninguno de los
compuestos peptidicos utilizados en los experimentos de competencia (DAMGO,
endomorfina 1, endomorfina 2, CTOP y PLO17) es capaz de desplazar por completo
la diprenorfina unida al receptor. Este fendbmeno puede tener varias explicaciones. En
primer lugar, se puede deber al hecho de que la diprenorfina se puede unir a los

receptores que poseen el sitio de union en el lado interno de las vesiculas de
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membrana, como se explicd anteriormente, y que péptidos polares como los utilizados
no puedan acceder a dichos sitios de union (Arden y cols., 1995; Capeyrou y cols.,
1997). Sin embargo, una explicacion ampliamente utilizada en la bibliografia seria
que los ligandos de tipo no peptidico y los ligandos de tipo peptidico no comparten
exactamente el mismo sitio de unién al receptor, y podrian ser sitios que se solapen
parcialmente (Minami y cols., 1996; Law y cols., 1999). Al no compartir exactamente
el mismo sitio de unién al receptor, los ligandos peptidicos no podrian producir un
100 % de desplazamiento cuando se utilicen frente a ligandos de tipo no peptidico, es
decir, para poder desplazar completamente a un ligando no peptidico hara falta otro
ligando del mismo tipo que reconozca exactamente el mismo sitio de union. En esta
situacion un ligando de tipo peptidico produciria un desplazamiento parcial. (Arden y
cols. 1995; Meng y cols., 1995; Fukuda y cols., 1995a; Watson y cols., 1996
Capeyrou y cols., 1997). Esto también se ha descrito cuando el ligando radiactivo
utilizado es la naloxona y se intenta desplazar con DAMGO; en ese caso DAMGO

solo puede desplazar el 50 % de la naloxona unida (Darlison y cols., 1997).

Otro punto importante que se observa en la tabla 4 es que la mayoria de los
ligandos utilizados presentan una curva de competencia o desplazamiento
caracteristica de dos sitios de union, sin embargo determinados compuestos presentan
un dnico sitio de unién. En la mayoria de los casos esto se puede explicar atendiendo
al tipo de compuesto utilizado. En el caso de compuestos que funcionan como
agonistas en el receptor zfMOR se puede asumir que los dos sitios de unién se
corresponden con los estados de alta y baja afinidad del receptor, es decir, acoplados o
no con las proteinas G, respectivamente. En el caso de los antagonistas, estos no son

capaces de reconocer esos dos estados, ya que no producen la activacion de la via de
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transduccion de sefiales. Este seria el caso de CTOP, un antagonista peptidico mu
selectivo y de la buprenorfina que en el caso del receptor zfMOR funciona como
agonista parcial. Sin embargo hay algunos compuestos como el caso de FNA que
siendo un antagonista presenta dos sitios de unién o la endomorfina 2 y PL017 que
siendo agonistas solo presentan un sitio de unidn. En el caso de los agonistas una
posible explicacién seria que el rango de concentraciones de ligando frio utilizado no
nos permite definir con certeza uno de los sitios de union del receptor, el de baja o alta
afinidad. Sin embargo, autores como Capeyrou (Capeyrou y cols., 1997) obtienen
resultados similares para el caso de tres agonistas; dos de ellos producen curvas que se
ajustan mejor a dos sitios de union (DAMGO y morfina) mientras que el tercero, la
etorfina, se ajusta mejor a un sitio. Estos autores no dan ninguna importancia a este
hecho. Para BFNA, la naturaleza covalente de su union va a afectar a los valores

obtenidos, no considerandose como valores reales de afinidad (Raynor y cols., 1994).

Pasando al estudio de los valores concretos de afinidad de los compuestos
estudiados se puede observar en tabla 12 una comparacion entre los resultados

presentados en este trabajo y los que podemos encontrar en la bibliografia.

Una vision general de esta tabla permite apreciar que los valores afinidad
obtenidos, medidos como K;, se ajustan bastante bien a lo publicado correspondiente
al receptor opioide mu de otros organismos. En el caso de la etorfina, que es el
compuesto con mayor afinidad por el receptor, al igual que ocurre en otras especies
(Blake y cols., 1997; Gharagozlou y cols., 2003), los valores publicados son
superiores a los del zfMOR; ademas solo se da un valor de afinidad. Curiosamente el

experimento realizado con las células HEK MT, que expresan el receptor opioide mu
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de rata ofrece también un Unico valor de afinidad de 1.6 nM. En el caso de la morfina

y DAMGO se ve como en funcién de los autores se da un valor de afinidad o dos (alta

y baja afinidad). En ambos casos los resultados se ajustan bien a los de otros

organismos y se podria decir que en los casos en los que en la bibliografia sélo se da

un valor de afinidad éste corresponde con el de alta afinidad,

zfMOR Otros organismos
Compuesto Ki (nM) Organismo Ki (nM) Referencia
Ratén 0.3 Gharagozlou y cols., 2003
FEorina 0:0015.¥ 233 Humano 0.23 Capeyrou y cols., 1997
Ratén 2.1 Kaufman y cols., 1995
2.2 Gharagozlou y cols., 2003
2.5y 170 |Chaipatikul y cols., 2003
Mox¥ine D:34: 202 Rata 4y 128* |Zastawny y cols., 1994
129 Arden y cols., 1995
Humano 0.4y 10.4 |Capeyrouy cols., 1997
Ratén 4.9 Kaufman y cols., 1995
2.65 Gharagozlou y cols., 2003
Bovino 1.5 Onoprishvili y cols., 1999
1.4 y 140 |Chaipatikul y cols., 2003
DRG0 1.2y 229 Rata 0.6 Arden y cols., 1995
1.8y 113* |Zastawny y cols., 1994
4.2 Chen y cols., 1993
Humano 0.26 y 7 |Capeyrouy cols., 1997
CTOP 118 Rata 9.7 Chaipatikul y cols., 2003
PLO17 104 Rata 11y 330 |[Chaipatikul y cols., 2003
Rata >10000 |[Cheny cols., 1993
DPDPE ¢ 40000 Bovino >100 Onoprishvili y cols., 1999
U50,488 Rata >2000 Chen y cols., 1993
U69,593 > 10000 Bovino >100 Onoprishvili y cols., 1999
B-FNA 0.17 Rata 2.1 Chen y cols., 1993
Naltrindol 11.9 Rata 15* Zastawny y cols., 1994

Tabla 12: Resumen de los resultados obtenidos en los experimentos de competencia utilizando el
compuesto *H-Diprenorfina y distintos ligandos opioides sin marcar. También se muestran los valores
obtenidos en otros grupos para los receptores opioides mu de otras especies. El asterisco indica que los
valores se han obtenido utilizando ®*H-Naloxona

Una excepcion seria el valor obtenido por Arden y cols. para la morfina

(Arden y cols., 1995), que se aleja hasta en tres ordenes de magnitud del valor

obtenido en el receptor de pez cebra. Sin embargo este hecho se puede deber a que
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Unicamente se esté detectando el sitio de baja afinidad aunque, puesto que en otros
compuestos determinan valores en el orden subnanomolar esto no parece muy
probable. Otra posible explicacion se ha descrito previamente para la morfina, cuando
los experimentos de competencia se realizan sobre células intactas en lugar de sobre
extractos de membranas purificadas, donde se puede observar descensos de hasta 35

veces en el valor de afinidad (Toll, 1992).

Otro detalle que se puede destacar de estos resultados es que con el agonista
PL017, como se comentd anteriormente, solo se obtiene un sitio de unién al receptor;
esto contrasta con los resultados obtenidos por Chaipatikul y cols. (Chaipatikul y
cols., 2003) los cuales presentan dos sitios de union. Curiosamente realizando el
mismo experimento utilizando las células HEK MT obtenemos un Unico sitio de
union con una K; de 150 nM, valor muy similar al encontrado en el receptor de pez

cebra.

Ademas de demostrar que ligandos kappa y delta selectivos marcados de
forma radiactiva no eran capaces de unirse al receptor zFMOR quisimos corroborar
este hecho mediante estudios de competicion. Los resultados obtenidos en estos
experimentos nos confirman que estos ligandos son incapaces de unirse al receptor, al
menos a concentraciones fisioldégicas, como ocurre en los receptores mu de otras

especies.

Por altimo, cuando se utiliz6 el antagonista delta selectivo naltrindol se obtuvo
un sitio de unién con una valor de afinidad de 11.9 nM. El hecho de que este

compuesto se una al receptor zFMOR puede sorprender sin embargo Zastawny y cols.
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(Zastawny y cols., 1994) obtienen un valor muy similar para el receptor de rata.
Ademas, el hecho de que determinados ligandos altamente selectivos se unan a otro
tipo de receptores ya ha sido descrito anteriormente en el caso de los receptores de
rana en los cuales la selectividad de ciertos compuestos utilizados en mamiferos no es
aplicable a dicho organismo. En su caso compuestos como Nor-BNI, BFNA o
naltrindol no se comportan como selectivos (Newman y cols., 2002). Este hecho
ademas se ha descrito previamente en nuestro grupo ya que el ligando kappa selectivo
U69,593 no es capaz de unirse al receptor opioide kappa de pez cebra, zfKOR (Alvar
y cols., 2006), y el compuesto delta selectivo DPDPE no se une a los receptores delta
zfDOR1 (Rodriguez y cols., 2000) y zfDOR2 (Pinal-Seoane y cols., 2006) del pez

cebra.

Para completar el estudio con ligandos selectivos para otro tipo de receptores
quisimos estudiar si el ligando enddégeno del receptor ORL, la nociceptina, tenia
capacidad de unién a zfMOR, como cabia esperar el resultado del experimento fue

negativo.

Sin embargo para una gran cantidad de los compuestos utilizados no tenemos
datos con los que comparar nuestros resultados ya que, para el caso de los receptores
de tipo mu, es mas habitual llevar a cabo los experimentos de competencia utilizando
como ligando marcado *H-DAMGO, y aunque hay en la bibliografia algin intento de
comparacion entre resultados de competicion utilizando distintos radioligandos
(Rothman y cols., 1995) las posibles diferencias de union entre los distintos ligandos
hacen que esta aproximacion no sea muy adecuada. El hecho de utilizar *H-DAMGO

presenta una desventaja ya que al ser un agonista produce cambios estructurales en el
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receptor tras su union y ademas es capaz de diferenciar entre receptores acoplados a
proteinas G de aquellos que no lo estan. Sin embargo en toda la bibliografia revisada
no aparece ninguna mencion a dos sitios de union cuando se realizan experimentos de
competencia utilizando DAMGO radiactivo. En el caso de nuestros resultados todas
las curvas de competencia o desplazamiento obtenidas se ajustaron mejor a un sitio de
union. Puede ser que la complejidad del sistema no permita la distincion de los dos

sitios de union en estas condiciones.

6.5 Estudios de competencia o desplazamiento usando *"H-DAMGO

De los resultados obtenidos en estos experimentos el primer dato que se puede
destacar es que todos los compuestos utilizados, ya sean peptidicos 0 no, producen un
desplazamiento cercano al 100 %; este hecho apoya la teoria expuesta anteriormente,
al comentar los desplazamientos de *H-diprenorfina. Los resultados concretos se

reflejan en la tabla 13 donde se comparan con resultados descritos en la bibliografia.

Se puede observar como los resultados obtenidos son muy similares a los que
se obtienen para el caso de receptores mu de mamiferos. Sin embargo hay ciertos
compuestos en los que se encuentra una mayor diferencia entre los resultados como

en el caso del fentanilo, el antagonista mu selectivo CTOP y la dinorfina A.
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zfMOR Otros organismos
Compuesto | Ki (nM) | Organismo |Ki (nM) Referencia
Rata 0.23 |[Raynory cols., 1994
Etorfina 0.4 0.10 [Blake y cols., 1997

Ratén

2.2 |Gharagozlov y cols., 2003

Ratén 1.41 |Blake y cols., 1997
4.1 [Wangy cols., 1994a

Humano 3.79 |Rothman y cols.,, 1995
1.4 |[Satohy Minami., 1995
2.7 |Wangy cols., 1993
Morfina 7.9 Rata 5.47 |Rothmany cols., 1995
7.14 |Thompsony cols., 1993
14.0 |Raynory cols., 1994
19.95 [Mansoury cols., 1997
Bovino 0.9 [Onoprishvili y cols., 1999
2 Raynory cols., 1994
Rata 0.87 |[Satoh y Minami., 1995
4.17 |Rothmany cols., 1995
9.80 [Mansoury cols., 1997
DAMGO 4.8 Humano 3.02 [Rothmany cols., 1995
2.65 |Gharagozlov y cols., 2003
Bt 1.58 |Blake y cols., 1997
Bovino 2 Onoprishvili y cols., 1999
Rata 0.72 |Raynory cols., 1994
Metadona 2 Ratén 3.56 |Blake y cols, 1997
. 0.39 [Raynory cols., 1994
Fentanio 155 Rata 41.63 |Mansoury cols., 1997
3.7 |Wangy cols.,, 1993
2.44 |Rothmany cols., 1995
Rata 2.74 |Thompsony cols., 1993

Naloxona 1.9 0.93 |[Raynory cols., 1994
3.9 |Satohy Minami., 1995
4.35 |Mansoury cols., 1997

Humano 2.78 |Rothmany cols., 1995

Rata 0.18 |[Raynory cols., 1994

cTop 100 Humano 16 Wang y cols., 1994a

32 Raynory cols., 1994
. Rata 120 [Satoh y Minami., 1995
Dinorfine A s 95.5 [Mansoury cols., 1997

Humano 284 |Wangy cols., 1993
Leu-encefalina 6 Rata 3.4 |Raynory cols., 1994

Tabla 13: Resumen de los resultados obtenidos en los experimentos de competencia utilizando el
compuesto *H-DAMGO vy distintos ligandos opioides sin marcar. También se muestran los valores
obtenidos en otros grupos para los receptores opioides mu de otras especies.

El estudio de la secuencia de los receptores opioides junto con la de otros

receptores de tipo GPCR ha permitido determinar que la zona union de los ligandos a
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estos receptores es poco probable que se encuentre en las regiones extracelulares ya
que estas estan menos conservadas (Onogi y cols., 1995); parece mas probable pensar
que la zona de union se sitta en un bolsillo hidrofilico en la region transmembrana y
que los lazos extracelulares actien a modo de filtro permitiendo o entorpeciendo la
entrada del ligando al sitio de union (Metzger y Ferguson, 1995). Mediante estudios
utilizando receptores quiméricos y mutaciones puntuales se han descrito un gran
namero de residuos del receptor opioide mu importantes para el reconocimiento o

union de los distintos ligandos al receptor (Chavkin y cols., 2001).

En relacion al sitio de union del ligando, muchos de estos ligandos contienen
atomos de nitrogeno que se encuentran cargados positivamente a pH fisioldgico, lo
que sugiere que interaccionan con cargas negativas localizadas en las regiones
transmembrana (Strader y cols., 1988; Hibert y cols., 1991; Trumpp-Kallmeyer y
cols., 1992; Wess, 1993; Hibert y cols., 1993). En este sentido se han encontrado una
serie de residuos aminoacidicos que son importantes para que se produzca esta unién.
Uno de estos residuos es el aspartato en posicién 114 (situado en el segundo dominio
transmembrana), el cual se ha visto que esta implicado en la union de varios ligandos
al receptor y ademas se ha postulado como el responsable de efecto del sodio en la
afinidad del ligando por el receptor (Wang y cols., 1991; Ji y Ji, 1991; Kong Yy cols.,
1993a; Kong y cols., 1993b). Se sabe que receptores mu mutantes en ese residuo
sufren importantes reducciones en su capacidad de unién de ligandos (Fraser y cols.,
1989; Strader y cols., 1988; Ji y Ji., 1991; Savarese y Fraser, 1992 Quintana y cols.,
1993), sin embargo parece que ese efecto no es el mismo para agonistas y
antagonistas lo que apoya la teoria existente de que los agonistas y antagonistas

reconocen dominios no idénticos (Surratt y cols., 1994; Satoh y Minami, 1995;
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Metzger y Ferguson, 1995). Ademas, este hecho apunta que el cambio producido en
los mutantes no provoca cambios conformacionales generalizados (Surratt y cols
1994) ya que en ese caso se esperaria una modificacion en las propiedades de union
de los antagonistas. Estos estudios con mutantes también apuntan que es fundamental
la existencia de una carga negativa en esa posicion (114) para que se produzca un
acoplamiento eficiente con las proteinas G por parte de la morfina. También se ha
podido comprobar que ese residuo interacciona con la asparragina 332 y que esa
interaccion es importante para la integracion funcional y estructural del receptor (Xuy

cols., 1999).

Otro residuo, el aspartato 147 es un residuo compartido entre todos los
receptores que unen ligandos con restos amina. Sustituciones en este residuo también
van a producir cambios en la unién del ligando y la activacion de la sefializacion
intracelular. Los estudios apuntan hacia una interaccién directa con el ligando.
También aparece una carga positiva en el sexto dominio transmembrana (histidina
297) que se encuentra conservada en los receptores opioides. Esta histidina es crucial
en la union al receptor y junto con el aspartato 147 sirven como puntos de anclaje;
también los residuos asparragina 150 y tirosina 326 en los dominios transmembrana 3
y 7 proveen de sitios adicionales para formar puentes de hidrogeno y definir el sitio de
unién. Estos dos ultimos residuos se ha comprobado que son fundamentales para
determinar la afinidad de un gran nimero de péptidos y alcaloides opioides (Mansour

y cols., 1997).

Un residuo que se ha descrito en numerosos trabajos como importante en la

selectividad de los receptores opioides de tipo mu es el triptéfano en posicion 318.
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Este residuo se localiza alrededor del tercer lazo extracelular, region donde se lleva a
cabo la distincion por parte de DAMGO de los receptores mu y kappa (Minami y
cols., 1995). La mutacién del resto de triptéfano por alanina produjo un receptor cuya
unién especifica fue practicamente indetectable (Xu y cols., 1999). Otros residuos
importantes en la selectividad en esa region son la lisina 303, valina 316 e histidina
319. La lisina 303 es un residuo fundamental para la distincion por parte de la
norbinaltorphimina, un compuesto con alta afinidad por el receptor mu, de los
receptores kappa y mu como lo demuestra la sustitucién del residuo por glutamato, el
aminoacido situado en la misma posicion en el receptor kappa (Hjorth y cols., 1995).
Esta region en torno al tercer lazo extracelular también se ha visto que esta implicada

en la discriminacion de otros ligandos de tipo peptidico (Minami y cols., 1995).

Pese a que la diferenciacion por parte de DAMGO de los receptores de tipo
mu y kappa se lleve a cabo, principalmente en la region en torno al tercer lazo
extracelular, en el caso de la distincion entre los receptores de tipo delta y mu, ésta se
lleva a cabo alrededor del primer lazo extracelular, incluyendo el segundo y parte del
tercer dominio transmembrana (Onogi y cols., 1995). Dentro de esta region el residuo
de asparragina 127, correspondiente al residuo de lisina 108 en el receptor delta es
critico para esa diferenciacion (Fukuda y cols., 1995b). Esto fue demostrado mediante
el cambio de la lisina en el receptor delta por asparragina, obteniéndose un receptor
con una afinidad notablemente aumentada hacia DAMGO. Este hecho hace pensar
que la lisina presente en los receptores de tipo delta esta, de alguna manera
impidiendo el paso de DAMGO a la zona de union. (Minami y cols., 1996). Esta
region, en torno al primer lazo extracelular también se ha visto implicada en la

selectividad hacia otros ligandos de tipo peptidico, pero no asi en la discriminacién de
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ligandos selectivos de tipo no peptidico (Onogi y cols., 1995). En el caso de la
morfina y DPDPE, ligandos selectivos mu y delta, respectivamente, Fukuda y cols.
(Fukuda y cols., 1995b) determinan que la discriminacion se realiza en la region
comprendida entre los segmentos transmembrana 5 y 7, indicando una pequefia
contribucion del primer lazo extracelular. Sin embargo, trabajos con el receptor mu
humano (Dietrich y cols., 1998) sefialan que el cambio de Unicamente dos
aminoéacidos en el primer lazo extracelular provoca un aumento de hasta 7 veces la K;

de la morfina por el receptor.

Otros residuos que se han estudiado son los triptéfanos 173 y 274 asi como la
tirosina 319 que pueden ser importantes para la union del antagonista no selectivo
diprenorfina pero no del naltrindol o la naloxona, también antagonistas (Décaillot y
cols., 2003). También la glicina 131 parece tener importancia en la interaccién con
agonistas, en este caso por situarse cerca de la zona de union y no por una interaccion

directa con el ligando (Fukuda y cols., 1995b)

Todos estos resultados hacen que sea complicado llegar a determinar los
residuos que en el caso del receptor de pez cebra estan produciendo las pequefias
diferencias encontradas en la farmacologia del receptor. Por ejemplo, ya se ha visto la
importancia del primer lazo extracelular en el reconocimiento o distincion de
compuestos como DAMGO y morfina. En el caso del receptor de pez cebra hay dos
sustituciones, la sustitucion de una treonina por un &cido aspartico y de una isoleucina

por un &cido glutamico en posiciones 129 y 130, respectivamente (Figura 80).
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Estos cambios pueden tener su importancia ya que en la posicion
correspondiente al residuo 129 en el receptor kappa aparece también un &cido
aspartico y en el caso del residuo en posicion 130, en el resto de receptores aparecen
aminoéacidos sin carga. Esta distinta distribucion de cargas puede estar influyendo a la
unién de algunos de los compuestos, por ejemplo mejorando la afinidad de la

dinorfina A, cuyo valor de Ki es relativamente menor al de otros receptores de tipo

/ rMOR NYLMGTWPFGTILC \

mu.

T mMOR  NYLMGTWPFGNILC
hMOR  NYLMGTWPFGTILC
zfMOR NYLMGTWPFGDELC
IMOR  ---YRQGSIDCTLTFSHPTWYWENLLKI
mMOR  ---YRQGSIDCTLTFSHPTWYWENLLKI

ECL2 hMOR  ---YRQGSIDCTLTFSHPTWYWENLLKI
zfMOR SDLHSNGIIDCTLLFPHPSWYWENLLKI
IMOR  LITIPETTFQTV

B mMOR  LITIPETTFQTV

hMOR  LVTIPETTFQTV
K zfMOR LVTIPNSLLQTI /
Figura 80: Comparacion de los lazos extracelulares de los receptores mu de rata (r), raton (m),
humano (h) y pez cebra (zf). Se pueden obserbar diversos cambios algunos que conservan el
caracter del aminoacido y otros que no. En el segundo lazo extracelular se puede destacar la

presencia de 3 amino4cidos que no aparecen en los receptores de mamiferos; esto ocasiona un
segundo lazo més largo que podria ayudar a explicar algunas de las diferencias encontradas.

También los cambios encontrados en el segundo lazo extracelular pueden ser
importantes para ayudar a explicar los resultados obtenidos para la dinorfina A, ya
que este lazo se ha visto que contribuye al reconocimiento de ese ligando mediante
estudios con quimeras, sin embargo en el caso de agonista U50,488 su capacidad de
unién no se modifica (Wang y cols., 1994). En este estudio ademas se observa que la
morfina y DAMGO no presentan modificaciones en su afinidad. Los cambios

observados en la secuencia de los lazos extracelulares también podrian ayudar a
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explicar el bajo valor de afinidad presentado por el fentanilo ya que hay estudios que
demuestran que cambios en un Unico aminoacido pueden disminuir los niveles de
afinidad hasta 20 veces sin afectar de forma considerable la afinidad de otros
ligandos; esto se ha visto que ocurre asi, por ejemplo, en el caso del fentanilo,
naltrindol y CTAP (Bonner y cols., 2000). Al igual que pasa con CTAP su analogo
CTOP también se ve afectado por sustituciones que por el contrario no afectan a la
capacidad de union de otros antagonistas como la naloxona o la diprenorfina. La
diferencia estructural entre CTOP, un péptido, y los otros antagonistas, asi como la
disminuida afinidad que muestra este compuesto en presencia de iones metalicos y
GTP (algo propio de los agonistas) (Hawkins y cols., 1989) puede hacer que éste se
vea mas afectado por los pequefios cambios que encontramos en la secuencia de
zfMOR obteniendo valores de afinidad claramente inferiores a los encontrados en

mamifero.

Los valores obtenidos para el receptor opioide mu de pez cebra son ademas
casi identicos la los obtenidos para el receptor mutante. Este hecho nos esta indicando
que a pesar de que el segundo lazo extracelular sea 3 aminoacidos mas largo que en el
caso del receptor de mamifero, esto no produce un cambio conformacional
suficientemente grande como para que se produzca una variacion en la farmacologia

del receptor, al menos para el conjunto de ligandos utilizados en este estudio.

6.6 Ensayos de actividad del receptor por [*°S]-GTPyS

Para poder determinar la posible activacion del receptor tras la union del

ligando realizamos el ensayo de unién de [**S]-GTPyS. De los datos obtenidos a una
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concentracion saturante del ligando podemos observar que al igual que pasa en los
receptores opioides de otras especies la naloxona y la diprenorfina actian como
antagonistas y al igual que en los receptores de tipo mu CTOP también actla como
antagonista (Figura 40) (Mansour y cols., 1997; Thompson y cols., 1993; Lee y cols.,
1999). Esto se observa ya que presentan una activacion del receptor que no llega al 10
% del nivel de activacion en ausencia del ligando. Otros compuestos utilizados como
la bremazocina, y la deltorfina también estan funcionando como antagonistas en
zfMOR mientras que la buprenorfina seria un agonista parcial débil (Zaki y cols.,
2000). En el caso del naltrindol, parece que podria comportarse como un agonista
inverso. El concepto de agonista inverso se aplica cuando se tiene un receptor que se
encuentra activado constantemente a nivel basal, es decir, en ausencia de ligando hay
una cierta activaciéon de las proteinas G (Wang y cols., 1994c; el Kouhen y cols.,
2001). En el caso de un antagonista, éste se uniria al receptor y no produciria ninguna
respuesta, sin embargo un agonista inverso es capaz de reducir la actividad basal del
receptor, observandose por tanto valores negativos de activacion. La presencia de esta
actividad constitutiva en los receptores opioides es previamente conocida y permite
que haya un reciclaje continuo de los receptores en membrana, ya que la activacion
del receptor suele ir acompafiada de su internalizacion (Koch y cols., 2001; Johnson y
cols., 2006). El agonismo inverso no se habia descrito para el naltrindol que funciona
como antagonista para los receptores de tipo delta, sin embargo el hecho de que se
una con tanta afinidad al receptor mu de pez cebra y que ciertos derivados del
naltrindol como el compuesto HS378 actlen como agonistas inversos (Labarre y
cols., 2000) podrian explicar los resultados obtenidos. El naltrindol pondria al
receptor en un estado conformacional distinto al originado por agonistas y

antagonistas y que no es posible alcanzar en el caso del receptor delta por las
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caracteristicas de su estructura terciaria (Salamon y cols., 2002). También en el caso
de otro compuesto de tipo delta selectivo, TIPP, se ha demostrado que se puede
comportar como agonista, antagonista o agonista inverso, dependiendo de las
condiciones del ensayo y del momento de la sefial de transduccion estudiado (Martin

y cols, 2002).

En el caso de los compuestos mu como DAMGO, fentanilo y morfina se
comportan como agonistas como ocurre en mamifero y lo mismo ocurre para los

péptidos enddgenos utilizados: dinorfina A, Leu-encefalina y Met-encefalina.

También llevamos a cabo curvas de activacion para determinados compuestos.
Los valores obtenidos en estos experimentos tanto de potencia (ECsp) como de
eficacia (activacion maxima) se muestran comparados con los encontrados en los

receptores mu de otros organismos en la tabla 14.

Hay varios detalles que pueden llamar la atencion en esta tabla. En primer
lugar hay una gran variabilidad de los datos tanto dentro de un mismo organismo
como entre distintos organismos. Respecto a los valores concretos destaca que la
activacion maxima producida por DAMGO y morfina es similar; este hecho esta en
contraposicion con la idea de que la morfina es un agonista parcial respecto a
DAMGO que aparece en ciertas referencias (Smith y Rance, 1983; Ingram y cols.,
1998; 50 Chavkin y cols., 2001; Yue y cols., 2006; 39 Johnson y cols., 2006; Kelly y
cols., 2008) y que se puede observar en la tabla con los resultados de Alt y cols. (Alty
cols., 1998). Estos autores determinan la capacidad méaxima de activacion resultando

ser la de la morfina un 49 % inferior a la de DAMGO. Sin embargo numerosos
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trabajos describen que la morfina actia como un agonista completo, por ejemplo en
un estudio con membranas de células de neuroblastoma (Traynor y Nahorski, 1995) o
que DAMGO y morfina tienen una eficacia similar al activar a las proteinas G de tipo
Gi2), Go Y Gigs) (Burford y cols., 1998); los resultados de Segredo y cols. (Segredo y
cols., 1997) también apoyan la idea de que la morfina es un agonista completo ya que
el mismo tratamiento con morfina y DAMGO produce una activacién de 262 y 281
%, respectivamente, sobre el nivel de activacion basal. En la tabla tenemos otro
ejemplo con los resultados de Bolan y cols. (Bolan y cols., 2004). Estas diferencias se
pueden deber al nivel de la sefializacién intracelular que se ha estudiado en cada caso.
Por ejemplo en el caso del trabajo de Johnson y cols. (Johnson y cols., 2006) lo que
observan es que DAMGO produce mayores corrientes de potasio, al activar los
canales GIRK (los cuales son activados por el dimero py de la proteina G (Darlison y
cols., 1997)), que la morfina por lo que lo definen como agonista parcial; sin embargo

estos autores no comparan la capacidad de activacion de las proteinas G.

También consideramos importante nuestro resultado en el que observamos que
el fentanilo tiene un valor de potencia muy baja, es decir, obtenemos un valor de ECs
muy alto, en el orden micromolar, mientras que en mamiferos se encuentra en el
orden nanomolar. Se puede observar que el valor de potencia para la Leu-encefalina
en el caso de la rata también esta alrededor del orden micromolar, sin embargo este
hecho es aceptable para los ligandos enddgenos, los cuales se liberan en zonas muy
puntuales, obteniéndose altas concentraciones en el lugar donde se encuentra el
receptor. El resultado obtenido para el fentanilo puede ser un reflejo de la poca
afinidad por el receptor encontrada en los experimentos de competencia, sin embargo,

como se ha visto en resultados y se comentara mas adelante en el caso de la inhibicion
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de la adenilato ciclasa el valor de ECso obtenido esta en el orden nanomolar y es

incluso menor que el de raton.

zfMOR Otros organismos
Compuesto ECS0 | M.A Organismo ECS0 M.A Referencia
P M) | (%) |19 (M) | (%)
145 100* |Alty cols., 1998
Rata 1.53 - Bonner y cols., 2000
59 - Xu y cols., 1999
DAMGO 83 | 155 Raton 68 100* |Bolan y cols. 2004
243 Goail .
H * .
umano 132 GoOA 100* |Saidak y cols., 2006
118 41 [Alty cols., 1998
Rata 51 - Bonner y cols., 2000
. 81 - Xu y cols., 1999
Morfina 46 | 184 Raton 23 102 |Bolan y cols. 2004
213 Goail 66 .
H .
umano 89 GoOA 88 Saidak y cols., 2006
Rata 293 65 |Alty cols., 1998
Endomorfina 1| 112 80 Raton 26 : 98 [Bolan y cols. 2004
Humano 653 Gail 86 Saidak y cols., 2006
327 GaoA | 85 y coss.,
Rata 521 63 |Alty cols., 1998
Endomorfina 2 83 69 Raton 72 : 124 |Bolan y cols. 2004
Humano | 222 C¢il | 89 o idak y cols., 2006
421 GooA | 91 y co’s.,
Rata 185 97 |Alty cols., 1998
Met-encefalina | 106 167 40 : 105 |Remmers y cols., 2000
Humano | 204 Gail | 103 o ijak y cols., 2006
278 GaoA | 96 y co's.,
Rata 956 117 |Alty cols., 1998
122 101 |Remmers y cols., 2000
reurencefalina ) 156 ) 168 Humano | 1011 Gail | 101 1o ok y cols., 2006
842 GaoOA | 99 y cols.,
Rata 23 - Bonner y cols., 2000
Fentanilo 1059 151 Ratén 16 : 145 |Bolan y cols. 2004
Humano | 119 G¢il | 69 e ijak y cols., 2006
67 GaoA | 72 y co’s.,
Dinorfina A 99 130 Raton 34 109 |Bolan y cols. 2004

Tabla 14: Resumen de los resultados obtenidos (potencia y eficacia en la activacién de las
proteinas G) en los experimentos de activacion del receptor por [**S]-GTPyS para varios ligandos.
También se muestran los valores obtenidos en otros grupos para los receptores opioides mu de
otras especies. En el caso del receptor mu de humano los autores determinan, de forma
independiente, la activacién de las subunidads Gai; Y Goga. L0s asteriscos indican que los autores
toman ese valor como 100 % de activacion, normalizando los demés resultados en relacion a ese

compuesto.

Hay un gran nimero de dominios y residuos especificos distribuidos a lo largo

de la secuencia de los receptores opioides que pueden contribuir a la correcta
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sefializacion del receptor (Surrat y Adams, 2005) (Figura 81). Uno de los dominios
altamente conservados entre los GPCR es la secuencia D/ERY, localizada entre el
tercer dominio transmembrana y el segundo lazo intracelular. Este dominio es
fundamental en el control de la activacion del receptor (Arnis y cols., 1994; Scheer y
cols., 1997; Ballesteros y cols., 1998; Wess, 1998; Gether, 2000) ya que contribuye a
mantenerlo en un estado inactivo. La carga negativa del aspartato/glutamato (segun el
receptor) va a estabilizar la conformacion inactiva mediante interacciones
intramoleculares. Uno de los residuos implicados en esta estabilizacion es la arginina
del mismo dominio sin embargo hay otros residuos implicados, alejados en la
secuencia lineal pero muy préximos cuando se adquiere la estructura terciaria de la
proteina. Uno de esos residuos esta situado en el sexto dominio transmembrana y
aunqgue no es un residuo conservado, si esta conservada su carga negativa (Ballesteros
y cols., 1998). Receptores opioides en los que se elimind la carga positiva del dominio
D/ERY ocasionaron que la naloxona y analogos actuaran como agonistas inversos (Li
y cols., 2001). Otro dominio importante en la activacién de los receptores es la
secuencia “XBBXXB” en la que B representa un residuo de aminoacido basico y X
representa un residuo no basico (para los receptores opioides la secuencia es
LRRITR). Esta secuencia se localiza en la porcion carboxilo terminal del tercer lazo
intracelular y permite definir claramente el comienzo del sexto domino
transmembrana. Esta contribucion al posicionamiento del dominio transmembrana
probablemente sea importante en el correcto empaquetamiento de todas las hélices
que conforman el bolsillo de unién y para el acoplamiento con las proteinas G
(Cotecchia y cols., 1990; Samama y cols., 1993). La mutacién del residuo menos
conservado de esta secuencia (posicion 6.34 segun el sistema de nomenclatura de

Ballesteros y Weinstein (1995))produjo un receptor con un incremento de 100 veces
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de afinidad por agonistas, sin modificarse la de los antagonistas (Cotecchia y cols.,
1990; Samama y cols.,, 1993; Egan y cols., 1998) ademés esos receptores
frecuentemente tenian una activacion constitutiva. Mutaciones en el receptor opioide
de tipo mu en ese dominio revelan que cada pocién del domino contribuye de forma
diferente a la sefializacion. Mutacién en el residuo 6.35 origina un receptor con la
mitad de actividad cuando se utiliza DAMGO. La mutacion del residuo 6.34 (cambio
de treonina por alanina) incrementa la potencia de la morfina y PLO17 sin afectar a la
de DAMGO, mientras que los mutantes R6.31A e 16.33A presentan una reduccion de
la potencia de DAMGO sin modificaciones en la de la morfina o PLO17 (Chaipatikul

y cols., 2003).
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Figura 81: Estructura de un receptor de tipo GPCR, aparecen resaltadas las posiciones de dominios
y residuos importantes para la funcionalidad del receptor. El sistema de nomenclatura utilizado es
el propuesto por Ballesteros y Weinstein (1995). Figura tomada de Surrat y Adams, 2005.

Otra secuencia que es importante en los GPCR y en particular en los
receptores opioides es el dominio aromatico (FXXXWXXXH). Sustituciones en este

dominio originan mutantes en los cuales antagonistas de tipo alcaloide pueden
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funcionar como agonistas parciales, por ejemplo, la bremazocina, sin modificarse la
actividad del antagonista CTOP (Spivak y cols., 1997; Meng y cols., 2000). En el
caso de la morfina, en el mutante W6.48A se redujo su actividad intrinseca, incluso a
pesar de que su afinidad por el receptor aumentd hasta 44 veces, mientras que en la

mutacion W6.48F no se produjo cambio alguno.

De lo anteriormente expuesto puede deducirse que la interpretacion de los
datos referentes a la activacion de los receptores no es sencilla. Un gran nimero de
trabajos proponen estructuras fundamentales para el correcto funcionamiento sin
embargo los resultados mediante mutaciones puntuales no aclaran el papel que cada
uno de los residuos juega en la funcionalidad del receptor. Ademas se ha propuesto
que los dominios involucrados en la activacion pueden ser diferentes en funcién del
agonista utilizado (Chaipatikul y cols., 2003). En el caso de los receptores mu hay una
gran cantidad de residuos que se han considerado como importantes en el
acoplamiento con las proteinas G, entre ellos D114, Y106, Y166, D164, S196, S268,
K273, K275 R280, H297 (Surratt y Adams., 2005). Algunos de estos residuos
también se han considerado importantes para la unién del ligando, aungue esto no
debe extrafiar ya que modificaciones en una region de la proteina como la region
extracelular pueden tener grandes repercusiones en otra regiébn como puede ser la
intracelular. Todos estos residuos se ha visto que estan conservados en el receptor de
pez cebra asi como los dominios descritos anteriormente. Aln asi podemos ver
diferencias en la capacidad de activacion de distintos ligandos, aunque en la mayoria
de los casos no son muy grandes; en el caso del fentanilo en muy llamativa. Este
hecho se puede atribuir a cambios en la secuencia de zfMOR ya que se ha demostrado

que el cambio en un Unico aminoacido, por ejemplo en el caso del aspartato 114,
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puede hacer que aumente de forma notable la ECs, del agonista empleado (Xu y cols.,

1999).

6.7 Estudio de la inhibicion de la adenilato ciclasa

También se utilizd6 como método para determinar la capacidad de activacion
del receptor, por parte de distintos ligandos, el ensayo de la inhibicion de la adenilato
ciclasa. Los resultados obtenidos tanto en el receptor de pez cebra en este trabajo,
como por otros autores en distintos organismos se encuentran resumidos en la tabla

15.

Los resultados obtenidos para el receptor zfMOR se ajustan bastante bien a lo
publicado para otros receptores de tipo mu. Cuando realizamos un pretratamiento con
toxina pertusica, que inhibe mediante un proceso de ribosilacion (Kurose y cols.,
1983; Abood y cols., 1987) a un gran numero de subunidades alfa conseguimos
bloquear el efecto de la etorfina. Este hecho nos dice que el receptor opioide mu de
pez cebra, al igual que los receptores opioides de otros tipos y especies, se acopla con
proteinas G del tipo Gi/G,, el grupo de proteinas G sensibles a toxina pertusica. En el
caso del receptor murino Blake y cols., 1997 consiguen una abolicion total del efecto
de la etorfina. Este resultado, sin embargo, no nos hace descartar la posibilidad de que
también se produzca acoplamiento con el tipo de proteinas G insensibles a toxina

pertusica (Burford y cols., 1997).

En el caso de la p-endorfina el valor obtenido fue de 593 nM. Este valor se

aleja mucho de los valores obtenidos para el resto de los ligandos, sin embargo, este
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valor es aceptable para un ligando de tipo enddgeno ya que éstos se liberan a muy
altas concentraciones justo en la hendidura sinaptica. Este valor es ademas muy
similar al encontrado en el receptor de ratén, 526 nM. Sin embargo el valor de
méaxima inhibicion para estos dos organismos es mas dispar, siendo 55.4 % para el

pez cebray 71 % para raton (Gharagozlov y cols., 2003).

zfMOR Otros organismos
Max. Max.
Compuesto I(E::(), Inh. Organismo (E::()’ Inh. Referencia
(%) (%)
0.6 60 Gharagozlov y cols. 2003
Ratén 0.044 84 Blake y cols., 1997
Etorfina 0.013 39# 0.135 100* |Zakiy cols., 2000
0.37 - Keith y cols., 1996
Humano 0.31 93 Capeyrou y col., 1997
27 60 Kaufman y cols., 1995
35 58 Gharagozlov y cols., 2003
Razon 3.3 Blake y cols., 1997
4.81 - Keith y cols., 1996
0.20 >90 Arden y cols., 1995
3.0 Seki y cols., 1998
Rata 8.3 87 Chaipatikul y cols., 2003
DAMGO 23.4 59 - 20 Chen y cols., 1993
0.5 100 Segredo y cols., 1997
11 84 Capeyrou y col., 1997
FIMmMaRG - 30 (1uM) |Wang y cols., 1993
Bovino - 40 Onoprishvili y col., 1999
Catostomus .
JEERE R 74 (1uM) |Darlison y cols., 1997
29 60 Kaufman y cols., 1995
17 41 Gharagozlov y cols., 2003
Ratén 2.3 75 Blake y cols., 1997
16.47 - Keith y cols., 1996
Morfina 10 64 4.92 101* |Zakiy cols., 1999
13 85 Chaipaticul y cols., 2003
Rata 0.5 93 Segredo y cols., 1997
1.1 76 Arden y cols., 1995
Humano 65 76 Capeyrou y cols., 1997
Metadona 4.71 56 Ratén 9.6 85 Blake y cols., 1997
PLO17 2.1 49 Rata 11 85 Chaipatikul y cols., 2003
. 8.4 69 Gharagozlov y cols., 2003
Fentanilo 0.61 75 Ratén 2.06 90+ Zaki y cols., 1999
Nalorfina 8.25 43 Ratén 2.7 50 Gharagozlov y cols., 2003
g-endorfina 593 55 Ratén 526 71 Gharagozlov y cols., 2003
Buprenorfina | 1.89 55 Ratén 1.55 79 Zaki y cols., 1999
Catostomus .
u50,488 1623 60 commersoni - 25 (1uM) |Darlison y cols., 1997

Tabla 15: Resumen de los resultados obtenidos (potencia y inhibicion méxima) en los
experimentos de inhibicion de la adenilato ciclasa para varios ligandos. También se muestran los
valores obtenidos en otros grupos para los receptores opioides mu de otras especies. Los asteriscos
indican que los autores toman el valor obtenido para etorfina como 100 % de activacion,
normalizando los demas resultados en relacion a ese compuesto.
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También pudimos observar como el tratamiento simultaneo de la etorfina con
distintos antagonistas produce un movimiento de la curva hacia la derecha (Arden y
cols., 1995; Alty cols., 1998) este hecho apoya el efecto directo de la etorfina sobre el

receptor.

Puesto que la sefializacion por parte de la adenilato ciclasa es un proceso
posterior a la activacion de las proteinas G podemos decir que los dominios que son
importantes para la correcta activacion de las proteinas G influyen de forma indirecta
en los resultados obtenidos al estudiar las variaciones en las concentraciones de
AMPc producidas por la activacion del receptor. Sin embargo ademas de los trabajos
comentados anteriormente existen algunos otros que estudian el efecto de
modificaciones en la secuencia del receptor en la sefializacion por AMPc. En este
sentido se sabe que modificaciones en el tercer lazo extracelular producen variaciones
en los valores de ECs obtenidos mediante la técnica de AMPc (Seki y cols., 1998b).
Ademas se ha comprobado que la delecién de los ultimos 33 aminoacidos de la
secuencia del receptor mu no produce variacion en los niveles de afinidad del receptor
por la morfina, DAMGO o la naloxona; sin embargo el estudio del acoplamiento a la
adenilato ciclasa revel6 que mientras que la morfina mantenia su capacidad de inhibir
la acumulacion de AMPc, DAMGO perdié mucha de su capacidad (Surratt y cols.,

1994).

Los experimentos realizados con el receptor zfMOR y el nuestro mutante
delecionado en el segundo lazo extracelular nos confirman que ademas de que la
delecion no tiene efectos en la capacidad de union de los ligandos, tampoco esta

afectando a la capacidad de activacion del receptor.
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Por ultimo también estudiamos la capacidad de activar el receptor de distintos
ligandos enddgenos tanto en el receptor mutado como en el wild type. De
caracteristica importante de los resultados obtenidos (Figura 54) es que ninguno de los
compuestos empleados se comporta sustancialmente de forma distinta en ambos
receptores, salvo la dinorfina A de pez cebra, en la cual se observa un claro
desplazamiento de la curva hacia la izquierda. Podemos decir, atendiendo a estos
resultados, que la dinorfina A humana se une de interacciona de forma ligeramente
diferente a como lo hace la dinorfina A de pez cebra y ademas la distinta longitud del
segundo lazo extracelular entre los dos receptores también estd afectando a la

capacidad de activacion de la dinorfina A de pez cebra.

6.8 Estudio de la capacidad de union del Zn“* al receptor zfMOR

Se ha demostrado que los receptores opioides, y en particular los receptores de
tipo mu presentan sitios de union para los iones zinc (Fowler y cols., 2004). Este
hecho se ha utilizado como una manera de determinar las distancias entre distintos
residuos aminoacidicos como aproximacion al estudio de la estructura de los

receptores.

/1 ™7 \ Figura 82: Modelo de la estructura de la
™1 region extracelular de los dominios
transmembrana primero (TM1), segundo
(TM2), tercero (TM3) y séptimo (TM7) del
receptor mu de rata. Se puede ver como el
segundo lazo extracelular (EL2) se encuentra
unido al tercer dominio transmembrana
mediante un puente disulfuro entre los
residuos de cisteina 140 y 217 y al séptimo
dominio  transmembrana  mediante la
interaccion del aspartato 216 y la histidina
319. Es precisamente esta Ultima zona la que

T™3 formaria el sitio de union del zinc. Tomado
% de Fowler y cols., 2004
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De los resultados obtenidos podemos determinar que la estructura presente en
los receptores opioides mu de mamifero que involucra una serie de residuos (Figura
82) también se encuentra presente en el receptor del pez cebra. Ademas hemos
demostrado que las modificaciones estructurales producidas por la delecién de tres
aminoacidos en el extremo amino del segundo lazo extracelular no son suficientes
para que desaparezca esta estructura. Estos datos ademas estan avalados por los
resultados obtenidos en los experimentos de competencia utilizado *H-DAMGO con

los receptores wild type y mutante.

6.9 Estudios de internalizacién

Los procesos de internalizacion en los receptores opioides y en particular en
los receptores de tipo mu han sido ampliamente estudiados debido a su importancia en
los procesos de tolerancia y desensibilizacion. En contraposicion a la teoria existente
de que la internalizacion contribuia al desarrollo de tolerancia mediante la reduccion
del numero de receptores sefializantes, estudios recientes apuntan a que la
internalizacion del receptor opioide reduce el desarrollo de desensibilizacion del

receptor y la tolerancia (Koch y Hollt, 2008).

En consecuencia, dada la gran importancia del proceso de internalizacion en el
desarrollo de la tolerancia quisimos determinar si el receptor zfMOR sufria
internalizacion dependiente de agonista como en el caso de los receptores opioides de

mamifero estudiados.
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Cuando analizamos la capacidad de la etorfina, un compuesto que se conoce
que produce una rapida internalizacion de los receptores opioides, de internalizar el
receptor zFMOR, observamos una disminucion en la fluorescencia de membrana
(Figura 60) con respecto a la condicion basal, en la cual el receptor se encuentra en la
membrana plasmatica (Figura 58) (Keith y cols., 1996; Segredo y cols., 1997; Wang y
cols., 2003). Este hecho indica que una vez los receptores han sido activados por el
ligando se produce una cascada de sefializacion intracelular que conduce, entre otras
cosas, a la internalizacion del receptor en vesiculas de endocitosis. Esas vesiculas
endociticas son las que observamos, con tipicos patrones punteados de fluorescencia
en el interior celular (Wang y cols., 2003). Sin embargo, en ocasiones en las células
control aparece cierto numero de vesiculas intracelulares (Figura 58) que
corresponden a una internalizacion basal del receptor (Wang y cols., 2003; Johnson y
cols., 2006) producto de una actividad constitutiva basal del receptor opioide mu
(Wang y cols., 1994c y 2000). El porcentaje de internalizacion obtenido mediante
andlisis de citometria de flujo para el tratamiento de etorfina (etorfina 1 uM, 30 min.,
37 °C) fue de un 39 %. Este valor se encuentra en el mismo orden al encontrado por
otros grupos en el caso del receptor mu murino o de rata (Keith y cols., 1996;
Whistler y cols., 1999; Wang y cols., 2003; Qiu y cols., 2003) y también coincide con
el obtenido en este trabajo utilizando el receptor mu de rata como control de la

internalizacion.

Los resultados obtenidos al estudiar la union del compuesto mu selectivo
DAMGO al receptor zfFMOR implican que tiene una clara actividad opioide de tipo
mu. En este sentido estudiamos la capacidad de producir internalizacion de este

compuesto peptidico. Como se observa en la figura 59 el tratamiento con DAMGO
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también produjo la internalizaciéon del receptor que mediante la cuantificacion por
citometria de flujo resultd ser de un 17 % respecto al control. Esta disminucion de
receptores en membrana es ligeramente inferior a la encontrada por otros grupos en
los receptores de rata y raton. En la bibliografia se encuentra valores de 37 % de
internalizacion (Whistler y cols., 1999), 52 % en el caso de un tratamiento con
DAMGO 10 uM (Johnson y cols., 2006) 6 50 % para una incubacién de 1 h (el
Kouhen y cols., 2001). Sin embargo en muchos de los casos simplemente se ofrece
una foto de microscopia confocal demostrando la internalizacion y sin hacer
referencia a la cuantificacion (Burford y cols., 1999; Arden y cols., 1995; Keith y
cols., 1996; Segredo y cols., 1997). En el caso del control que hemos utilizado
(receptor mu de rata) parece que el nivel de internalizacion obtenido (Figuras 62 y 63
para DAMGO vy etorfina, respectivamente) es ligeramente superior al encontrado en el

caso del receptor de pez cebra.

Dada la gran repercusion que tiene la morfina en la clinica y puesto que los
procesos de internalizacion se han relacionado con los problemas de tolerancia a la
misma quisimos determinar la posible existencia de internalizacion del receptor mu de
pez cebra tras un tratamiento con morfina. En la figura 65 se observa que, ni en el
caso del receptor de pez cebra, ni en el de rata, se puede apreciar internalizacién del
receptor. Esto esta en consonancia con los resultados obtenidos por otros grupos en
los que tampoco se observa internalizacion inducida por morfina mediante
microscopia (Keith y cols., 1996; Segredo y cols., 1997; Burford y cols., 1997; Koch
y cols., 2001). En los casos en los que se llevaron a cabo estudios de internalizacién
mediante citometria de flujo, que nos permiten obtener una buena cuantificacion del

proceso, se presentaron valores en torno al 10 % de internalizacion (Zaki y cols.,
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2000; Whistler y cols., 1999; Johnson y cols., 2006), también similares a los

encontrados para el receptor zfMOR.

Los resultados obtenidos para el estudio de internalizacion apuntan a que no
hay grandes diferencias entre la capacidad de internalizacion de los distintos
compuestos empleados sin embargo un estudio mas completo, que incluyera cinéticas
de internalizacion podria dar mas informacién a este respecto. Por ejemplo se sabe
que la fosforilacion de la treonina en posicidén 394 del receptor de rata actia como un
freno de la internalizacién ya que la isoforma rMOR1B cuyo extremo carboxilo
terminal es mas corto, careciendo de este residuo, internaliza con mayor facilidad que
la isoforma rMOR1 (Zimprich y cols., 1995; Koch y cols., 1998). Asi mismo la
simple sustitucién de dicho residuo en la isoforma rMORL1 por una alanina, también
facilita el proceso de internalizacion (Wolf y cols., 1999). Es interesante apuntar que
en el caso del receptor opioide mu de pez cebra ese residuo de treonina no existe ya
que zfMOR tiene un extremo carboxilo terminal 11 residuos mas corto que el de

raton, rata y humano en los que si aparece dicho residuo (Figura 83).

¥4ThrSerSerThr®”  Ser**  Thr¥’0 Ser®® Thr3%

rMOR ENFKRCFREFCI REHESTANTVDRTNHQLENLEAETAPLP
mMOR ENFKRCFREFCI REHESTANTVDRTNHQLENLEAETAPLP
hMOR ENFKRCFREFCI RDHESTANTVDRTNHQLENL TAPLP

zfMOR ENFKRCFREFC QSSGHTVDRTNQQV====== 1 I
**i********:*:.*‘::‘***:*‘*:“*:“*: Lrkdkkdkkd s k. .

Figura 83: En es figura se muestra una comparacion obtenida mediante ClustalW de los extremos
carboxilo terminal de los receptores mu de rata (rMOR), raton (mMMOR), humano (hMOR) y pez cebra
(zfFMOR). Los asteriscos en la parte inferior de las secuencias indican que el residuo en esa posicion es
el mismo en las 4 secuencias. Los dos puntos indican que hay un cambio de tipo conservativo mientras
que un punto indica un cambio semiconservativo. Los triangulos azules sefialan cambios en los que se
modifica por completo el carécter del aminoéacido y con el tridngulo rojo se destaca la aparicién de una
serina en el receptor zFMOR que puede ser susceptible de fosforilacion. Los distintos recuadros de
colores resaltan residuos de serina o treonina que se han identificado como importantes en la regulacion
del receptor.
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A pesar de la carencia de este residuo los resultados de internalizacion
obtenidos son semejantes a los encontrados en otras especies, aunque hay que tener en
cuenta que se ha podido ver afectada la velocidad de la internalizacion, parametro que
no hemos determinado. Teniendo en cuenta esto, puede que la fosforilacion del
residuo 394, en el caso del receptor de rata, en el receptor de pez cebra tenga lugar en

otro residuo del extremo carboxilo terminal.

Otros residuos que se consideran importantes para los procesos de
internalizacion son la serina 363, la treonina 370 y la serina 375 (el Kouhen y cols.,
2001). La fosforilacion de estos residuos ocasiona respuestas contrapuestas. Por un
lado existe una fosforilacion basal de los residuos serina 363 y treonina 370 lo que
provoca una atenuacion de la internalizacion; por otro lado la fosforilacion de la
serina 375, dependiente de agonista, promueve la internalizacion. En el caso del
receptor zFMOR el residuo de treonina 370 esta sustituido por una glutamina; este
hecho podria explicar porque observamos una mayor internalizacién basal en zFMOR
en comparacién al receptor mu de rata (comparacién realizada sobre las fotos de
inmunofluorescencia). Ademas el hecho de que DAMGO induzca la fosforilacién, de
forma especifica, de ese residuo también nos puede ayudar a explicar el nivel de
internalizacion, ligeramente inferior al de mamifero, encontrado para zfMOR. Por

altimo la secuencia ®*ThrSerSerThr®®’

también se ha considerado importante para los
procesos de internalizacion, ya que un receptor truncado a partir del residuo 354 posee
una internalizacion constitutiva del receptor; sin embargo si se trunca a partir del
residuo 363, este receptor no sufre la internalizacion constitutiva (Segredo y cols.,

1997). En el caso del receptor de pez cebra aparecen dos sustituciones, una semi-

conservativa y una no conservativa. Este hecho no altera las propiedades de
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internalizacion del receptor sin embargo seria necesario un estudio mas detallado para

determinar la importancia de ese dominio en el receptor zfMOR.
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CONCLVUSIONES

Una vez alcanzados los objetivos fundamentales de este trabajo de

investigacion podemos llegar a las siguientes conclusiones:

Objetivo 1: Determinar la posible existencia de duplicados del receptor opioide mu
del pez cebra.

Hasta el momento no existe evidencia de la existencia de un gen duplicado
de zfMOR, sin embargo, tendremos que esperar a la finalizacion de la
secuenciacion del genoma del pez cebra para descartar completamente esa

posibilidad.

Obijetivo 2: Conseguir un sistema de expresion estable del receptor zfEMOR.
Desde este momento contamos con un sistema de expresion del receptor
zfMOR, asi como con receptores marcados y mutantes, para el estudio de la

actividad de los mismos.

Obijetivo 3: Probar la actividad bioldgica del receptor zftMOR

3a: Analizar si el receptor exhibe sitios de unién estereoespecificos y
saturables para agentes opioides.

El receptor zFMOR une agentes opioides de forma espereoespecifica y
saturable y dicha union es desplazada por la naloxona, lo que permite definirlo,

sin lugar a dudas, como un receptor de tipo opioide.
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3b: Estudiar la capacidad de unién de distintos agentes opioides al receptor
zZfMOR.

El receptor zfMOR presenta una farmacologia muy similar a la
encontrada en los receptores opioides de otros organismos, sin embargo,
pequefias diferencias en determinados agentes lo hacen muy interesante para el

estudio de la union del agente al receptor y el desarrollo de nuevos farmacos.

3c: Estudiar los mecanismos de activacion del receptor zfMOR.
El receptor zfMOR es completamente funcional ya que es capaz de
activar las rutas de sefializacién intracelular, con un patron casi indistinguible de

los receptores opioides de mamiferos.

3d: Estudiar la capacidad de internalizacion del receptor zfMOR por distintos
agentes opioides.
El receptor zFMOR sufre internalizacién tras la activacion por parte de

un agente de forma semejante a como ocurre en otros receptores opioides.

Estas conclusiones nos permiten afirmar que nuestra hipétesis de trabajo
puede ser valida aunque es necesario continuar con esta investigacion para poder
relacionar nuestros resultados con los temas de dolor, tolerancia, dependencia y

disefio de nuevos farmacos.
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ANEXO |

Ratén MDSSAGPGNISDCSDPLAPASCSPAP--GSWLNLSHVDGNQSDPCGPNRTGLGGSHSLCP 58
Rata MDSSTGPGNTSDCSDPLAQASCSPAP--GSWLNLSHVDGNQSDPCGLNRTGLGGNDSLCP 58
Humano MDSSAAPTNASNCTDALAYSSCSPAPSPGSWVNLSHLDGNLSDPCGPNRTDLGGRDSLCP 60
Pez cebra MMENTG--NISDLLYALSNPMVSNSS—-—-———-— ILCRNFSNSSGLVNMN-SSVCDRTPELD 51

* L.z * kg ., * 3., *,.3 oKk, R .

SN— R

N
N-terminal

Ratén QTGSPSMVTAITIMALYSIVCVVGLFGNFLVMYVIVRYTKMKTATNIYIFNLALADALAT 118
Rata QTGSPSMVTAITIMALYSIVCVVGLFGNFLVMYVIVRYTKMKTATNIYIFNLALADALAT 118
Humano PTGSPSMITAITIMALYSIVCVVGLFGNFLVMYVIVRYTKMKTATNIYIFNLALADALAT 120
Pez cebra KSSTP-VIVAIIITALYSIVCVMGLVGNVLVMYVIIRYTKMKTATNIYIFNLALADSLAT 110

Sotk s hk k kkkhkhkhkohkk kk KAk A KA K sk A KAk A kA Ak kA Ak kkkkkk o kkk

N-t 1¥LIC

Ratén STLPFQSVNYLMGTWPFGNILCKIVISIDYYNMFTSIFTLCTMSVDRYIAVCHPVKALDF 178
Rata STLPFQSVNYLMGTWPFGTILCKIVISIDYYNMFTSIFTLCTMSVDRYIAVCHPVKALDF 178
Humano STLPFQSVNYLMGTWPFGTILCKIVISIDYYNMFTSIFTLCTMSVDRYIAVCHPVKALDF 180
Pez cebra STLPFQSVNYLMGTWPFGDELCKIVMSIDYYNMFTSIFTLTTMSVDRY IAVCHPVKALDF 170

Ak hkhkhkhhk ke hhhhdhhk *****:************** Ak hkkkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkk*k

1¥LEC 2°LIC

Ratén RTPRNAKIVNVCNWILSSAIGLPVMFMATTK---YRQGSIDCTLTFSHPTWYWENLLKIC 235
Rata RTPRNAKIVNVCNWILSSAIGLPVMFMATTK---YRQGSIDCTLTFSHPTWYWENLLKIC 235
Humano RTPRNAKIINVCNWILSSAIGLPVMFMATTK---YRQGSIDCTLTFSHPTWYWENLLKIC 237
Pez cebra RTPRNAKIVNVCNWILSSAIGLPVMVMASTTRPIMHSNGI IDCTLLFPHPSWYWENLLKIC 230

hkkkkkhkahhkhhhkhhhkkkkkkk k&% s sk hkkkk ok kkgkkkkkkkokkk

——

2°LIC 2°LEC
Ratén VEIFAFIMPVLIITVCYGLMILRLKSVRMLSGSKEKDRNLRRITRMVLVVVAVEIVCWTP 295
Rata VFIFAFIMPVLIITVCYGLMILRLKSVRMLSGSKEKDRNLRRI TRMVLVVVAVFIVCHTP 295
Humano VFIFAFIMPVLIITVCYGLMILRLKSVRMLSGSKEKDRNLRRI TRMVLVVVAVFIVCWTP 297
Pez cebra VFIFAFIMPVLIITVCYGLMILRLKSVRMLSGSKEKDRNLRRITRMVLVVVAVFIVCWTP 290

**********************i********************}****************

e "¢
3LIC v v

Ratén IHIYVIIKALITIPETTFQTVSWHFCIALGYTNSCLNPVLYAFLDENFKRCFREFCIPTS 355
Rata IHIYVIIKALITIPETTFQTVSWHFCIALGYTNSCLNPVLYAFLDENFKRCFREFCIPTS 355
Humano IHIYVIIKALVTIPETTFQTVSWHFCIALGYTNSCLNPVLYAFLDENFKRCFREFCIPTS 357
Pez cebra IHIFVIIKALVTIPNSLLQTITWHFCIALGYTNSCLNPVLYAFLDENFKRCFREFCVPSP 350

***:******:***:: :**:; *********************************:*:

3°LEC C-t

Ratén STIEQQONSARIRQNTREHPSTANTVDRTNHQLENLEAETAPLP 398
Rata STIEQQNSTRVRONTREHPSTANTVDRTNHQLENLEAETAPLP 398
Humano SNIEQONSTRIRQNTRDHPSTANTVDRTNHQLENLEAETAPLP 400
Pez cebra SVLDLONSTRSRNPQRDGQSSGHTVDRTNQQV—-—————————— 382

* e ***:* *: *: *:':******:*:

—

—
C-terminal

En esta comparacion de las secuencias de los receptores opioides mu de raton, rata, humano y pez
cebra se encuentran resaltados dominios y estructuras importantes. Los rectangulos de colores
marcan los dominios transmembrana del receptor. Se encuentran sefialados los lazos intracelulares
(LIC) y los extracelulares (LEC), asi como los extremos carboxilo y amino terminales. En el
extremo amino terminal resaltados en azul se encuentran residuos de asparragina (N) susceptibles
de glicosilacion. Solo se han considerado aquellos residuos que formen parte de la secuencia
consenso de glicosilacién Asn-X-Ser/Thr (siendo X cualquier aminodcido). Con flechas negras se
indican posibles sitios de glicosilacion que no aparecen en mamiferos. En el tercer lazo
intracelular y el extremo carboxilo se resaltan en verde residuos de Serina (S) y treonina (T)
susceptibles de fosforilacion por kinasas intracelulares. También en el dominio carboxilo terminal
las flechas rojas indican residuos de cisterna (C) susceptibles de palmitoilacion. Las regiones
subrayadas a lo largo se la secuencia se corresponden con secuencias conservadas en los
receptores de 7 dominios transmembrana que se acoplan a proteinas G y que se han demostrado
fundamentales para el correcto funcionamiento del receptor. Por Gltimo se encuentra resaltada la
regién del 2° lazo extracelular que eliminé en el mutante originado en este trabajo
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ANEXO 11

Gracias al proyecto de secuenciaciéon del genoma del pez cebra hemos podido
localizar las regiones codificantes que conforman el gen zfMOR. Afortunadamente toda
la secuencia codificante se encuentra dentro de un mismo contig (conjunto de
secuencias procedentes de distintas reacciones de secuenciacién que se solapan
parcialmente) por lo que obtenemos una idea bastante aproximada de la longitud de los
intrones. El analisis de la secuencia del contig CH211-160H10 nos permite localizar los
intrones y los exones. Puesto que el contig tiene mas de 170.000 pares de bases no se

pone la secuencia completa.

//118.976//TTAAAATACTACACTGAGAACATACTTTCAGGACCACCAATCTTTAGTTTTGACCTCCTTTCGTGGAGTTAAAGCCTAA
TTAGTGAAGTCAGACTTCCCTTTTTGCATTCGGTAAATATAAAATCAAGCCATAAATTCAGCTGGAGAGATGAGGATGAGCGATTGT
AAATTCATACATCTCTTCGACGATGAGAAAGTGACGAGCTGGAACCACCGGACTGCCGAAAAGCCTCTAGTCATGTGCATATATAC
GTGACGTCATTTTGTTGAATAAAATGCGACGCTCGATACAATTTCACGAGGGTAATGCAAGAACTGCGGGGATAGATTTATCATAG
AGTCTCGTAAACAAAAGAGACTACTATACTTGTGGCAGCAGCGGCGGGAGCAACATTAGACTGCCTCGGTTGATCGGTTGGGACTC
GTTGAGTGTTTTGAAGCGGACAGGTATCGATATCTGTGAGCGTGATTGATAAACAGCGCGCGCGTGCAGAACTTGGGCGAATATCA
CCCGAACGGCACTTGCCATGATGGAAAACACCGGCAACATTTCGGACCTTCTGTACGCGCTTTCCAACCCAATGGTGTCGAATAGC
AGCATATTCTGCCGAAACTTCAGCAACAGCTCCGGTCTCGTGAACATGAACAGCTCCGTATGTGACAGGACGCCAGAGCTGGACAA
AAGCTCAACTCCAGTGATTGTGGCCATCATCATCACTGCCTTATACTCTATAGTGTGTGTGATGGGACTGGTGGGAAACGTCCTCG
TCATGTATGTTATTATAAGEEAAGAGAAGACATGTAGGGGAATGTATTACGATGCATAAGATATTAGAGTTGTTTTGCTTCCTTTAA
ATAGACATTTTAGGTGATAGTTTTTCTTTATGCAATATGATAGTTGTTGCTTTTTAAAAGGGACCTGTTGAAAGAGGTGCTGATTGT
TTTCTGGTAATAGAAGTCGGCATTGCAGAAACTCCCTTTTTTGCAGTCATTCAATCACTAAAGACGGCCTGTTAATAATAGAATAAA
ATAATGTTTTACTGTTGTAGTTTATTTATGCTTATGCTTGCTTTTCATTTATAAAATAATATTAACGATTTACAGCTCAGAAATGTGT
CTCTTCTCCACTGAGTGTGTGTACGCGTTTCCGATGTTCCTGTCAGCGTATTGGAGAAAAACATTGCATTGTTTCGTTCACATTGAT
TTCACACTTCATCTGATGCGGTGTAACACCGCATATTTTGCTAATCAGAAGTGCCGCTAAATAGAGATGCACTTATTTTTTGAAGAA
AAAGAACGACAGTTCAATGAACAACTGGG //120296// //154440//
TTTTCAATTTATCTGACCATCCAATCCAACTGTCTCCCAATCTCTCTATTTATTCAATCCAACTGCCTCCCAATCTCTCCATCCATTCA
TTCATCCATTTATCTGTTCTAAATTTTTTATGTATCCATCAATGCACTCATCCAATTGAAATATTAAAAGAGTGCTCAAAACTAGTAA
ATTGAACTTGATTTGATTTTGCTCTACACTGTAGTTGTATTCATGCTGAGAAACATTTGCATAATGGTGTACATAATGGTGGTTATC
TGGCCTCTTGAATTAACATTTCAATGAAGGTCATATTTGTATCATAAGATGCACATTGTACCTTTCTTAATGGCTTGAAGCAACATG
TGTAGCTGAGTTCATTACTGGCTGTTTATTGGACAAAAAAAGAGTGCCCTTTCATGTATGTTTCTACAGTTCCCATAGCCATTACTC
ACTCCGAAAACACATTGCATCTCATATTATTTAATAAAAGCAGTGAATGTAATGATCTCTACCTATTTTTGTCCATTGCHEATACACC

AAAATGAAAACTGCGACCAACATCTACATCTTCAACCTTGCTCTAGCAGATTCCTTGGCAACAAGTACTCTACCCTTTCAGAGTGTG
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AATTACCTGATGGGTACATGGCCTTTTGGAGACGAGCTGTGCAAGATTGTGATGTCTATTGATTACTACAACATGTTCACCAGTATC
TTTACTCTCACAACCATGAGTGTTGACCGTTACATAGCTGTTTGCCACCCGGTTAAAGCCTTGGACTTCAGAACGCCCCGAAATGCC
AAGATCGTCAACGTGTGTAACTGGATCCTTTCATCTGCAATCGGTCTCCCTGTCATGGTCATGGCCTCCACCACTTCTGATCTGCAC
TEEATGTTTACCACCACATTCTTCATTGTGAAAATTCAGATATTACTGTAGAAAAAGGATAGTCTTCACAAAAATGGCATTTCTGTT
ATTTGCTTCTTTTCGTTTATTTATTTATTTATTTATTTATTTTTTGTTTGACTCACTTTCTATGAAACGAAAGAAGATATTTTAAAGA
AATTTTGAACTGCTTTGTTCATAAAATGTAAACTAATTTGTAAAAGAATCTTTAGAAAAAGGAGAAATATCTTAATTTGGGTTTTATA
GAATAAGGAATGCCAGCTTCAGAAGGGCATATGGATGAGAAATAAAACACAAATCTTCATTTGTTGTGAAACTACATTTAATTATGC
CTTTATTTTTCTTTTAAGCCAATGACAATGAAAACTGTAATCAGTTTTACATTTTCAGCTGGGGTTTTTTCATGAAGGAAAATATGA
TGTTGTGAAATAATACAAAATTGAAAAAGTTGGACTGAATACAGAGACAATTATATTCTCAACACTATGACTACAATTATCAAAACTA
AACAAAATC //155936// //160248//
CTTATCATTACATATAAAATAAAACTTCTGAACCTAATTATAGGAGCCTAATAGAAAATGCTCATTAACAAGAAAAGAGGTCAGATG
GATTTAAAGGGTTTTGCATCTGATCTCTTCATATTTTTTCCAGGCTGTTACACCCCACCAATTGTAAACCCCTACACTCATCCAATGT
TTAACTTGATCCCCTCTTAATACATTAAGACATCTCTCTCAATACTGGAAGTGTTCCATTTTGTTCCTGTAGTGACACCAATTTTACA
GACACTAGAGAAGTGTTGAAGCAGAAAATTGTTATTGAGTGAATTTAGATTGATGTCACTTCTAGTCATTTGGCAAGAAAATCAAAA
TGTGGTTTAATAGCTGTAGCAGTGACTCAAAAGCTCTGTAAACAAAGCCATGAGGACCTAATGACTACTTGAAGCTAGAATTGATTT
TCACATGTCTCACTGTGTTATTGTACTGTGGTGTATTCTCTCTTTCGTEECGAATGGCATCATTGACTGCACTTTGCTCTTTCCCCA
TCCGTCCTGGTACTGGGAGAACCTCCTGAAGATCTGCGTCTTCATCTTTGCCTTCATCATGCCCGTCCTCATCATCACCGTCTGCTA
CGGCCTGATGATCCTCCGCCTAAAGAGCGTGCGAATGCTCTCTGGGTCAAAGGAGAAGGACCGCAACCTCCGGCGCATCACCCGAA
TGGTGCTGGTGGTGGTGGCGGTTTTCATCGTTTGCTGGACGCCCATCCACATCTTCGTCATCATCAAAGCTCTGGTGACCATTCCC
AACTCCCTCCTGCAGACCATCACCTGGCATTTCTGCATCGCCCTCGGCTACACCAACAGCTGCCTCAACCCGGTGCTCTATGCCTTC
TTGGATGAAAACTTTAAGCGCTGTTTTCGGGAGTTCTGTGTTCCCAGCCCATCAGTTTTGGACTTGCAGAACTCCACCCGCAGCAG
GAACCCCCAGCGTGATGGTCAGTCCAGTGGCCACACGGTAGACAGGACAAACCAGCAGGTATGACTAGTCCTGGAGATGTCATCAC
TGGAGTCCCGCAGCCAGCCCAGTGTTGACATGAGCTCAGAGGTCACGCAGGTCACAACAGGTGTCTGACACCATCAGCGGTAGGTT
CAACCTCTTTAAACATCTTGCTAGGCCTCTCACAGTTTTAGTTTGAGGAAAGACTGTTGAAATAGCTCTTTTTAACCCTCGATGACA
CATCAATAAGCTAAGCTTATTTTAATGTCTGTGATGTTCACAGTCATGCACCTAATGTAAAGTTAGTCCAGCATTCAAGACTAATTC
AGCATTCAACACTATAGTGGAGATCAAAATTAGAGAACAATTGAAGAGAACTATAGACTGTTTCCCAATATGCTTTTTTAAAGCTGT
ATTGCGTCCATGTGTTCTTGTGCAATGTCATCATCAACCACCAAAGTTAAATTCCAAAACAAAAGGCCGCAAGAACAGAGGACGCAT
GAAAGATCCCAGATGTGTTCTTGATATTAAGGATGTGTCAGTGCAGACTTGAGTGTAGTACTTGCTCTAGAAGTCCCAAAAGTCTA

TGCAGCTGAATAAAGGCGGTGG //161832//.....//170998//

En la secuencia se pueden observar los tres exones de zfMOR y estan
resaltados los puntos de corte y empalme de los mismos. Podemos ver que las sefales
son GT'AG, éstas estdn altamente conservadas y van a ser reconocidas por una
magquinaria ribonucleoproteica que se encarga de la escision y el empalme de los

exones.
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En un experimento de binding determinamos la capacidad de uni6n de un
ligando a un receptor. Cuando el ligando que queremos estudiar estd marcado de
forma radiactiva podemos realizar experimentos de saturacion. Por el contrario
cuando no disponemos del ligando en forma radiactiva debemos realizar ensayos de

desplazamiento o competicion.

Uno de los puntos clave en este tipo de experimentos es poder distinguir entre
el ligando radiactivo que se encuentra unido al receptor de aquel que se encuentra
libre en la solucidon. Existen varios métodos para conseguir la separacién de éstos. Se
puede hacer, por ejemplo, mediante centrifugacion de la muestra; de esta manera las
membranas sedimentardn con mucha facilidad mientras que en el sobrenadante
quedara el ligando libre. Otra posibilidad es la utilizacion de un sistema de filtracion,
que ha sido nuestro caso. Pasando las muestras a través de filtros de fibra de vidrio
con un tamafio de poro reducido conseguimos que las membranas, donde se
encuentran las proteinas, queden retenidas en el filtro mientras que el ligando libre lo
atravesara. Posteriormente podemos medir la radiactividad que ha quedado en el filtro

y analizarla.

Otro punto muy importante en este tipo de experimentos es poder diferenciar
entre la union especifica, es decir, lo que se une al receptor, de la unién inespecifica,
lo que se une a otros componentes de la muestra. Para ello utilizamos un compuesto
con alta afinidad por el receptor, en nuestro caso la naloxona. Si en un tubo ponemos
el extracto purificado de membranas, donde se encontraran los receptores, y afiadimos
diprenorfina tritiada, estd se unird al receptor de interés de forma especifica, sin
embargo, como hemos dicho antes también se unira de forma inespecifica a otras

proteinas o componentes de la muestra. Si en otro tubo afiadimos las proteinas y el
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compuesto radiactivo y ademas una concentracion saturante de naloxona, esta
desplazara a la diprenorfina tritiada de los sitios de union especificos. Tras filtrar las
muestras obtendremos unos valores de radiactividad que denominamos TOTALES, en
los tubos en los que no habia naloxona y otros que denominamos NO ESPECIFICOS,
en los tubos en los que si habia naloxona. La diferencia entre el total y el no
especifico no dara la UNION ESPECIFICA del ligando al receptor.

Union Union Union
Total No Especifica Especifica

: T
ﬁ@ Receptor opioide & Otras proteinas 0 Naloxona {/  Compuesto tritiado

En los ensayos de saturacion utilizaremos varias concentraciones de
radioligando que nos produciran distintos valores de unién especifica. A mayor
concentracion de radioligando utilizado mayor sera la unién especifica del mismo al
receptor. Sin embargo, se alcanzara un punto en el que por mas que se aumente la
concentracion de radioligando no aumentara la union especifica, en este punto todos
los sitios de union especifica presentes en la muestra habran sido ocupados por el
radioligando, es decir, se habra saturado. Si los datos obtenidos se representan de
forma gréfica, union especifica frente a concentracion de radioligando, obtendremos

una curva hiperbolica llamada curva de saturacion. Esta curva presenta una asintota
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que nos dard el valor de union maxima (Bmax) del ligando al receptor y que nos indica
la poblacion receptorial. En funcion de como se analicen los resultados el valor de
Bmax Se puede dar como fmol de receptor/mg de proteina total, como mg de receptor o
como numero de sitios de unidn por célula, por ejemplo. La concentracién de
radioligando necesaria para ocupar la mitad de los sitios disponibles (Bmax/2 Yy
extrapolado al eje de abcisas) es la definicion de la constante de disociacion o Kg, un

valor que representa la afinidad del ligando por el receptor.

TOTAL *@@ | ‘@@ %@@

Unidn
Especifica

Bmax Je---cooeiiaaaoaoee.

Bmax/2 §-

A B C
ﬂ‘w Receptor opioide @ Otras proteinas ﬂ Naloxona |/ Compuesto tritiado

En este ejemplo se utilizan tres concentraciones distintas de radioligando (A, B y C) que produciran
tres valores de union especifica tras restar la unién total de la inespecifica. Representando la unién
especifica frente a la concentracion de radioligando obtendremos la curva de saturacion a partir de la
cual calcularemos los valores de Ky Y Bmax-
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En los experimentos de desplazamiento o competencia se determina el valor
de afinidad de un ligando, el cual no se tiene de forma radiactiva, por un receptor. En
este tipo de experimentos se utiliza una concentracion constante de un radioligando
que va a ser desplazada por distintas concentraciones de ligando sin marcar o ligando
frio que se quiere estudiar. De modo analogo a como ocurria con la naloxona, el
ligando frio va a desplazar al ligando radiactivo de los sitios de unién especificos, y la
cantidad de desplazamiento dependera de la concentracién a la que se encuentre el
ligando frio y de la afinidad de éste por el receptor. Cuando la concentracion de
ligando frio es muy baja, todo o casi todo el ligando radiactivo estara unido al
receptor (concentracion 1 en la figura). A medida que la concentracion va
aumentando se ird desplazando el ligando radiactivo (concentracion 2 en la figura).
Cuando la concentracion del ligando frio sea muy alta, nada o casi nada del ligando
radiactivo quedard unido al receptor (concentracion 3 en la figura). También
utilizaremos un tubo que nos dara la union total del radioligando al receptor (en
ausencia de ligando frio) y otro que nos dard la unién no especifica (utilizando
naloxona). Los valores de estos tubos nos daran el 100 y el 0 % de union y los
resultados obtenidos para cada una de las concentraciones los normalizaremos
atendiendo a esos valores. Representando graficamente obtenemos una curva de tipo
sigmoide de la cual podremos determinar el valor de ECsy 0 dosis efectiva media. Este
valor es una medida de la afinidad del ligando por el receptor y se define como la
concentracion de ligando frio necesaria para desplazar el 50 % de los sitios de union.
Sin embargo este valor no se puede comparar entre distintos experimentos ya que
depende de la concentracién de radioligando utilizada, asi como del valor de K4 de
dicho ligando por el receptor. Para poder comparar entre distintos experimentos es

mejor utilizar el valor de K; obtenido mediante la ecuacion de Cheng-Prusoff.
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TOTAL @ &

% Unién
Especifica 1

100

50 4

[Ligando]
1 2
ﬁ@ Receptor opioide @ Otras proteinas O Naloxona
{/ Compuesto tritiado 5 Compuesto frio

En este ejemplo se utiliza una concentracién de radioligando fija y 3 concentraciones distintas de
ligando frio (1, 2 y 3) que producirén tres valores de desplazamiento. Representando el porcentaje de
union especifica del radioligando frente a la concentracion de ligando frio obtendremos la curva de
desplazamiento a partir de la cual calcularemos los valores de ECsq y % de desplazamiento méximo.
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En los experimentos de activacion mediante la técnica de [*S]-GTPyS
determinamos la capacidad de un ligando de producir la activacion de las proteinas G.
En una situacion basal la subunidad alfa de las proteinas G tendra GDP unido y estara
en una forma inactiva. En presencia de un agonista, el receptor se activara, activando
a la proteina G, lo que consiste en un intercambio de GDP por GTP. Finalmente la
actividad GTPasa intrinseca de la subunidad alfa de la proteina G degradara el GTP a

GDP y ortofosfato provocando la inactivacién de la misma.

®

3
%

3
&2

En este método lo que determinamos es la capacidad de unién de [*°S]-GTPyS

Receptor opioide ” Proteina G

Otras proteinas d GTP

P &

7 Agonista opioide & GDp

a las proteinas G, tras la activacion de éstas por parte del receptor. Al igual que en los
casos anteriores es fundamental poder separar el [*°S]-GTPyS que esta unido del libre
y para ello utilizamos también la técnica de filtracién. Ademas también es importante
poder diferenciar entre la union especifica del [**S]-GTPyS a las proteinas G de la
unién inespecifica a otras proteinas o componentes de la muestra. Para poder realizar
esta distincion, y de forma analoga a la utilizacién de naloxona en los experimentos

de saturacion y desplazamiento, utilizamos GTPyS frio.
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ﬁ@ Receptor opioide &P ProeinaG

@ Otras proteinas 0’ GTP

& [SIGTPyS & Gpp

& GIps

R
P

En la situacion representada en la figura superior estamos determinando la
situacion basal, es decir la activacion de proteinas G en ausencia de ligando activante.
Determinar la activacion basal es importante ya que los resultados obtenidos los

vamos a expresar como porcentaje de activacion frente a la situacion basal.

Para poder determinar la activacion del receptor por parte de un ligando
utilizaremos distintas concentraciones del mismo. Cuanto mayor sea la concentracion
del ligando mayor sera la activacion producida hasta llegar a un punto en el que no
puede aumentar mas la activacion. Si representamos los resultados de activacion
obtenidos, para cada una de las concentraciones de ligando utilizadas, como
porcentaje de la activacion basal, obtendremos una curva sigmoide de la que
podremos calcular el valor de activacién maxima, medida de la eficacia del ligando, y
la dosis efectiva media (ECsp), medida de la potencia del ligando. Este tltimo valor lo
calcularemos como la concentracion de ligando capaz de producir el 50 % de la

activacién maxima.
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Receptor opioide ‘ Proteina G d ["SIGTPYS & Gpp

@ Otras proteinas ‘7 Agonista opioide ‘ GTPYS ‘ GTP

% Activacion

Emax-

Emax/2 -

[Ligando]
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