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RESUMEN

La rodopsina es la proteina fotorreceptora de los bastoncillos de la retina. Esta, en
presencia de luz, experimenta cambios conformacionales que se traducen en una
serie de fotointermediarios, uno de los cuales es el responsable de transmitir la sefial
luminosa al resto de las proteinas de la cascada visual. De forma interesante, la
fosforilacién de la rodopsina fotoactivada constituye parte esencial en el mecanismo
de inactivacion o desensibilizacion de la rodopsina. El objetivo del presente trabajo
es aplicar la espectroscopia de fluorescencia extrinseca para la deteccién de
cambios conformacionales en la rodopsina. Para lograr tal cometido, se procedi6é en
primera instancia, a aislar segmentos externos de los bastoncillos (SEB) a partir de
retinas bovinas; los cuales contenian rodopsina con un alto grado de pureza de
acuerdo al cociente de absorbancia Azgonm/Asoonm. La rodopsina bovina fue purificada
mediante cromatografia de afinidad a través de Concanavalina A sefarosa,
evidenciandose asi que el detergente n-dodecil-B-D- maltésido solubilizaba a esta
proteina de los SEB. Las cisteinas expuestas de la rodopsina fueron entonces
marcadas con el fluor6foro monobromobimano (mBBr), bajo condiciones de
oscuridad o luz, en presencia o ausencia de Mg*%-ATP y rodopsina quinasa. Las
muestras resultantes del marcaje, fueron aisladas y analizadas fluorimetricamente.
Se pudo evidenciar que el cambio de conformacién que se produce en la rodopsina
fotoactivada no ejercié ningun tipo de impedimento para que las cisteinas en la
regiobn citoplasmatica quedasen disponibles para el marcaje con mBBr.
Adicionalmente, se comprobo que los sitios de fosforilacion de la rodopsina se
encuentran proximos a las cisteinas modificadas con mBBr, puesto que la sefial de
la fluorescencia, se vio significativamente disminuida en las muestras que contenian

rodopsina fosforilada.
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1. INTRODUCCION

El proceso visual comienza con la conversion de paquetes de energia
electromagnética, llamados fotones o cuantos de luz, en una sefial que puede ser
analizada por el cerebro. Esta conversion es llevada a cabo por las células
fotorreceptoras del ojo, un conjunto de células especializadas que se localizan en la
retina ™, y estd asociada con eventos biolégicos mediados por cascadas de
interacciones proteina-proteina, que conducen a cambios conformacionales de las

proteinas involucradas 2.

La rodopsina (R), es una proteina fotorreceptora que pertenece a la superfamilia de
los receptores acoplados a proteinas G o GPCR (G-Protein Coupled Receptor).
Embebida en la membrana lipidica de los discos, en los segmentos externos de los
bastoncillos de la retina, se encuentra la R. Esta es una proteina que posee un peso
molecular estimado de 40KDa ", representa el 80% de las proteinas celulares
totales, y aproximadamente el 95% del total de las proteinas de membrana de los

segmentos externos de los bastones (SEB) ™.

La R experimenta cambios conformacionales por la incidencia de la luz, formando un
intermediario estable denominado metarodopsina Il % que corresponde a la R
activada (Meta Il o R"), e interacciona con otra proteina denominada transducina que
se encuentra en su forma inactiva unida a guanosin difosfato (GDP) M. La R’
acoplada a la transducina promueve el intercambio de GDP por guanosin trifosfato
(GTP), lo cual dispara una cascada de reacciones bioquimicas que genera

finalmente un impulso nervioso transmitido al sistema nervioso central [©.

El mecanismo de desactivacion del proceso visual comienza con la fosforilacion de
la R* por la enzima rodopsina quinasa (RK), lo cual desensibiliza al receptor

disminuyendo su afinidad por la transducina. Posteriormente, otra proteina conocida


http://es.wikipedia.org/wiki/Guanos%C3%ADn_difosfato

como arrestina se une a la rodopsina fosforilada desacoplando por completo su

interaccion con la transducina [,

La técnica de espectroscopia de fluorescencia puede ser utilizada en el estudio de
los cambios conformacionales que ocurren en las proteinas En el presente estudio
se plantea la aplicacion de la espectroscopia de fluorescencia extrinseca en la
deteccion de los cambios conformacionales que suceden durante la activacion y
desactivacion de la rodopsina bovina. Buscando lograr tal cometido, se procedera a
marcar las dos cisteinas asequibles que estan localizadas en la regidn
citoplasmatica de la rodopsina con el reactivo monobromobimano, y se analizaran
las diferencias a nivel de intensidad de la sefial de fluorescencia en muestras de

rodopsina en sus estados inactivo, activo y fosforilado.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Estructuray funcion de la rodopsina

La rodopsina es una proteina fotorreceptora ubicada en el tejido que recubre el
interior del ojo, llamado retina. La retina de los bovinos esta mayoritariamente
formada por células bastoncillos "), los cuales son receptores de luz tenue .. Los
segmentos externos de los bastones (SEB) estan formados por una serie de discos
agrupados, definidos como compartimientos cerrados que contienen a la rodopsina

en su membrana ! (Figura 1).

Figura 1. Esquema representativo de la ubicaciéon de la rodopsina en la membrana de los
segmentos externos de los bastoncillos de la retina [l



La rodopsina presenta dos componentes, la opsina y el croméforo 11-cis-retinal. El
primero es una porcion proteica formada por 348 aminoacidos y el segundo es un
derivado de la vitamina A. Ambos componentes se encuentran unidos

covalentemente, a través de una base de Schiff protonada entre el grupo e-amino de

una lisina (Lys 296) y el grupo aldehido del retinal /%, (Figura 2C).

La clave en la quimica de la vision, fue la observacion de que el 11-cis-retinal se
convierte en el isbmero todo-trans-retinal cuando esta expuesto a la luz, (Figura 2, A
y B) ¥ este dispara una serie de cambios conformacionales que produce el estado

activado de la rodopsina (R") o metarodopsina Il (Meta 1) ©.

o USRS TS e L

Figura 2. Estructuras organicas mostrando los cambios configuracionales del croméforo y la
base de Schiff que el cromoforo forma con la Lys 296 en la rodopsina.
A: Estructura del 11-cis-retinal, se indica el sistema de numeracién empleado.
B: Estructura del todo—trans-retinal.
C: BaS([eloc]ie Schiff o imina protonada formada entre el 11-cis-retinal y la lisina 296 de la
opsina ",



Cuando la luz incide sobre la retina, se inicia una serie de reacciones bioquimicas
que comprenden el proceso de fototransduccion visual. El primer evento en este
mecanismo, es la absorcién de un foton por el croméforo 11-cis-retinal de la
rodopsina, la cual en oscuridad presenta una banda de absorcién a 500nm (Figura
3B). La luz es responsable de que la rodopsina sufra transformaciones fotoquimicas
que conllevan a la aparicién de diversos fotointemediarios, los cuales son estables
s6lo a muy bajas temperaturas. Finalmente cuando se llega al estado Meta Il se
desprotona la base de Schiff (Figura 3A), y se presenta una banda de absorcion a
380nm (Figura 3B). Meta Il corresponde a la forma enlazada de la proteina al
isbmero todo-trans del retinal. La cascada visual esta mediada por Meta II, que es el
fotointermediario responsable de transmitir la sefial luminosa a las otras proteinas de
la ruta de sefializacion visual . Luego este fotointermediario es hidrolizado a opsina
y todo-trans-retinal ¥, A continuacién se muestra el orden de aparicion de los

fotointermediarios y su desaparicion con el tiempo:

. hv .__pseg . __nseg . . museg
(rodopsina — fotorodopsina— batorodopsina— luminorodopsina —
pseg

. mseg . min . i 11
metarodopsina I— metarodopsina Il — opsina + todo-trans-retinal)

D
S -opsina

Luz H
11 opsina
N/
SRt ae

Figura 3. Determinacién espectroscépica del cambio de conformacién de la rodopsina.
A: Efecto del cambio de configuracion del 11-cis-retinal inducido por la luz en la

rodopsina y la consiguiente desprotonacion de la base de Schiff.
B: Espectro UV-V de la conformacion inactiva de la rodopsina en oscuridad y de la
conformacién activa o Meta Il después de la iluminacion ©.
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En la Figura 4 se muestra el modelo de la estructura secundaria de la rodopsina,
donde se ilustra la manera en la cual la rodopsina se divide en tres regiones bien
delimitadas: la region citoplasmatica, la transmembranal y la intradiscal. La
rodopsina presenta siete a-hélices transmembranales que varian de longitud de 20 a
33 residuos (I-VII) unidas por lazos. La region transmembranal comprende el 65% de
los aminoacidos que constituyen a la rodopsina. La hélice VII contiene la Lys 296
que se une con el 11-cis-retinal para formar la base de Schiff protonada 2%,

En la regidon citoplasmatica, sobresale una hélice anfipatica llamada H8 que se
encuentra anclada a la membrana por dos cisteinas palmitoiladas (Cys 322 y Cys
323), ademas se hallan varios lazos peptidicos intracelulares que salen de las a-

hélices llamados C-I, C-Il y C-lll y la cola C-terminal (Figura 4) 1213,

En la region intradiscal se encuentra el dominio N-terminal (Figura 4), donde se
ubican dos asparaginas (Asn) unidas a oligosacaridos (Asn 2 y Asn 15), la metionina

1 la cual esté acetilada y contiene varios lazos extracelulares llamados E-I, E-ll y E-
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Figura 4. Modelo de la estructura secundaria de la rodopsina bovina basado en su
estructura cristalina, en la Tabla la (apéndice 10.2) se muestran las abreviaturas
de una y tres letras de los 20 aminoacidos. Las siete hélices transmembranales se
muestran en cilindros de color amatrillo. El crom6foro 11-cis-retinal, se une al residuo
de lisina 296 (color morado). Se muestran los residuos de asparagina 2 y 15 (color
rojo) que son los sitios de glicosilacion y el residuo de metionina 1 (color naranja) 3.
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En su estado activado, la R interacciona con la transducina, la cual es una proteina
periférica asociada a la membrana que pertenece a la familia de las proteinas G
heterotriméricas. La transducina posee tres cadenas polipeptidicas conocidas como
las subunidades o (Ta ), B (TB ), y v (Ty ) ¥. En ausencia de luz, la transducina se
encuentra en su forma inactiva, enlazada a GDP. Por efectos de la luz, la rodopsina
activada (R), interacciona fuertemente con la transducina unida a GDP y promueve
el intercambio de GDP a GTP sobre la subunidad Ta, formandose primero un
intermediario en el cual R" est4 unida a la transducina con su sitio de enlazamiento
de nucleotidos vacio. Ta-GTP constituye la forma activada de la transducina y en
esta forma Ta disminuye su afinidad tanto por la subunidad T8 y Ty, como por R,
estos cambios de afinidades son criticos para el proceso de excitacion. La liberacion
de la R, de su complejo con la transducina permite que R actiie cataliticamente e

interaccione con otras transducinas activandolas %,

Posteriormente, la subunidad T-GTP activa a una fosfodiesterasa de cGMP (PDE).
La PDE promueve una disminucion intracelular en los niveles de cGMP, lo que a su
vez causa el cierre de unos canales cationicos localizados en la membrana de los
bastoncillos de la retina, lo que impide la entrada de iones Na* y Ca*’. Esto se
traduce en una hiperpolarizacion de la membrana de los bastoncillos y la generaciéon

de la sefial que llega al cerebro a través del nervio 6ptico 4.

El cambio de conformacién inducido por la absorcion de la luz expone varios
residuos de Ser (Ser 334, Ser 338 y Ser 343) en el dominio carboxilo-terminal de la
R’ (Figura 5). Estos residuos se fosforilan rapidamente gracias a la accién de una
enzima fosfotransferasa denominada rodopsina quinasa (RK), la cual transfiere
grupos fosfato a partir del ATP a su sustrato especifico, la R". Este proceso de
fosforilacién requiere un ién metélico divalente para transferir el grupo fosfato (Mg?*)
8] El dominio carboxilo-terminal fosforilado de la rodopsina se une a la proteina

arrestina, una proteina abundante en los segmentos externos de los bastones



impidiendo que continte la interaccién entre la R y la transducina, produciendo la

desactivacion de la rodopsina con el subsecuente cierre de la sefial bioquimica ™.

Region
Citoplasmatica

Figura 5. Region citoplasmatica de la rodopsina. Los sitios que se fosforilan
preferencialmente son los residuos de serina 334, 338 y 343 (color verde) 2.

La terminacion de la activacion de la PDE por la subunidad Ta-GTP se produce
cuando el GTP enlazado a Ta es hidrolizado a GDP debido a la actividad GTPasa

intrinseca de la sub unidad Ta.
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2.2. Estructuras cristalinas de la opsina, rodopsina 'y meta Il

Recientemente, se determinaron las estructuras cristalinas de la rodopsina en su
estado inactivo, del fotointermediario activo, Meta Il y de la porcién proteica opsina
(Figura 6). Estas estructuras permiten observar los cambios conformacionales que

existen directamente en estas tres formas diferentes de la proteina *°,

Figura 6. Estructuras cristalinas. A: Opsina. B: Rodopsina en su forma inactiva: opsina unida
al croméforo 11-cis-retinal (esferas rojas), enlace covalente unido a la Lys 296
(esferas negras). C: Rodopsina en su forma activa, meta Il: opsina unida al croméforo
todo-trans-retinal (esferas azules), enlace covalente unido a la Lys 296 (esferas
negras) .
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En la Figura 7 se comparan las estructuras de la rodopsina en su estado inactivo y
activo mostrando en forma de cilindro las siete hélices transmembranales y la hélice
H8. En color verde se ilustra la rodopsina en su estado inactivo y en color naranja la
rodopsina en su estado activo. En la Figura 7 se pueden observar que las regiones
de mayor cambio en la rodopsina al pasar a su estado activo son las hélices V y VI,
y que las hélices |, II, I, IV, VIl y H8 sufren pocos cambios durante la activacion de

la proteina 1%,

Figura 7. Analisis computacional de la superposicion de la estructura cristalina del estado
inactivo (color verde) con la estructura cristalina del estado activado (color naranja) en
la rodopsina bovina ™.
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2.3. Aplicacion de métodos espectroscépicos en el estudio de cambios

conformacionales de las proteinas

Los métodos espectroscopicos son métodos analiticos que se basan en las distintas
interacciones de la radiacion con la materia, midiendo la intensidad de la radiacion
mediante un detector fotoeléctrico o con otro dispositivo electrénico relacionado con
la radiacion electromagnética ™®. Habitualmente, en estos métodos, el analito
(muestra) se estimula en cierto modo al aplicar energia en forma de calor, energia
eléctrica o luz. Antes de la aplicacion del estimulo, la muestra esta
predominantemente en su estado de energia mas bajo o estado fundamental.
Luego, el estimulo hace que el analito experimente una transicién a un estado de
mayor energia o estado excitado. La informacion sobre el analito se obtiene al medir
la radiacion electromagnética emitida conforme regresa a su estado fundamental, o
al cuantificar la radiacion electromagnética que se absorbe como resultado de la

(17]

excitacion . Generalmente las técnicas espectroscopicas son técnicas analiticas

que funcionan con pequefias cantidades de analito y no son destructivas 8.
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2.4. Principios fundamentales y aplicacion de la espectroscopia de
fluorescencia en el estudio de cambios conformacionales de proteinas

La fluorescencia es un proceso en el que los atomos y moléculas, se excitan con la
absorcion de la radiacion electromagnética. La absorcion puede causar la excitacion
del analito a estados energéticos de mayor energia (estados 1 6 2), y después la
especie excitada se relaja al estado fundamental, emitiendo su exceso de energia
como fotones (lineas continuas) o0 por proceso no radiantes (lineas
discontinuas).Esta conversion de radiacion absorbida en energia, que se emite

nuevamente es un proceso rapido (Figura 8) 7.

La fluorescencia se produce a menores frecuencias (mayores longitudes de onda)
gue las de la radiacion incidente, debido a que la transicidbn emisora tiene lugar luego

de que parte de la energia vibracional ha sido disipada hacia el entorno 9.

1 P By = firy = dcfiy

|
| - E: = fll'3 = I'IEJ'JL]
* + E = fl:rl - JJL'H.|

—p _

Radiacion

Radiacion
incidente A

h,  transmitida

Figura 8. Formacién del espectro de fluorescencia resultado de la absorcion de la radiacion
electromagnética .
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Los métodos de fluorescencia tienen una elevada sensibilidad, por lo que pueden
ser utilizados a concentraciones bajas del analito. Las proteinas presentan
fluorescencia intrinseca debido a su contenido de residuos aromaticos (Trp, Tyr y
Phe). Adicionalmente las proteinas pueden adquirir fluorescencia extrinseca
mediante la incorporacion de marcadores quimicos fluorescentes. Estos marcadores
fluorescentes pueden emplearse para obtener informacion de procesos de
transferencia de energia, polaridad en el ambiente de la proteina y distancias entre

posiciones especificas de aminoacidos 617,

Una serie de marcadores fluorescentes que reaccionan selectivamente con los
grupos tiol de las cisteinas de las proteinas para producir derivados fluorescentes,
incluye a los compuestos heterociclicos derivados del bimano. Los compuestos
derivados de bimano 9,10-dioxabimanos que contiene bromo (Figura 9) no son
fluorescentes, pero se convierten en compuestos altamente fluorescentes al

r 2021 - adicionalmente,

reaccionar selectivamente con tioles de bajo peso molecula
estos compuestos son relativamente pequefios, tienen una larga vida y son
sensibles a cambios en la polaridad del ambiente que los rodea. Ademas, son
estables durante la exposicion al aire y a la radiacion. Todas estas caracteristicas

han sido empleadas para detectar cambios conformacionales en las proteinas 2.
0} O 0 0
b HsC '71 CH
|1 NN TS
Br
A Br B Br
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Figura 9. Estructuras derivados de bimano.
A: Estructura del monobromobimano (mBBr).
B: Estructura del dibromobimano (mBBr).

C: monobromotrimetilamoniobimano (qmBBr) #°.
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2.5. Cisteinas en larodopsina

Una de las caracteristicas de la rodopsina bovina es su baja frecuencia del
aminoacido cisteina. La proteina contiene solo diez residuos de Cys que se
muestran resaltados en la Figura 10, en las posiciones 110, 140, 167, 185, 187, 222,
264, 316, 322 y 323. Entre ellos, la Cys 110 y Cys 187 forman un puente disulfuro, el
cual estabiliza la estructura plegada de la rodopsina. La Cys 185 se encuentra en la
region intradiscal. Las Cys 322 y 323 se encuentran palmitoiladas. Las Cys 167, 222
y 264, se encuentran embebidas en la region transmembranal, lo que las hace
inasequibles. Sin embargo, la Cys 140 y la Cys 316, se encuentran en la regién

citoplasmatica y estan expuestas y asequibles 22,
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Figura 10. Cisteinas de la rodopsina. Cisteinas palmitoiladas (color verde), cisteinas unidas
por puentes disulfuro (color amarillo), cisteinas no asequibles (color naranja) ™.
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3. ANTECEDENTES

En 1997, se compard la interaccion de la rodopsina activada y la rodopsina activada
fosforilada (fosforodopsina) con la transducina 231 Observandose que la interaccion
con la transducina de la fosforodopsina activada disminuy6 significativamente con
respecto a la de la rodopsina activada sin fosforilar. Analogamente la actividad
GTPasa de la transducina disminuyé en presencia de la fosforodopsina (Figura 11).
Estos resultados, sugieren que la fosforilacién de los residuos de serinas localizados
en la cola C-terminal de la rodopsina activada pudiera bloquear estéricamente los
sitios de interaccién con la transducina, y sefialan que la cola C-terminal de la
rodopsina fotolizada debe encontrarse préxima con las regiones citoplasméticas de

la proteina que se enlazan a la transducina %!,

-—gp— Rodopsina -—gp— Rodopsina

—>— Fosforodopsina{~0,9 mol/mol) —O— Fosforodopsina(~0.9 mol/mol)

30

120 L ]
°
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= 8 100}
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8 20 8
° 1 S 80}
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2 3 = .
g 15 . o 60F
E o
E 10 'Y - 40
G 9 -~
= 5 | 2 20 3
2 » £
ik 0o . . :
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
A

Rodopsina (nm) Rodopsina (nm)

Figura 11. Interaccion de la transducina con la rodopsina y la fosforodopsina.
A: Efecto de la fosforilacion en la rodopsina en el enlace entre rodopsina vy
transducina. B: Efecto sobre la actividad GTPasa en la transducina en funcion de la
rodopsina fosforilada y sin fosforilar %3,
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Los cambios conformacionales producidos en la rodopsina al pasar de su estado
inactivo en oscuridad a su estado activo en luz, fueron estudiados por medio de la
espectroscopia de fluorescencia, marcando la proteina con monobromobimano
(mBBr). Estos estudios se llevaron a cabo introduciendo mediante mutagénesis sitio
dirigida, una serie de cisteinas en la proteina para marcarlas posteriormente con
mBBr. En la Figura 12 se muestran en color negro los sitios que fueron mutados por
cisteinas y que corresponden a los siguientes residuos: K248, E249, V250, T251 y
R252 P,

C terminal @
[} v \/ Vi Vil

Region
Citoplasmatica

Region
Transmembranal

Intradiscal

Figura 12. Residuos de cisteina introducidos en la rodopsina por mutagénesis, se muestran
en color negro. En azul se muestran las cisteinas propias de la rodopsina en las
posiciones 140, 316, 322 y 323 las cuales se encuentran en la region citoplasmatica
de la proteina ®!
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En este sentido, el marcaje con mBBr fue capaz de detectar cambios
conformacionales en la cara interior de la hélice VI causados por cambios en la
polaridad de su entorno como consecuencia de la fotoactivacién de la proteina. Los
desplazamientos que se produjeron en las bandas maximas de excitacion de
fluorescencia al comparar la proteina en su estado inactivo y activo demostraron los

cambios conformacionales dependientes de la luz que ocurrieron en la rodopsina.

Se observaron desplazamientos de +2,5nm en la rodopsina K248C, de -5,5nm en la
rodopsina V250C (Figura 13), de -0,5nm en la rodopsina T251C y de-1nm en la
rodopsina R252C. Por el contrario para la rodopsina E249C no se observo ningun
desplazamiento. Estos resultados implican que existen cambios conformacionales

en la hélice VI de la rodopsina al pasar de oscuridad a luz ©'.
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Figura 13. Estudio por fluorescencia en la rodopsina mutante V250C marcada con mBBr
Linea oscura: fluorescencia extrinseca de la rodopsina en oscuridad. Linea clara:
fluorescencia extrinseca del fotointermediario Meta I1 .
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Otro método para el estudio de los cambios conformacionales producidos por la luz
en la rodopsina, es la espectroscopia de RMN de fltor (*°F). El método fue utilizado
por Seetharaman et al. ™! El cual consistié en el marcaje selectivo de las cisteinas
140 y 316 situadas en la cara citoplasmatica de la rodopsina, utilizando
etiltiotrifluoruro (TET), marcado con °F segun el mecanismo que se muestra en la
Figura 14 [,

. L Etapal

4-PDS

FH Etapa?2
F*‘+SH Intercambic
= H de Disulfurc
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Rh~S—S—‘—’~F
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F

Figura 14. Proceso de activacién y marcaje de cisteinas con TET. Rodopsina con cisteinas
libre (Rh-Sh), 4,4’-Ditiodipiridina (4-PDS) .



20

Los datos obtenidos mostraron picos bien resueltos. En oscuridad, los valores de
desplazamiento quimico relativo al acido trifluoracético (TFA) fueron de 10,6 ppm
para la Cys-140 y de 10,0ppm para la Cys-316. Al iluminar y encontrarse la
rodopsina en su estado activado, se produjo un desplazamiento quimico hacia
campo alto de 10,2ppm (-0,4ppm) en la Cys-140 y hacia campo bajo de 10,1ppm
(+0,1ppm) en la Cys-316 (Figura 15). Estos resultados sugieren cambios

conformacionales en las hélices 11l y H8 respectivamente por efectos de la luz .

l. Cy3-1 40 —»

10.6 ppm 02 ppm

bavaaldasaaslasaandaaasdasssdansasd

11 10 9 ppm
Il. Cys-316 briry
10.0 ppm
10.1 ppm
11 10 9 ppm

Figura 15. Espectros de RMN-19F de la rodopsina bovina marcada con TET. Efecto del
desplazamiento quimico *°F en luz (linea azul) y oscuridad (linea roja). I: Cisteina
140 marcada con TET. II: Cisteina 316 marcada con TET .,
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El mismo grupo de investigacion prepardé mutantes de la rodopsina en las cuales los
residuos K67, K245, K248 y K311 fueron sustituidos individualmente por cisteinas
(Figura 16). Posteriormente estas proteinas mutadas fueron marcadas con °F,

siguiendo el mecanismo presentado anteriormente (Figura 14) 1.
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Figura 16. Los residuos de la lisina de la rodopsina que fueron sustituidos por cisteinas se
muestran en color azul. Las cisteinas se muestran en color rojo .
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Los espectros de RMN de las proteinas mutadas bajo condiciones de oscuridad y luz
se muestran en la Figura 17. Para la mutacién K67C, la cual esta localizada en la
hélice I, se observé un desplazamiento hacia campo alto de 9,8ppm a 9,6ppm. La
mutacion K245C no mostré desplazamiento en el espectro de RMN el cual tuvo una
sefial en 9,9ppm. Sin embargo, la mutacion K248C cuyo residuo mutado también
esta situado en la hélice VI si mostré un cambio hacia campo bajo de 9,5ppm a

9,6ppm .,

Es importante resaltar que para la mutacion K311C cuyo residuo mutado esta
ubicado en la hélice H8, no se observd cambio en el espectro de RMN, el cual
mostro una sefial en 9,9 ppm. Sin embargo Cys 316, ubicada en la misma hélice H8

mostré un claro desplazamiento (Figura 15) .
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Figura 17. Espectros de RMN-19F de las rodopsinas mutadas y marcadas con TET.
Comparacion del desplazamiento quimico obtenido en luz (linea azul) y oscuridad
(linea roja). I: K67C marcada con TET. Il: K245C marcada con TET. lll: K248C
marcada con TET. IV: K311C marcada con TET .
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En el 2004, se marcaron las cisteinas 140 y 316 de la regién citoplasmatica de la
rodopsina con TET vy las serinas de la cola C-terminal de la rodopsina con 3P,
mostrada en la Figura 18 4.
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Figura 18. Marcaje de las cisteinas asequibles de la rodopsina utilizando el reactivo TET,
fosfo[£i4I]aci6n y marcaje de las serinas de la cola C-terminal de la proteina con
31P .
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Mediante experimentos de doble resonancia eco rotacional del estado solido
(REDOR), se pudo determinar la distancia internuclear entre los sitios marcados con
F y 3P, La diferencia entre los espectros con REDOR total y REDOR desfasado
obtenidos en luz y oscuridad no fue significativa, indicando que al fosforilarse el
dominio C-terminal se mantiene separado de la cara citoplasmatica a una distancia

aproximada de 12 A independientemente de su estado de activacién (Figura 19) 4 .

\ / \.

20 10 0 10 20

Desplazamiento quimico (ppm) ¥p  Desplazamiento quimico (ppm) ip

Figura 19. Espectros de RMN (REDOR) de 31P observado con espectro de RMN
(REDOR) de 19F desfasado. Linea oscura: Espectro con REDOR total. Linea
clara: Espectro REDOR con un pulso de rotacién desfasado 60 ciclos A:
Rodopsina en oscuridad B: Rodopsina iluminada o meta Il 241,
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Todas estas evidencias muestran que el cambio conformacional de la rodopsina
bovina al pasar de su estado inactivo en oscuridad a su estado activo en luz, puede
ser estudiado espectroscopicamente, ya sea por fluorescencia o por RMN al
modificar los grupos sulfhidrilo de sus cisteinas con reactivos apropiados, es por ello
que en el presente trabajo se utilizara la fluorescencia extrinseca producida cuando
las cisteinas expuestas de la rodopsina son marcadas con derivados bromados de
bimano, a fin de analizar los cambios conformacionales que se producen al
comparar muestras de rodopsina fotoactivada y de rodopsina fotoactivada y

fosforilada.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Aplicar la espectroscopia de fluorescencia para la deteccion de cambios

conformacionales en el estudio de la rodopsina bovina.

4.2. Objetivos Especificos

4.2.1. Aislar los segmentos externos de los bastoncillos a partir de las retinas

bovinas.

4.2.2. Purificar la rodopsina bovina por cromatografia de afinidad, a través de una

columna de concanavalina A-sefarosa.

4.2.3. Aislar una fraccion enriguecida en rodopsina quinasa, enzima responsable de

fosforilar a la rodopsina.

4.2.4. Preparar rodopsina fosforilada.

4.25. Aplicar la espectroscopia de fluorescencia para estudiar cambios

conformacionales entre la rodopsina fosforilada y la no fosforilada.
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5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Para detectar los cambios conformacionales en el estudio de la rodopsina bovina,
mediante la aplicacion de la espectroscopia de fluorescencia, se siguio el esquema

experimental mostrado en la Figura 20.
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Inicialmente, para poder llevar a cabo la extraccion de las retinas, fue necesario
adquirir los ojos de bovinos en el matadero. Seguidamente y como se ilustra en la
Figura 20, se aislaron los segmentos externos de los bastones (SEB), los cuales
sirvieron como fuente para realizar los experimentos de marcaje de las cisteinas de
la rodopsina con el fluoréforo, y para obtener una fraccidén enriquecida de rodopsina
quinasa (RK).

Finalmente, se realiz6 el marcaje de los residuos de cisteinas de la rodopsina
presentes en los SEB, de manera diferencial con el fluoréforo seleccionado bajo
diferentes tratamientos (presentados en la Tabla 1). Estas muestras marcadas,

fueron aisladas y analizadas fluorimetricamente.

Tabla 1. Condiciones del tratamiento para las muestras marcadas.

Muestras Condiciones del tratamiento
A Ausencia de luz (oscuridad) y marcada
B Presencia de luz y marcada
C Presencia de luz, marcadas y luego rodopsina quinasa

(fosforilacion)

D Presencia rodopsina quinasa (fosforilacion), y luego

marcadas
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Los reactivos en el siguiente trabajo de investigacion se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Reactivos

Marca Reactivos
Amersham concanavalina A sefarosa, albimina de suero bovino (BSA)
Bio-Rad acrilamida, N, N'—metilenbisacrilamida, N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina
(TEMED), persulfato de amonio(APS), reactivo de Bradford
Calbiochem dibromobimano, monobromotrimetilamoniobimano
Himedia Sacarosa
Invitrogen marcadores de peso molecular pretefido, marcadores de peso
molecular no pretefiido, anticuerpos anti-fosfoserina y anti-
fosfotreonina, NP-40, anticuerpos anti IgG de raton acoplados a
peroxidasa
Merck cloruro de sodio, fosfato acido de potasio, fosfato diacido de potasio,
acido trifluoracético
Promega 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato/ nitro azul de tetrazolio (BCIP/NBT),
marcadores de peso molecular no pretefiido, anticuerpos anti IgG de
ratdn conjugados a fosfatasa alcalina
Research fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), Glicina
Organic
Riedel de Haen | acido acético, 2-propanol, metanol
Sigma acido etilendiaminotetraacetico (EDTA), 2-Amino-2-(hidroximetil)-1,3-
propanodiol (Tris base), proteasa del Staphylococcus aureus (V8), n-
dodecil-B-D-maltosido (DM), 2-mercaptoetanol, L-cisteina,
monobromobimano, N-etilmaleimida, genapol X 100 (polietilen 10
tridecil éter), acido sulfosalicilico
USB dodecilsulfato de sodio, azul de coomasie R-250, tween-20, rojo de

ponceau S, acido N-(2-Hidroxietil)piperacina-N'-(2-etanosulfonico)
(HEPES), acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES), dodecil sulfato de
sodio (SDS)



http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=es&sl=en&u=http://www.biology-online.org/dictionary/Protease&prev=/search%3Fq%3Dproteasa%2BV8%26hl%3Des%26prmd%3Divnsb&rurl=translate.google.com&twu=1&usg=ALkJrhhPnxbwZ1NitspxGI6eK_H0_X1BHw
http://es.wikipedia.org/wiki/Dodecilsulfato_s%C3%B3dico
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5.2. Equipos

En la Tabla 3, se pueden observar los diferentes equipos empleados durante la
realizacion del presente estudio, asi como también las casas comerciales en las

cuales fueron manufacturados.

Tabla 3. Equipos

Marca Equipos

Bekman Espectrofotémetro UV-V (UD-40), Ultracentrifuga (rotor SW 32 Ti)

Hitachi Fluorimetro
Owl Scientific Camaras de electroforesis, camara de electrotransferencia

Polaroid Corporation Camara de fotografia NP-4
Sorvall Centrifuga RC — Refrigered Superspeed (rotor SS-34)
UVP Transiluminador luz blanca/ultravioleta

Adams Brand Nutator (mezclador)
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5.3. Disoluciones

Las disoluciones empleadas, variaron de acuerdo al proceso llevado a cabo

(Tabla 4).

Tabla 4. Disoluciones empleadas en cada uno de los procesos efectuados

Proceso

Disoluciones

Purificacién de
los segmentos
externo de los
bastones (SEB)

eBuffer Tris salino: 25mM Tris-HCI (pH 7.4); 137mM NacCl; 2,68mM KCI.

o Buffer Isotonico A (moderada fuerza iénica): 100mM K,HPO,/KH,PO,
(pH 6.8); 1mM Mg (CH3;COO) ,. 0,1mM PMSF; 5mM 2-mercaptoetanol.

eSoluciones de sacarosa: 30% p/p en buffer isotdénico A;15% p/p en
buffer isoténico A;1,2 M ; 1,0M ; 0,84M y 0,64 M. en buffer isotdnico A

Purificacion de la
rodopsina
mediante resina
Con A- Sefarosa

eBuffer hipoténico: 5mM Tris-HCI (pH 7.5); 5mM Mg (CH3COOQO),;
5mM 2-mercaptoetanol.

eBuffer Yoshi: 50mM HEPES (pH 6.6); 140mM NaCl; 3mM MgCl,; 2mM
CaCl,; 20% v/v glicerol

eBuffer de solubilizacion: Buffer Yoshi; 1% p/v n-dodecil-B-D-maltésido
(DM).

eBuffer de la Columna: Buffer Yoshi; 0, 1% p/v DM.

Separaciones por
electroforesis

eBuffer de muestra: 62,5mM Tris-HCI (pH 6.8);10% v/v glicerol; 2% p/v
SDS; 5% v/v 2-mercaptoetanol; 0,001% p/v ; azul de bromofenol en
agua.

eBuffer de corrida: 25mM Tris-base; 192mM glicina; 0,1% p/v SDS;
(pH 8.3).

#Solucion colorante: 0, 5% p/v azul de Coomassie; 25% v/v isopropanol;
10% v/v acido acético glacial en agua en agua.

#Solucion decolorante: 25% v/v isopropanol; 10% v/v acido acético
glacial en agua.

oGel de resolucion: 30% N,N’- metilen-bis-acrilamida (29,2% y 0,8%);
1,5M Tris-base (pH 8.8); 10% p/v SDS; 10% p/v APS; TEMED en agua.

eGel de apilamiento: 30% acrilamida-bis acrilamida; 1M Tris-base (pH
6.8); 10% p/v SDS; 10% p/v APS ; TEMED en agua.
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eBuffer transferencia: 192mM glicina; 25mM Tris-HCI; 20% v/v metanol
en agua; pH 8.3.

eBuffer Tris-salino con tween 20 (TBST): 50mM Tris-HCI (pH 8.0);
150mM NacCl; 0, 05 % v/v tween 20.

#Solucion blogueadora: Buffer TBST con 5 %p/v leche descremada 6 3%
p/v BSA.

E)@zr;g?:tgl‘j‘)?e eBuffer fosfatasa alcalina (AP); 200mM Tris-HCI (pH 9.5); 100mM NacCl;
2mM MgCl,,

eSolucion de nitro azul de tetrazolio (NBT):1,5% de NBT en 70% de
DMF.

eSolucion de 5-bromo-4-cloro-3-fosfatoindolin (BCIP):1% de BCIP en
100% de DMF.

eSolucién de tincidén rojo ponceau: 3% v/v &cido tricloroacético; 3% v/v
acido sulfosalicilico; 0,2% p/v rojo ponceau.

Marcaje de eBuffer de marcaje: 5mM de MES; 50mM de HEPES; 1mM de EDTA; pH
cisteinas con los 6.7.
fluoroforos

Fosforilacion de |eBuffer de fosforilacion: 50mM Tris-HCI (pH 8.0); 5mM Mg (CH;COO0),;
la rodopsina 20mM KF; 40mM ATP.

Solubilizacion de |eBuffer de solubilizacién de la rodopsina: buffer de marcaje en 1% p/v de
la rodopsina DM
marcada

Es importante resaltar que el PMSF y el 2-mercaptoetanol se agregaron al momento de utilizar
en los buffers que los contenia debido a que ambos se hidrolizan rapidamente en agua.
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5.4. Coleccion del material biolégico

Los ojos bovinos fueron trasladados desde la beneficiadora DIAGON C.A “Matadero
Caracas” sector Las Adjuntas, carretera vieja de los Teques, hasta el Laboratorio de
Quimica de Proteinas de la Universidad Simon Bolivar, para ello se utilizaron bolsas
plasticas negras colocadas en una cava con hielo. Antes de su diseccion los ojos
fueron mantenidos durante 3 horas en oscuridad y en nevera a -4°C, tiempo

requerido para que transcurriera la reconstitucion metabdlica de la rodopsina.

5.5. Extraccion de las retinas bovinas

La diseccion de las retinas se realizd en un cuarto oscuro en presencia de luz roja.
Cada ojo se sujeto fuertemente para asi practicar una incisién de 1 a 2cm alrededor
del iris con una hojilla, hasta proporcionar suficiente espacio y eliminar el humor
vitreo. La cara interna del globo ocular de cada ojo fue rotada hacia el exterior, la
cual se lavé con chorros frios de buffer Tris salino hasta que se logré desprender
dicho tejido, quedando el mismo suspendido como se muestra en la Figura 21.
Posteriormente, las retinas fueron cortadas y colocadas en tubos de propileno. Los
tubos contenian 25 retinas y fueron forrados en papel de aluminio y se almacenaron
a -80 °C.
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Figura 21. Esquema de extraccion de las retinas bovinas
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5.6. Aislamiento de los segmentos externos de los bastones (SEB), a partir de
las retinas bovinas

Las membranas de los SEB fueron aisladas bajo luz roja a partir de las retinas
bovinas por flotacidn y centrifugacion en gradientes de sacarosa. Las soluciones de

sacarosa fueron preparadas en buffer isoténico A 2,

Las retinas se descongelaron (100 retinas por cada preparacion), agregandose 15ml
de sacarosa al 30%p/p por cada 25 retinas presentes. Los tubos se homogenizaron
con agitacion vigorosa durante 1min en un Vortex, el homogenizado se centrifugé a
5000rpm (2987g) por 6min (Centrifuga RC-5B Sorvall con rotor SS-34). El
sobrenadante obtenido, se colocé en un matraz conservado en hielo y oscuridad.
Seguidamente se efectud una reextraccion con 15ml de sacarosa al 30%p/p sobre

los sedimentos, y el nuevo sobrenadante obtenido se decantdé en el mismo matraz
[25]

Posteriormente, se duplicé el volumen de la suspension final afiadiendo lentamente
buffer isoténico A (relacién 1:1) mientras se agitaba lentamente, esto con la finalidad
de reducir la concentracion de sacarosa y evitar un choque osmatico. Se centrifugd a
10000rpm (11950g) por 10min (Centrifuga RC-5B Sorvall con rotor SS-34), el
sedimento fue resuspendido en 40-50ml de sacarosa al 15%p/p y se dividi6é por igual
en tubos de centrifuga de 50ml (4 tubos, en general). Con la ayuda de una
inyectadora de aguja larga (aguja N° 21) se afiadi6 lentamente, de abajo hacia
arriba, un volumen de sacarosa 0,64M igual que el volumen que originalmente
contenia cada tubo de homogenizado y los tubos se volvieron a centrifugar a
10000rpm (11950 g) por 10min %,

Los sedimentos que contenian los SEB, fueron resuspendido en 40-45ml de solucion
de sacarosa 0.64M mediante un homogenizador manual y pasandolo a través de

una jeringa con aguja N° 21 2%,



36

Gradientes de Sacarosa:

Se prepararon seis gradientes de sacarosa en tubos de centrifuga (Tubos Ultra-
Clear, 25x89mm de capacidad 40ml), colocando en el fondo de cada tubo 9ml de
sacarosa 0,84M. Después se afiadid lentamente, y por debajo de la solucién de
sacarosa 0,84M, 9ml de sacarosa 1,00M, para finalmente agregar lentamente 9ml de

sacarosa 1,20M por debajo de la anterior, Figura 22.

Muestra
0,84 M

1,00 M

1,20 M

h W

Figura 22. Gradientes de sacarosa

Luego se colocaron 9ml de los SEB resuspendidos en 0,64M de sacarosa en el tope
del gradiente de sacarosa. Los tubos que contenian los gradientes, se centrifugaron
a 25000rpm (64330g) por 35min a 4 °C en una ultracentrifuga Beckman con un rotor
SW 32 Ti.

Los SEB se reconocieron como una banda que se mantenia roja en oscuridad y
cambiaba de color tornandose amarilla en presencia de luz, dicha banda se obtuvo
en la interfase 0,84/1,00M de sacarosa. Esta interfase fue aspirada con una jeringa,
introduciendo una aguja larga desde el tope del gradiente hasta el nivel donde esta
interfase se encontraba. Las membranas de los SEB fueron diluidas con buffer
isotonico A en una relacion 1:1.Esta suspension se centrifugd a 31100rpm (100000g)
por 20min en una ultracentrifuga Beckman con un rotor SW 32 Ti, los sedimentos se

resuspendieron en buffer isotdénico A y se almacenaron en oscuridad a -80 °C hasta

Su manejo posterior.
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5.7. Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio
(SDS-PAGE)

El analisis mediante SDS-PAGE se realizd segn el método de Laemmli % con 10%
0 15% poliacrilamida en el gel de resoluciéon. Para ello se emplearon los siguientes
equipos y materiales: equipo de electroforesis para geles de poliacrilamida, placas
de espesor igual a 1,5mm y marcadores de peso molecular (ver apéndice 10.3). La
corrida de los geles se realizé a un voltaje constante igual a 80 voltios. Una vez
terminada la electroforesis, los geles fueron tefiidos en agitacibn constante con
solucién colorante y destefiidos con solucién decolorante. Las imagenes de los geles
fueron obtenidas mediante fotografias con una camara de fotografia Analyst

investigator eclipse con FOTDYNE incorporado.

5.8. Western Blots

Para la determinacion especifica de la rodopsina, el seguimiento de la rodopsina
purificada y la rodopsina fosforilada, se siguio la metodologia de electrotransferencia
e inmunotincién 7. Se electrotransfirieron las proteinas separadas en SDS-PAGE a
papel de nitrocelulosa a 400mA por 2 horas, la presencia de las proteinas
transferidas fue evidenciada mediante el uso de una solucion de tincién conteniendo

rojo Ponceau.

Antes de llevar a cabo la inmunotincion, fue necesario bloguear la membrana de
nitrocelulosa con una solucibn que contenia leche descremada o BSA.
Posteriormente se incubo el papel con un anticuerpo primario; y se realizaron varios
lavados con buffer fosfatasa alcalina. Finalmente la nitrocelulosa fue incubada con
un anticuerpo secundario, revelandose con una solucion de BCIP/NBT vy
deteniéndose la reaccion con agua. Para esta actividad, se emplearon marcadores
pretefidos y asi obtener el peso molecular de las proteinas separadas en el gel (ver

apéndice 10.3).
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5.9. Determinacion de los espectros de absorcion y concentracion de
rodopsina en las membranas de los SEB

La determinacion de los espectros de absorcion y la concentracion de la rodopsina
en los SEB, se realiz6 de la siguiente manera: a una alicuota de 50ul de los SEB se
le agregd 50ul de una solucion conteniendo 23,2mM de Nonidet-P40, 12,8mM de
DM y 50ul de 1,5M de Genapol X-100 8. Esta mezcla se agité en un vortex por
1min y se llevé a un volumen final de 500ul por adicion de 350ul de agua destilada,

obteniendo una diluciéon 1/10 de la muestra.

El espectro de absorcion de luz ultravioleta y visible (UV-V) de la rodopsina se
realizé en un rango de 250-650nm en un espectrofotometro Beckman en oscuridad.
Una vez registrada la absorbancia, la muestra se expuso a irradiacion intensa con un
bombillo de 150Watt por 3min, registrando un segundo espectro bajo las mismas
condiciones. La concentracion de rodopsina en los SEB fue calculada a partir de la
absorbancia a 500nm, utilizando su coeficiente de absortividad molar

e= 40700 M cm™ y peso molecular igual a 39007,70 g/mol (ver apéndice 10.4 para

un modelo de calculo) .

5.10. Determinacion de proteinas

La concentracién de proteina fue determinada mediante el método de enlace de azul
de coomassie. Este método estd basado en el cambio de color del colorante en
respuesta a diferentes concentraciones de proteina. El cual inicialmente es de color
rojo y cambia a azul cuando se une a la proteina (complejo colorante proteina) .
Se utilizé albumina de suero bovino (BSA) para preparar la curva de calibracién, y se

midi6é la absorbancia de las muestras a 595nm.
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5.11. Preparacion de una fracciéon enriquecida en rodopsina quinasa (RK)

Esta preparacion se realizo el mismo dia en que se requeria la rodopsina fosforilada.
Las membranas de los SEB conteniendo (15-20ug de rodopsina) se centrifugaron en
buffer isoténico A, a 31100rpm (100000g) durante 30min en una ultracentrifuga
Beckman con rotor SW 32 Ti, en oscuridad a 4 ‘C. Con una aguja larga se
resuspendieron dos veces los sedimentos en 500ul de buffer hipoténico, y se
centrifugaron por 20min a 100000g en oscuridad. Los sobrenadantes contenian los
extractos enriquecidos en RK, los cuales se utilizaron frescos, debido a que con el

tiempo de almacenamiento se observoé la pérdida de la actividad de la quinasa 2.

5.12. Preparacion de la rodopsina fosforilada

Las muestras de rodopsina se fosforilaron empleando una mezcla que contenia 50ul
de RK, 20ug de SEB vy buffer de fosforilacion. La mezcla se iluminé con un bombillo
de 150Watt en agitacion constate con un Nutator por 30min. Luego las muestras
fosforiladas fueron centrifugadas a 31100rpm (100000g) durante 20min en una
ultracentrifuga Beckman con rotor SW 32 Ti, obteniéndose los sedimentos

fosforilados B,
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5.13. Protedlisis con proteasa V8 del Staphylococcus aureus

La proteasa V8 es capaz de romper a la rodopsina entre los residuos Glu 239-Ser
240 y Glu 341-Thr 342 (Figura 23), generando los fragmentos F1 (27kDa) y F2
(13kDa) como los principales productos de protedlisis de la rodopsina BY. La
protedlisis se realiz6 usando rodopsina:proteasa V8 en una relacion 20:1, y las
muestras se incubaron durante toda la noche a temperatura ambiente con agitacion
constante. La reaccion se detuvo con buffer muestra, y la formacion de los

fragmentos F1 y F2 se analizo por electroforesis en geles de poliacrilamida.

] v \' Vi Vil

Region
Citoplasmatica

Region
Transmembranal

Region
Intradiscal

Figura 23. Representacion esquematica de los sitios donde se rompe la molécula de
rodopsina por la proteasa V8 (azul) **. Como se puede observar, la Cys 140
permanece en el fragmento F1 mientras que la Cys 316 permanece en el fragmento
F2.


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=es&sl=en&u=http://www.biology-online.org/dictionary/Protease&prev=/search%3Fq%3Dproteasa%2BV8%26hl%3Des%26prmd%3Divnsb&rurl=translate.google.com&twu=1&usg=ALkJrhhPnxbwZ1NitspxGI6eK_H0_X1BHw
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5.14. Purificacion de larodopsina bovina a partir de los SEB y cuantificacién
por UV-V

Antes de iniciar la purificacion de los SEB, a 1ml de la resina Concanavalina A

sefarosa se le realizaron 10 lavados de 1ml cada uno con buffer de columna.

Todo el procedimiento de purificacion se realizO en un cuarto oscuro y bajo
condiciones refrigeradas. Los SEB se lavaron una vez con buffer hipoténico para
eliminar las proteinas periféricas. Esta muestra se centrifugé en una ultracentrifuga
Beckman en oscuridad, a 4 °‘C por 25min. El sobrenadante se descarté y el

sedimento contenia los SEB lavados enriquecidos en rodopsina £

El sedimento se disolvié en 500ul de buffer de solubilizacion y se agité con un vortex
por 5 min. La solubilizacion de la rodopsina se determin6 espectroscépicamente por
UV-V, utilizandose como blanco 50ul de buffer de solubilizacibn mas 50ul de buffer
hipoténico y 400ul de agua destilada. La fraccion conteniendo a la rodopsina
solubilizada fue diluida 1:10 con buffer Yoshi, para reducir la concentracion de DM a
0,1 % v/v, y la mezcla se centrifugé a 100000g (31100rpm) durante 30min a 4 °C, El
sedimento obtenido, fue re-extraido de la misma forma y la combinacion de los
sobrenadantes resultantes se mezclo con la resina Con A sefarosa, dejandose en
agitacion constante durante toda la noche en el Nutator. Al dia siguiente la mezcla
se centrifugd a 2500rpm por 5min, el sobrenadante fue descartado y la resina lavada

5 veces con buffer de columna 2,

Para extraer la rodopsina se mezclo la resina 1:1 con buffer columna que contenia
0,5M de a-metil-B-manopiranésido y se dejo agitando durante toda la noche a 4°C en
oscuridad. Finalmente se centrifugd a 2500rpm por 5min, obteniendo la rodopsina
purificada contenida en el sobrenadante, la cual fue determinada
espectroscopicamente utilizandose como blanco 50ul a-metil-B-manopirandsido y

450pl de agua destilada 1*2.
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5.15. Escogencia del fluoréforo para el marcaje de las cisteinas en la rodopsina

Para marcar los residuos de tioles en las proteinas fueron empleados el
monobromobimano (mBBr), el dibromobimano (dmBBr) y el
monobromotrimetilamoniobimano (gmBBr). Estos derivados de bimano, no tienen
fluorescencia intrinseca, pero al reaccionar mediante marcaje covalente (Figura 24)
con los grupos tiol de las cisteinas, se vuelven fluorescentes Y1, El seguimiento de
este marcaje se llevo a cabo mediante la corrida de geles de poliacrilamida, y antes

de ser tefiidos se visualizaron en un transiluminador bajo luz la ultravioleta (UV).
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E]gura 24. Marcaje de grupos tiol con reactivos derivados de bimano mBBr, dmBBr y gmBBr
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5.16. Marcaje de cisteinas 140y 316 en la rodopsina

En oscuridad, los sedimentos de los SEB (2-4mg) fueron centrifugados y lavados en
buffer de marcaje. La centrifugacion se realiz6 a 31100rpm (100000g) por 20min en
una ultracentrifuga Beckman, (todas las centrifugaciones posteriores se realizaron
en la misma ultracentrifuga). El sedimento se incub6 con el fluor6foro (mBBr, bBBr o
gmBBr) en buffer de marcaje en un exceso de 20 veces la concentracion molar de la
rodopsina, durante toda la noche a 4°C en agitacion constate en un Nutator. Al dia
siguiente, la mezcla de reaccidbn se centrifugd a 100000g durante 20min,
realizandose el primer lavado en buffer de marcaje, un segundo lavado en buffer de
marcaje conteniendo una concentracion de L-cisteina 20 veces mayor a la
concentracion de la rodopsina, para asi eliminar el exceso del fluoréforo.
Posteriormente, se efectud un tercer lavado en buffer de marcaje y se centrifug6. El
sedimento contenia los SEB marcados con el fluoroforo, los cuales fueron
resuspendidos en buffer de solubilizacion de la rodopsina, para su posterior andlisis

en el fluorimetro ©,

La comprobacion de los SEB marcados en las Cys 140 y Cys 316 se realiz6 tratando
las muestras con proteasa V8 y mediante la corrida de un gel de SDS-PAGE. Al

hacer incidir radiacion UV a través de un transiluminador.
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5.17. Marcaje selectivo de larodopsina en la Cys 140

Los sedimentos de los SEB (2-4mg) fueron lavados en oscuridad con buffer de
marcaje, para luego centrifugarlos durante 20min con el fin de bloquear el marcaje
de la Cys 316, se procedid a incubar a los SEB lavados por 5min con N-
etilmaleimida, en una concentracion 100 veces mayor a la concentracién molar de la
rodopsina . Posteriormente la muestra se incub6é con mBBr de la manera descrita

en la seccién 5.15. La muestra fue finalmente centrifugada y analizada ..

La comprobacion del marcaje selectivo se realizé de la misma manera descrita en la

seccion 5.16.

5.18. Marcaje selectivo de larodopsina en la Cys-316

Para este marcaje, se siguié el mismo procedimiento mencionado en el apartado
5.16, con la excepcién de que el tiempo de incubacion con el fluoréforo fue igual a
5min. A fin de detener la reaccion, se agregé N-etilmaleimida en una concentracion

100 veces mayor a la concentracién molar de rodopsina !,

La comprobacion del marcaje selectivo se realizé de la misma manera descrita

anteriormente.
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5.19. Andlisis por espectroscopia de fluorescencia

Los derivados de bimanos unidos a los grupos sulfhidrilos de las proteinas fluorecen
y tienen una excitacion maxima entre 300 y 400nm, y un pico de emisién por encima
de los 450nm B3,

Los barridos de excitacion de fluorescencia se realizaron en el Instituto de Estudios
Avanzados (IDEA) bajo la supervision del Profesor Gustavo Benaim y la Licenciada
May Li Silva. Este proceso se llevé a cabo en un Fluorimetro HITACHI F-700, con
lampara de Xenon a una temperatura de 37 °C mantenida mediante un bafio Lauda
Alpha Al12.

A las diferentes muestras de rodopsina marcadas con el fluoréforo, se les determiné
su espectro de fluorescencia, para lo cual fue necesario medir la excitacion entre
300nm y 450nm y la emisién de 470nm en una cubeta de 500ul, utilizando como

blanco, buffer de solubilizacion.

5.20. Analisis computacionales utilizando las estructuras tridimensionales de
larodopsina en su estado inactivo y en su estado activo

El andlisis de las distancias moleculares entre los residuos de la rodopsina, fue
realizado sobre la estructura cristalina de la R bovina depositada en el banco de
datos de proteinas (BDP). Para ello, se emplearon los identificadores 1U19 y 1JFP,
para la rodopsina y para el estado Meta I, respectivamente. Para llevar a cabo estos
analisis fue necesario utilizar el programa de visualizacion y estudio de

macromoléculas Rasmol versién 2.7.1.1 B9,
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5.21. Determinacion “In Silico” de las distancias aproximadas entre las

cisteinas modificadas con mBBr y las serinas fosforiladas

Para analizar las distancias entre los residuos derivados de cisteinas y serinas se

empled el programa HyperChem 7.52 Molecular Modeling System.
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6. RESULTADOS

6.1. Aislamiento de los segmentos externos de los bastones (SEB) a partir de

las retinas bovinas

Durante el proceso de preparacion de los SEB, a partir de las retinas bovinas, se
tomaron fracciones de cada paso y se realiz6 un gel de SDS-PAGE, con el fin de

determinar la fraccion enriquecida en SEB.

En la Figura 25 puede observarse la imagen resultante del gel de SDS-PAGE de
10% de resolucion, en el cual se identifica una banda de aproximadamente 40KDa
en la FB, la cual corresponde a la fraccién de los gradientes de sacarosa que flota
en la interfase entre 0,84M/1,00M. Tomando como base que el peso molecular de la
rodopsina es de aproximadamente 40000Da, este resultado sugiere que la fraccién
FB esta enriquecida en rodopsina. El resto de las fracciones como se puede ver en

la Figura 25, contiene muy poca cantidad de esta banda.
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Leyenda:

MP: marcador de peso molecular (Benchmark)

P: sedimentos en sacarosa al 30%, primera centrifugacion

S 15%: sobrenadante en sacarosaal 15% , segunda centrifugacion
S 0,64M: sobrenadante 0,64 M de sacarosa, tercera centrifugacion
F A: fase del gradiente de sacarosa0,84M

FB: interfase del gradiente de sacarosa entre 0,84M/1,00M

FC: fase del gradiente de sacarosasacarosa 1,00M

FD: interfase del gradiente de sacarosaentre 1,000 v 1,20M

FE: fase del gradiente de sacarosa 1, 20 M

Figura 25. Gel tefiido con azul de coomassie mostrando la separacion electroforética de las
fracciones obtenidas durante la preparacion de los SEB.
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Para comprobar si la banda de 40 KDa observada en el carril FB del gel de
electroforesis, era rodopsina, se llevo a cabo la transferencia de las proteinas del gel
de SDS-PAGE a una membrana de nitrocelulosa (Figura 26A) y se utilizaron

anticuerpos especificos antirodopsina.

El primer anticuerpo utilizado fue un anticuerpo policlonal antirodopsina preparado
en liquido ascitico del ratén, el cual reconoce rapidamente a la rodopsina. Este
anticuerpo fue preparado en el Laboratorio de Quimica de Proteinas de la
Universidad Simén Bolivar, por el Bachiller Ivan Bello durante la realizacion de su
trabajo especial de grado para optar al titulo de Licenciado en Biologia. La
antirodopsina obtenida en ratén, se utiliz6 con una concentracion de 1:1000, y como
anticuerpo secundario se utilizé anti IgG de raton acoplado a fosfatasa alcalina en

una concentracion 1:3000.

La Figura 26B muestra el Western Blot, observandose que la banda mayoritaria de
aproximadamente 40KDa fue reconocida por los anticuerpos. Adicionalmente se
observa la presencia de dimeros y trimeros de la proteina rodopsina, fenbmeno que

ha sido reportado previamente en otros estudios %,
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Leyenda:

MP: marcador de peso molecular (Benchmark blue market)

P: sedimentos en sacarosaal 30%, primera centrifugacion

S 15%: sobrenadante en sacarosaal 15% , segunda centrifugacion
S 0,64M: sobrenadante 0,64 M de sacarosa, tercera centrifugacion
F A: fase del gradiente de sacarosa 0,84M

FB:interfase del gradiente de sacarosa entre 0,84M/1,00M

FC: fase del gradiente de sacarosa 1,00M

FD: interfase del gradiente de sacarosaentre 1,00M y 1,20M

FE: fase del gradiente de sacarosa 1, 20 M

Figura 26. Separacion electroforética de las fracciones obtenidas durante el aislamiento de
los SEB.
A: Correcta trasferencia a la membrana de nitrocelulosa de las proteinas
constituyentes de las diferentes fracciones tefiida con rojo Ponceau. B: Western Blot
utilizando como anticuerpo primario un anticuerpo policlonal antirodopsina preparado
en el liquido ascitico de ratén.
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El experimento se repitid con un anticuerpo monoclonal 1D4, en una concentracion
1:60000. el cual reconoce una sola regién en la proteina correspondiente a los
ultimos 18 aminoacidos del carboxilo terminal de la rodopsina (="HsN-Asp-Glu-Ala-
Ser-Thr-Thr-Val-Ser-Lys-Thr-Glu-Thr-Ser-GIn-Val-Ala-Pro-Ala-CO0) B4,

En la Figura 27A se muestra la correcta transferencia del gel de SDS-PAGE a la
membrana de nitrocelulosa. En la Figura 27B se evidencia el reconocimiento la
rodopsina por el anticuerpo ID4. De igual manera que el Western Blot anterior se

observan los dimeros y trimeros que presenta la muestra enriquecida en rodopsina.
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Leyenda:

MP: marcador de peso molecular {(Benchmark blue market)

P: sedimentos en sacarosa al 30%, primera centrifugacion

S 15%: sobrenadante en sacarosaal 15% , segunda centrifugacion
S 0,64M: sobrenadante 0,64 M de sacarosa, tercera centrifugacion
F A: fase del gradiente de sacarosa0,84M

FB: interfase del gradiente de sacarosa entre 0,84M/1,00M

FC: fase de gradiente de sacarosa 1,00M

FD:interfase del gradiente de sacarosaentre 1,00M y 1,20M

FE: fase del gradiente de sacarosa 1,20 M

Figura 27. Separacién electroforética de las fracciones obtenidas durante el aislamiento de
los SEB.

A: Correcta trasferencia a la membrana de nitrocelulosa de las proteinas
constituyentes de las diferentes fracciones tefiida con rojo Ponceau. B: Western Blot
utilizando como anticuerpo primario un anticuerpo monoclonal 1D4.

De esta manera se comprobo6 inmunolégicamente que la interfase 0,84M/1,00M del

gradiente de sacarosa contiene a los SEB, pues este es el compartimiento en el cual
se encuentra la rodopsina.
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6.2. Determinacion de los espectros de absorcion de rodopsina en las
membranas de los SEB

La rodopsina posee una sefial caracteristica a 500nm y a 280nm correspondiente al
cromoforo y a la proteina, respectivamente. Luego de obtener la fraccion enriquecida
de rodopsina presente en los SEB, se pudo observar mediante un espectro de
absorcién (Figura 28) que en presencia de luz el pico maximo del cromoéforo se
desplazé de 500nm a 380nm, lo cual es caracteristico del cambio conformacional
gue sufre la proteina una vez que esta fotoactivada. A partir de la absorbancia se

determind la concentracion de la rodopsina mediante su coeficiente de absortividad
molar ¥ (ver apéndice 10.4).
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Figura 28. Espectro de absorcién en oscuridad y en luz de la rodopsina en los SEB.
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Se realizaron 4 preparaciones de SEB de 100 retinas cada una. El cociente de
absorbancia Azsonm/Asoonm de la rodopsina en los SEB, reportado en las distintas
preparaciones realizadas (Tabla 5) fluctué entre 1,72 y 1,95. Las proteinas en
general presentan absorbancia a 280nm, la cual es caracteristica de su contenido de
residuos aroméaticos. Al igual que otras proteinas, la rodopsina también presenta una
banda de absorbancia a 280nm que es consecuencia de los residuos de Trp, Tyry
Phe que contiene. Sin embargo, la absorbancia de 500nm es producida
especificamente por la interacciéon del 11-cis-retinal con los aminoacidos presentes
en su bolsillo de enlazamiento dentro de la rodopsina. Hong et al B° mostraron que
la rodopsina purificada a homogeneidad por cromatografia a través de una columna
de hidroxiapatita presentaba un cociente de absorbancia Azgonm/Asoonm= 1,6-1,7. Al
comparar el valor obtenido en el presente trabajo para los SEB, los cuales
representan una fraccion enriquecida en rodopsina se puede concluir que los SEB
se hallaban poco contaminados con otras proteinas diferentes a rodopsina. En otras
palabras, el cociente Azgonm/Asoonm demuestra que durante la purificacién de los SEB
se eliminaron muchas de las otras proteinas que los conforma quedando

enriquecidas principalmente de rodopsina.

Tabla 5.Determinacion de la concentracién de la rodopsina en las membranas de los
SEB

Muestra #1 Muestra #2 Muestra #3 Muestra #4

Relacion espectral
(Azs0nm/Asoonm) 1,72 1,95 1,81 1,70

Concentracién de la rodopsina
utilizando coeficiente de extincion
molar de la proteina 2,96 0,95 1,13 0,80
(mg/ml)

Concentracioén de la rodopsina (mg)

29,60 19,03 11,27 11,98
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6.3. Purificacion de larodopsina bovina a partir de los SEB

La purificacion de la rodopsina se realiz6 a partir de los SEB, mediante
cromatografia de afinidad utilizando una resina Con A sefarosa 2. La obtencion de
la rodopsina se siguid, mediante analisis de Western Blot, utilizando como
anticuerpo primario el anticuerpo monoclonal ID4.

La correcta transferencia del gel de electroforesis a la membrana de nitrocelulosa es
observada en la Figura 29A. En la fraccion SS (SEB solubilizados), se puede
observar como el detergente DM solubilizé principalmente a la banda de
aproximadamente 40KDa correspondiente a la rodopsina. Los lavados en buffer
hipoténico ayudaron a eliminar a las otras proteinas de los SEB dado que casi no se

observan otras bandas aparte de la rodopsina.

Al ser incubada la membrana de nitrocelulosa con el anticuerpo monoclonal ID4, se
observé el reconocimiento de la rodopsina, tanto en los SEB como en la fraccion SS,
como se muestra en la Figura 29B. Con este experimento se puede concluir que el
detergente DM aisla y solubiliza a la proteina de la membrana de los SEB de
manera satisfactoria. También se puede ver que la fraccion de los SEB que eluye de
la resina con a-metil-B-manopiranésido (fraccion R) contiene a la rodopsina. La

fraccion de oligébmeros de la rodopsina también es evidente en la Figura 29B.
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Leyenda:

MP: marcador de peso molecular (Benchmark blue market).
SS: SEB solubilizados

SR: sobrenadante de laresina, lo que no se pego ala resina
LR: Lavados de la resina

R: rodopsina purificada , lo que eluyd

SEB: segmentos externos de los bastones

Figura 29. Separacion electroforética de las fracciones obtenidas durante la purificacion de
la rodopsina por cromatografia de afinidad.
A: Correcta trasferencia a la membrana de nitrocelulosa de las proteinas obtenidas
durante la purificacion de la rodopsina bovina a partir de los SEB, tefiida con rojo
Ponceau. B: Western Blot de las fracciones obtenidas durante la purificacion de la
rodopsina bovina a través de cromatografia de afinidad, utilizando como anticuerpo
el monoclonal ID4.
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La solubilizacion y purificacion de la rodopsina se siguieron por espectroscopia UV-
V, y en la Figura 30A y 30B se observa la absorbancia caracteristica de la rodopsina
en los SEB solubilizados, y el espectro de la rodopsina eluida de la resina,

respectivamente, observandose la absorbancia caracteristica de R a 500nm.
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Figura 30. Espectros UV-V del proceso de purificacion de de la rodopsina.
A: Espectro de la fraccion de los SEB solubilizados con el detergente DM.
B: Espectro de la rodopsina purificada, luego de que fue eluida por la resina.
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6.4. Preparacién de larodopsina fosforilada para su posterior marcaje

La enzima RK es una proteina periférica localizada en las membranas de los SEB.
Mediante lavados de los SEB con soluciones hipotonicas se puede preparar una

fraccion enriquecida en RK, como fue demostrado por Medina et al. ¥

. Es por ello
que con el fin de preparar una fraccién enriguecida en RK, los SEB se lavaron con
solucion hipotonica en un cuarto oscuro, y luego de realizar los pasos de
centrifugacion correspondientes se separaron en los sobrenadantes los extractos
enriquecidos en RK. Alicuotas del extracto enriquecido en RK se mezcl6é con buffer
de fosforilaciébn y mediante la aplicacion de experimentos de Western Blot utilizando
anticuerpos  anti-fosfoserina 'y  anti-fosfotreonina, se pudo comprobar
satisfactoriamente el proceso de fosforilacion de la rodopsina. Inicialmente, se
observé que los anticuerpos antirodopsina reconocieron a la rodopsina tanto en su

forma fosforilada como sin fosforilar (Figura 31B, 31C).
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Leyenda:

MP: marcador de peso molecular (Benchmark blue market)
SEB: segmentos externos de los bastones sin fosforilar
SEBF: segmentos externos de los bastones fosforilados

Figura 31. Reconocimiento de la rodopsina fosforilada por los anticuerpos antirodopsina e
IDA4.
A: Correcta trasferencia a la membrana de nitrocelulosa de las proteinas sin
fosforilar y fosforilada, tefiida con rojo Ponceau. B: Reconocimiento de la rodopsina
fosforilada y sin fosforilar por el anticuerpo policlonal antirodopsina. C:
Reconocimiento de la rodopsina fosforilada y sin fosforilar por el anticuerpo
monoclonal 1D4.
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Al realizar un Western Blot, utilizando el anticuerpo anti-fosfoserina en una dilucién
1:125, como anticuerpo primario, se pudo apreciar que este anticuerpo reconocio la

proteina fosforilada (Figura 32B).

<+—SEB
<+—SEBF

A B

Leyenda:

MP: marcador de peso molecular (Benchmark blue market)
SEB: segmentos externos de los bastones sin fosforilar
SEBF: segmentos externos de los bastones fosforilados

Figura 32. Reconocimiento de la rodopsina fosforilada por el anticuerpo anti-fosfoserina.
A: Correcta trasferencia a la membrana de nitrocelulosa de las proteinas sin fosforilar
y fosforilada, tefiida con rojo Ponceau. B:Reconocimiento de la rodopsina fosforilada
mediante el anticuerpo anti-fosfoserina.
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En la Figura 33B, se muestra como el anticuerpo anti-fosfotreonina en una dilucion
1:125, empleado en el Western Blot, también reconoce a la proteina fosforilada.
Dado que los residuos que son fosforilados en la rodopsina corresponden
exclusivamente a residuos de serina, el reconocimiento obtenido por este anticuerpo

es posiblemente inespecifico.
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Leyenda:

MP: marcador de peso molecular (Benchmark blue market)
SEB: segmentos externos de los bastones sin fosforilar
SEBF: segmentos externos de los bastones fosforilados

Figura 33. Reconocimiento de la rodopsina fosforilada por al anticuerpo anti-fosfotronina.
A: Correcta trasferencia a la membrana de nitrocelulosa de las proteinas sin fosforilar
y fosforilada, tefiida con rojo Ponceau. B:Reconocimiento de la rodopsina fosforilada
mediante el anticuerpo anti-fosfotreonina.
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6.5. Escogencia del fluoréforo para el marcaje de las cisteinas de la rodopsina

El marcaje de la rodopsina se llevd a cabo con tres compuestos derivados del
bimano: monobromobimano (mBBr), dibromobimano (dmBBr) y
monobromotrimetilamoniobimano (gmBBr). Los tres fluordforos fueron tratados con
la proteasa V8 y el gel de electroforesis fue sometido a radiaciéon ultravioleta (UV),
esto con la finalidad de evidenciar la fluorescencia emitida y asi dependiendo de la

intensidad de la misma, poder escoger el mejor fluoréforo para ser utilizado en los

analisis posteriores.

Se pudo observar que al someter el gel de electroforesis a radiacion UV en un
transiluminador (Figura 34), la rodopsina fluorecié con mayor intensidad bajo el
marcaje del monobromobimano (mBBr). En todos los ensayos se usé la misma
cantidad de rodopsina, la cual fue calculada en base a su absorbancia a 500 nmy su
coeficiente de absortividad molar 1?2, El método de Bradford ! también se emple6

para verificar la concentracion de la rodopsina utilizada.
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Leyenda:

MP: marcador de peso molecular (Benchmark).
dmBBr: dibromobimano

mBBr: monobromobimano

gmBBr: monobromobimanotrimetil amonio

Figura 34. Escogencia del fluoréforo a utilizar para el marcaje posterior de las cisteinas de

la rodopsina.
A: Gel al 10% tefiido con azul de coomassie. B: Marcaje de las cisteinas de la rodopsina

con los reactivos fluorescentes.
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Por otra parte, en la Figura 35B se pueden apreciar los fragmentos, F1 y F2, que se
originan cuando la proteina fue tratada con la proteasa V8. Este experimento
muestra que ambas cisteinas, Cys140 y Cys316, estan marcadas por los tres
derivados, puesto que tanto F1 como F2 muestran fluorescencia en el gel. La Figura

35B también muestra como la proteasa V8 no presenta fluorescencia por si sola.
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Leyenda:

MP: marcador de peso molecular (Benchmark)

dmBBr: dibromobimano

dmBBrv8: dibromobimano + proteasa V8

mBBr: monobromobimano

mBBrv8: monobromobimano+ proteasa V8

gmBBr: monobromotrimetilamoniobimano

qmBBrv8: monobromotrimetilamoniobimano+ proteasa V8
V8: proteasa que divide a la rodopsina con una relacién 20:1

Figura 35. Protedlisis con la proteasa V8 de la rodopsina marcada con dmBBr, mBBry
gqmBBr.
A: Gel al 15% tefido con azul de coomassie. B: Marcaje de las cisteinas de la
rodopsina con los reactivos fluorescentes y su subsecuente tratamiento con la proteasa
V8.
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Seguidamente, se analizaron los espectros de las muestras marcadas con los
reactivos fluorescentes en oscuridad. En razén al alto nivel de pureza de la
rodopsina en los SEB, no fue necesario purificar a la rodopsina por cromatografia a
través de Con A sefarosa, sino que luego de hacer los lavados correspondientes, la

proteina fue simplemente solubilizada en presencia de DM, con una cantidad de
0,15mg para cada experimento.

Al hacer un analisis comparativo entre las graficas obtenidas (Figura 36), fue notable
observar que la intensidad de fluorescencia en la muestra modificada con mBBr
(unidades arbitrarias de fluorescencia de 188), fue mucho mayor que la sefal
obtenida cuando se usé dmBBr y gmBBr (unidades arbitrarias de 107 y 150,
respectivamente). En consecuencia, mBBr fue seleccionado para todos los
experimentos posteriores.
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Figura 36. Espectros de fluorescencia de la rodopsina marcada con los tres fluoréforos

derivados del bimano. En todos los casos se empled una muestra de 0,15mg de
rodopsina.
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6.6. Marcaje de las cisteinas asequibles de larodopsina con mBBr bajo
condiciones de luz y oscuridad

Para este experimento, los SEB en primera instancia fueron iluminados o no y luego
fueron marcados con mBBr, para asi observar si el cambio de conformacién ocurrido
al pasar de oscuridad a luz, impedia de alguna manera el marcaje de una o ambas
de la cisteinas expuestas de la rodopsina.

La Figura 37A muestra el gel tefildo con azul de coomassie al 15%, resultado del

marcaje de las cisteinas de la rodopsina en condiciones de luz (+) y oscuridad (-).

El cambio de conformacién que se establece en la rodopsina, al pasar de oscuridad
a luz, no ejerce ningun tipo de impedimento para que se realice el marcaje de las

cisteinas con mBBr.

Al observar los geles con radiacion UV el mismo dia en que se realizd la corrida y
empleando el reactivo de mBBr, se encontr6 que la banda intensa que migro
lentamente en el gel, correspondié al exceso de mBBr como muestra en la Figura
37B. Posteriormente, luego de haber lavado el gel con solucion decolorante durante
un dia, se puedo apreciar que dicho exceso desaparecio (Figura 37C).
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Leyenda:

MP: marcador de peso molecular (Promega)

(-)mBBr: marcados en las cisteinas 140 y 316 en oscuridad

(-)mBBr +V8: marcados en las cisteinas 140y 316 + proteasa V8 en
oscuridad

(+)mBBr: marcados en las cisteinas 140 y 316 en Luz
(+)mBBr+V8:marcados enlas cisteinas 140 y 316 + proteasa V8 en luz
V8: proteasa que divide a la rodopsina con una relacién 20:1

Figura 37. Marcaje con mBBr de la Cys 140 y Cys 316 de la rodopsina bajo condiciones de
oscuridad y luz.
A: Gel al 15% de poliacrilamida tefiido con azul de coomassie de la rodopsina en
oscuridad y luz luego de su marcaje con mBBr. B: Imagen fluorescente del marcaje de
cisteinas con mBBr, foto tomada el mismo dia de la corrida. C: Imagen fluorescente
del marcaje de cisteinas con mBBr, foto tomada al dia siguiente de la corrida, luego de
lavar el gel con solucién decolorante.
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6.7. Marcaje de las cisteinas de la rodopsina fosforilada

Luego de verificar la fosforilacion de la proteina como se mostré en la seccion 6.4,
se realizo el marcaje de las cisteinas expuestas en la rodopsina con el mBBr usando
una muestra de rodopsina fosforilada. Se pudo comprobar que la fosforilacion no
afectd el marcaje de las cisteinas de la proteina, ya que la proteina fosforilada pudo

ser modificada con el fluoréforo mBBr (Figura 38).
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MP: marcador de peso molecular (Promega).
SEBF: segmento externo de los bastones fosforilados
FmBBr: fosforilados luego marcados
Figura 38. Marcaje con mBBr de la rodopsina fosforilada.
A: Gel tefiido con azul de coomassie. B: Marcaje de las cisteinas de la rodopsina
fosforilada con mBBr.
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Por otra parte luego de haber incubado las muestras del experimento anterior con
V8 y obtener los fragmentos proteoliticos, se obtuvo que tanto la Cys 140 como la

Cys 316 se marcaron en la muestra fosforilada (Figura 39B).
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MP: marcador de peso molecular (Promega)

FmBBr: fosforilados luego marcados

FmBBr: fosforilados luego marcados +V8

V8: proteasa que divide a la rodopsina con una relacion 20:1

Figura 39. Protedlisis con V8 de la rodopsina fosforilada y marcada con mBBr a fin de
analizar si se modificaron la Cys 140 y la Cys 316
A: Gel al 15% tefiido con azul de coomassie. B: Marcaje de las cisteinas de la
rodopsina fosforilada con mBBr seguido del tratamiento de la protedlisis con la
proteasa V8.
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6.8. Fosforilacion de larodopsina luego de ser marcada con mBBr en las
cisteinas asequibles

Adicionalmente, se realiz6 primero el marcaje de las cisteinas de la rodopsina con
mBBr a fin de determinar si las proteinas marcadas podian servir o no como sustrato
para ser fosforilada por la RK. El marcaje se sigui6 con radiacion UV (Figura 40A) y

la fosforilacion se analizé por Western Blot usando el anticuerpo anti-fosfoserina
(Figura 40C).

Se observé que el marcaje inicial de las cisteinas en la rodopsina, no afect6 la
fosforilacion de la proteina como se muestra en la figura 40B.
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MP: marcador de peso molecular (Benchmark blue market).
SEB: segmentos externos de los bastones

SEBF: segmentos externos de los bastones fosforilados
mBBrF: marcados en cisteinaluego fosforilados

Figura 40. Fosforilacién de la rodopsina luego de marcada con mBBr.
A: Correcta trasferencia a la membrana de nitrocelulosa de las proteinas, tefiida con
rojo Ponceau. B: Fluorescencia de la proteina marcada observada a través de un
transiluminador y radiacion UV. C: Reconocimiento de la rodopsina fosforilada
mediante el anticuerpo anti-fosfoserina.
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6.9. Marcaje preferencial de la Cys 140 y Cys 316 de larodopsina

El marcaje preferencial de las cisteinas en la rodopsina, se realiz6 de manera
satisfactoria, como se muestra en la Figura 41. Esto se demostré al analizar la
fluorescencia presente en el gel de separacion de electroforesis, observado en un
transiluminador con luz UV, antes y después del tratamiento con la proteasa V8.

En el caso de la muestra de rodopsina conteniendo la cisteina 140 marcada y luego
del tratamiento con V8, se observdo la fluorescencia de una banda de
aproximadamente 27KDa correspondiente al fragmento F1, mientras que en el caso
del marcaje de la Cys 316, la banda fluorescente reportada se observdé a 13KDa,
correspondiente al fragmento F2 (Figura 40B). De esta manera se demostrd el

marcaje preferencial de cada una de las cisteinas expuestas de la rodopsina.
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MP: marcador de peso molecular {(Promega).

Cys140-316: marcados en las cisteinas 140 y 316

Cys 140 -316 + V8: marcados en cisteinas 140 y 316 + proteasa V8
Cys140: marcados en cisteinas 140 {5 minutos de incubacion)

Cys 140 + V8: marcados en cisteinas 140 + proteasa V8

Cys 316: marcados en cisteinas 316

Cys 316+ V8: marcados en las cisteinas 316 + proteasa V8

V8: proteasa que divide a |la rodopsina con una relacion 20:1

Figura 41. Marcaje preferencial de la Cys 140 y la Cys 316 de la rodopsina con mBBr.
A: Gel al 15% de poliacrilamida tefiido con azul de coomassie. B: Marcaje preferencial
de las cisteinas de la rodopsina con mBBr seguido del tratamiento de protedlisis con la
proteasa V8.
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6.10. Fosforilacion de larodopsina marcada

La Figura 42 evidencia como la anti-fosfoserina (anticuerpo empleado para analizar
la fosforilacion de la rodopsina) reconoce a la proteina marcada y fosforilada.
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Leyenda:

MP: marcador de peso molecular (Benchmark blue market).

SEB: segmentos externos de los bastones

SEBF: segmentos externos de los bastones fosforilados

SEB Cys 140-F: SEB marcados en cisteina 140, luego fosforilados
SEB Cys 316-F: SEB marcados en cisteina 316, luego fosforilados

Figura 42. Fosforilacion de la rodopsina marcada preferencialmente en la Cys 140 y Cys
316 con mBBr.
A: Correcta trasferencia a la membrana de nitrocelulosa de las proteinas, tefiida con
rojo Ponceau. B: Fluorescencia de la proteina marcada observada a través de un
transiluminador y radiacion UV. C: Reconocimiento de la rodopsina fosforilada
mediante el anticuerpo anti-fosfoserina.
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Se comprob6 que la rodopsina bajo condiciones de oscuridad o luz, asi como en su

estado fosforilado, no presenta fluorescencia intrinseca en el rango de estudio de

excitacion (entre 300 y 450nm), Figura 43, sin embargo se observaron dos picos

fuera de este rango, los cuales son atribuibles a los aminoacidos hidrofébicos

presentes en la rodopsina asi como al cromoforo. En la Tabla 6 se muestran los

valores de excitacibn maxima para cada espectro, y el valor de la intensidad

maxima.

Tabla 6. Valores de absorbancia maxima para la rodopsina en oscuridad, luz y

fosforilada

Muestra Pico Excitacion maxima (nm) | Intensidad maxima (UA)
R oscuridad 1 237,0 872,6
2 471,0 6260,0
R luz 1 237,0 846,7
2 468,0 9999,9
R fosforilada 1 237,2 376,0
2 471,2 6293,0
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Figura 43. Espectros de fluorescencia de la rodopsina en oscuridad (A), en luz (B) y
fotoactivada y fosforilada (C).

Como controles adicionales, también se determinaron los espectros de fluorescencia
de los reactivos que participaron en la reaccion de marcaje. Primeramente de
manera individual L-Cys, mBBr y luego en conjunto mBBr con L-Cys. Se observo
que solo hubo fluorescencia al hacer reaccionar el mBBr con la cisteina. Estos
reactivos individuales no poseen fluorescencia intrinseca, mientras que en conjunto
se vuelven altamente fluorescente (Figura 44), con un maximo de excitaciébn en
332,6nm de 998,1 en unidades arbitrarias.
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Figura 44. Espectros de fluorescencia de los reactivos L-Cys (A), mBBr (B) y en conjunto L-
Cys con mBBr (C).
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Los primeros espectros obtenidos, corresponden al marcaje en oscuridad de ambas
cisteinas de la proteina (Cys 140 y Cys 316) usando 0,02mg de muestra. La misma
muestra fue luego iluminada para determinar de nuevo el espectro de fluorescencia
de la proteina en presencia de luz se observdO una minima variacion en el
desplazamiento de la longitud de onda (Tabla 7) y en la intensidad maxima de
fluorescencia (Figura 45).

Tabla 7. Valores de absorbancia maxima para la rodopsina en oscuridad y luz,
marcada en la Cys 140 y Cys 316

Oscuridad | Luz | Desplazamiento
Excitacibn maxima 375,9 376,1 +0,2
(nm)
Intensidad méaxima 4457 442.1 -3,6
(UA)
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Figura 45. Espectros de fluorescencia de la rodopsina marcada en las cisteinas 140 y 316.
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Estos compuestos marcadores no son capaces de medir las diferencias
conformacionales que son inducidas por la luz en la rodopsina. Parece que el
ambiente alrededor de las cisteinas modificadas no cambia mucho bajo condiciones
de oscuridad o luz.

Por el contrario, la intensidad de la fluorescencia, al encontrarse la rodopsina en su
forma activa y fosforilada, disminuyé aproximadamente en un 88% (Tabla 8) al
comparar la sefial con la obtenida por la misma muestra en oscuridad o fotoactivada

(Figura 46). En todos los caso se uso la misma cantidad de muestra (0,02mg).

Tabla 8. Valores de absorbancia méaxima para la rodopsina fosforilada y marcada en
la Cys 140y Cys 316

Oscuridad | Fosforilada | Desplazamiento
Excitacibn maxima 375,9 377,9 +2
(hm)
Intensidad maxima 4457 52,5 -393,2
(UA)
&0 Fosforiiada 500 Cisteina 140-316

- — Oscuridad

Luz
= Fosforilada
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Figura 46. Espectros de fluorescencia de la rodopsina inicialmente marcada en las cisteinas
140 y 316 y luego fosforilada por RK.
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Este resultado muestra que la cola C-terminal de la rodopsina, la cual es el
segmento que contiene los residuos fosforilados por la RK debe encontrarse proxima
a las cisteinas expuestas en la rodopsina modificada con el fluoréforo aqui utilizado.
Se sabe que cuando los ambientes se vuelven mas polares, la sefial de la
fluorescencia del mBBr disminuye. En este caso los grupos fosfato cargados
negativamente deben estar afectando la fluorescencia propia de las cisteinas

marcadas con mBBtr.

A fin de tratar de identificar cual de las dos cisteinas expuestas y marcadas con
mBBr era la responsable de la disminucién de la sefial fluorescente en la rodopsina,
se repitieron los ensayos espectroscopicos pero con muestras de la proteina

marcadas diferencialmente en cada una de las cisteinas.

En el caso del marcaje selectivo de la Cys 140, se utilizd6 0,06mg de rodopsina, y se
midi6 el espectro de fluorescencia en oscuridad y luego en luz de la misma muestra.
Se observdé un comportamiento similar que al marcar ambas cisteinas, con una
minima variacion en el desplazamiento de las longitudes de onda (Tabla 9) y en la

intensidad maxima de fluorescencia (Figura 47).

Tabla 9. Valores de absorbancia maxima para la rodopsina en oscuridad y luz,

marcada en la Cys 140

Oscuridad Luz Desplazamiento
Excitacion maxima 3775 378,3 +0,8
(nm)
Intensidad méaxima 111,8 134,4 +22,6
(UA)
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Respecto a la Tabla 9, se observo que la sefial al pasar la rodopsina marcada en la
Cys140 de oscuridad a luz aumento un 17%, el cual en base a los resultados de la

Figura 46, se atribuye a un posible error experimental de pipeteo.
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Figura 47. Espectros de fluorescencia de la rodopsina marcada preferencialmente en las
cisteinas 140.
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La intensidad de la fluorescencia, de la rodopsina marcada preferencialmente en la
Cys 140 luego de ser activada y fosforilada, disminuyé un 38% (Tabla 10), en el

maximo de fluorescencia (Figura 48), con una cantidad de 0,06mg de rodopsina.

Tabla 10. Valores de absorbancia maxima para la rodopsina fosforilada y marcada
en la Cys 140

Oscuridad | Fosforilada | Desplazamiento

Excitacion 377,5 377,2 -0,3

maxima (nm)

Intensidad 111,8 69,2 -42.6

méxima (UA)
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Figura 48. Espectros de fluorescencia de la rodopsina marcada en las cisteinas 140 luego
fosforilada por RK.
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En el caso del marcaje selectivo de la Cys 316 se empled 0,08mg de rodopsina y se
midio el espectro de fluorescencia en oscuridad y en luz. Se observo que mantuvo el
mismo comportamiento de los experimentos anteriores (Tabla 11) observandose una
minima variacion en el desplazamiento de las longitudes de onda y de la intensidad
méaximo de fluorescencia (Figura 49).

Tabla 11. Valores de absorbancia maxima para la rodopsina en oscuridad y en luz,

marcada en la Cys 316

Oscuridad | Luz | Desplazamiento

Excitacion 378,6 378,2 -0,4
méxima (nm)
Intensidad 178,2 176,3 -1,9
maxima (UA)
Luz
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Figura 49. Espectros de fluorescencia de la rodopsina marcada preferencialmente en las
cisteinas 316.
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Por el contrario, la intensidad de la fluorescencia, al encontrarse la rodopsina en su
forma activa y fosforilada, disminuy6 un 28% (Tabla 12) al comparar la sefial con la
misma muestra en oscuridad o fotoactivada (Figura 50). En todos los casos se uso la
misma cantidad de muestra (0,08mg).

Tabla 12. Valores de absorbancia méaxima para la rodopsina fosforilada y marcada
en la Cys316

Oscuridad | Fosforilada | Desplazamiento

Excitacién 378,6 378,4 -0,2
maxima (nm)

Intensidad 178,2 127.,9 -50,3
maxima (UA)

— Oscuridad
Cys 316 Luz

Fosforilada 185 = Fosforilada

Unidades arbitrarias (UA)
&

Unidades arbitrarias (UA)

“ 300 320 340 360 380 400 420 440
A {nm)

Figura 50. Espectros de fluorescencia de la rodopsina marcada en las cisteinas 316 luego
fosforilada por RK.
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Aunque los grupos fosfato parecen afectar la sefial de la fluorescencia obtenida en
las cisteinas marcadas selectivamente, ninguna de las dos cisteinas por separada o
individualmente parece ser la responsable de la disminucién considerable de un 88%
en la fluorescencia que se observa en la sefial cuando ambas cisteinas son
modificadas en la rodopsina y luego la proteina es fosforilada. El efecto tampoco

parece aditivo, sino mas bien sinérgico.

La polaridad propia de los fosfato afecta significativamente la fluorescencia que se
produce cuando las dos cisteinas asequibles de la rodopsina son modificadas con
mBBr.

Para efectos comparativos, también se llevé a cabo un experimento en el orden
inverso, fosforilando primero la rodopsina y luego realizando el marcaje en ambas
cisteinas con una cantidad de 0,69mg de muestra. Se observo un pico maximo de
excitacion de fluorescencia, el cual disminuyé en un 97% cuando la muestra fue

fosforilada (Figura 51).

Tabla 13. Valores de absorbancia maxima para la rodopsina marcada en oscuridad

y la rodopsina fosforilada luego marcada en Cys 140 y Cys 316

Oscuridad Fosforilada Desplazamiento
luego marcada

Excitacion 375,9 375,6 -0,3
maxima (nm)

Intensidad 15376,7 500,4 -14876,3
maxima (UA)
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Oscuridad marcados Cys 140, Cys 316 R fosforilados , luego marcados
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Figura 51. Espectros de fluorescencia de la rodopsina inicialmente fosforilada y luego marcada
con mBBr.

A: Espectro de fluorescencia de la rodopsina marcada en las cisteinas 140 y 316.
B: espectro de la rodopsina fosforilada por RK y luego marcada.

Este comportamiento una vez mas evidencia que los grupos fosfato disminuyen
considerablemente la sefial de fluorescencia en la rodopsina marcada en las dos
cisteinas expuestas en la region citoplasmatica.
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6.12. Analisis computacionales utilizando las estructuras tridimensionales de
la rodopsina en su estado inactivo y en su estado activo

Mediante el programa RasMol, se obtuvieron las imagenes tridimensionales de la
rodopsina en oscuridad y del fotointermediario Meta Il que corresponde a la forma
activada de la proteina por la luz. En el panel A de la Figura 52 se muestra la
superposicion de ambas estructuras y se ilustran los cambios conformacionales
principales que ocurren entre ellas. En particular, las hélices Ill y H8 que son las que
contienen las cisteinas en estudio (Cys 140 y Cys 316) muestran poco cambio al
superponer la conformaciéon de la proteina en luz y en oscuridad. Esta ausencia de
cambio se puede demostrar al determinar las distancias que existen entre los
azufres de dichas cisteinas en ambas conformaciones. En la rodopsina (Figura 52,
panel B), la distancia entre los azufres de la Cys 140 y la Cys 316 es de 24,11A. Por
otro lado, en el fotointermediario Meta Il (Figura 52, panel C) se obtuvo un valor de
27,72A entre los azufres de dichas cisteinas. Como se puede notar existe muy poca
diferencia entre los valores asi adquiridos. Los espectros de fluorescencia obtenidos
en este trabajo también sugieren que hay muy poco cambio en el ambiente
alrededor de las dos cisteinas expuestas y modificadas con mBBr al comparar el
estado inactivo y fotoactivado de la proteina. Esto coincide con los resultados que se

derivan de las estructuras tridimensionales.
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Figura 52. Estructura tridimensional de la rodopsina en oscuridad y en luz.
A: Superposicién de rodopsina (verde) y meta Il (naranja) *°. Las siete hélices
transmembranales de la proteina se muestran en forma de cilindro. B: Imagen de la
rodopsina (PDB 1JFP).C: Imagen de meta Il (PDB 1U19).

A fin de explicar la disminucion en la intensidad de la fluorescencia al marcar ambas
cisteinas con mBBr en la muestra de rodopsina iluminada y fosforilada, también se
determinaron las distancias entre cada uno de los azufres de las cisteinas y los
grupos —OH de las cadenas laterales de las serinas que sirven de substrato para la
RK en presencia de luz. En la Figura 53, se ilustran las distancias entre las serinas
fosforiladas y las cisteinas modificadas con mBBr en la estructura tridimensional del
estado Meta Il de la proteina; y en la Tabla 14 se resumen los valores obtenidos
para estas distancias.
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Figura 53. Estructura tridimensional de la rodopsina en luz.
A: Distancias de las serinas con respecto a la cisteina 140. B: Distancias de las
serinas con respecto a la cisteina 316.



83

Tabla 14. Distancias entre las cisteinas estudiadas y los sitios fosforilados en el
estado activado de la rodopsina

Cisteinas Sitios fosforilados Distancia (A)
Ser 334 22,61

Cys 140 Ser 338 32,83
Ser 343 32,48
Ser 334 9,85

Cys 316 Ser 338 5,53
Ser 343 10,44

Como se observa en la Tabla 14, la poca distancia existente entre la cisteina 316 y
las serinas preferencialmente fosforiladas en la rodopsina (5-11A) pueden explicar la
disminucion de la intensidad en la sefial de la fluorescencia, al encontrarse la
proteina marcada en su estado activo y fosforilado. Por el contrario, existe una gran
distancia (>22 A) entre la Cys 140 y las serinas que pueden ser fosforiladas, lo cual
no explicaria la disminucién de la sefial de fluorescencia de la rodopsina al
encontrase fosforilada. Esta conclusion es alcanzada si se toma como base la
estructura monomérica de la rodopsina. Sin embargo, se ha reportado que la
rodopsina tiene una estructura cuaternaria dimérica (Figura 54). Asi que es posible
imaginar que dentro de esta estructura dimérica la Cys 140 de un mondémero de la

rodopsina este proxima con las serinas del monémero vecino en el dimero.

También es posible imaginar un escenario adicional en el cual la Cys 316 no solo
esté carca de las serinas fosforiladas del mismo monémero de la rodopsina que los
contiene, sino que pudiera estar cerca de las serinas fosforiladas del monémero
vecino dentro del dimero. Esto explicaria la disminucion sinérgica que se observa en
la sefal de la fluorescencia cuando ambas cisteinas estan modificadas por mBBr en

la muestra de la rodopsina fotolizada y fosforilada.
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Figura 54. Modelo siguiendo las estructura tridimensional de la rodopsina dimérica 7.

Segun el modelo sugerido ®® las interacciones entre los monémeros de la rodopsina
dimérica ocurren principalmente entre las hélices transmembranales IV (amarillo-
verde) y V (amarillo), en el lazo citoplasmatico entre la hélice Il y la hélices IV (C-II)
y la regién C-terminal.

De acuerdo a estos resultados se puede concluir que efectivamente la disminucién
de la fluorescencia al encontrarse la rodopsina fosforilada y marcada con mBBr en
ambas cisteinas se debe a la proximidad de dichas cisteinas modificadas y las
serinas fosforiladas tanto en los mondémeros de la proteina como entre los

monomeros vecinos dentro de la unidad dimérica de la rodopsina
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6.13. Determinacion “In Silico” de las distancias aproximadas entre las

cisteinas modificadas con mBBr y las serinas fosforiladas

Los analisis anteriores fueron realizados empleando la proteina con los residuos de
Cys 140, Cys 316, Ser 334, Ser 338 y ser 343 sin modificar, dado que tanto el
fluor6foro mBBr como los grupos fosfato que fueron incorporados en la proteina
también ocupan un volumen, se utiliz6 el programa "HyperChem 7.52, Molecular
Modeling System “ para modelar el espacio que estas moléculas ocuparian dentro
de la estructura plegada de la rodopsina fotolizada. Inicialmente, se optimizaron las
estructuras del mBBr y de una serina fosforilada a fin de obtener las distancias entre
diferentes posiciones de las moléculas Figura 55 y 56, respectivamente. La Figura
55 ilustra alguna de las distancias que se obtuvieron en el caso del mBBr. Para tener
una aproximacion mas real de la cercania entre las Cys 140 y Cys 316 con el
fluoréforo se utilizé la longitud maxima obtenida para la molécula (6,31A), la cual

sustraida de la distancia obtenida en los analisis computacionales (ver seccién 6.12).

En la Tabla 15 se resumen los resultados obtenidos para ambas conformaciones de
la rodopsina, la conformacion inactiva en oscuridad y la conformacién activada por la
luz. Luego de sustraer 12,62A que corresponderian a la longitud maxima de los dos
mBBr enlazados a las cisteinas, se obtuvieron distancias de 11,49A y 15,10A en la
rodopsina y en la rodopsina fotoactivada, respectivamente, lo cual es consistente
con las diferencias esperadas para intermediarios que poseen diferentes

conformaciones.
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Tabla 15. Aproximacion de la distancia entre las cisteinas modificadas con mBBr en

oscuridad y luz

Distancia
Distancia (A) | mBBr (&) | aproximada
A)

Cys 140y

316 24,11 6,31 11,49
(oscuridad)
Cys 140y
316 (Luz) 27,72 6,31 15,10

Figura 55. Estructura del mBBr mostrando las distancias entre varios atomos de carbono.
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Una aproximacion similar se llevdo a cabo para determinar la cercania entre los
residuos de cisteinas modificadas con mBBr y los residuos de las serinas
fosforiladas. La Figura 56 ejemplifica algunas de las distancias que se obtuvieron
para el caso de la serina modificada con un grupo fosfato. Luego de sustraer la
distancia maxima (2,88A) como del mBBr (6,31A) se pudo comprobar que la Cys 316
se encuentra muy cercana a los tres residuos de serinas fosforiladas de la proteina
(Tabla 16). Esto explicaria muy bien la reduccién de la sefal fluorescente de la
rodopsina activada y fosforilada.

En el caso particular de las distancia medida entre la Cys 316 modificada con mBBr
y la Ser 338 fosforilada se obtuvo un numero negativo, lo cual probablemente se
deba a que se utiliz6 una aproximacién bastante burda o cruda para realizar esta
determinacién, serd necesario realizar mejores ajustes computacionales para asi

obtener las distancias reales entre estos residuos.

Luego se sustraer las longitudes del mBBr y del grupo fosfato entre la Cys 140 y las
tres serinas fosforiladas ain se obtuvieron distancias muy grandes (13-24A), las
cuales no explicarian la disminucién en la sefial de fluorescencia observada en la
muestra de la rodopsina estimulada por la luz y fosforilada. Estos resultados ratifican
gue posiblemente la Cys 140 de un mondmero de la rodopsina se encuentra proxima
con las serinas fosforiladas del mondmero vecino dentro de la estructura dimérica de

la rodopsina, como fue sugerido anteriormente.



88

Tabla 16. Aproximacion de las distancias entre las cisteinas modificadas activadas

en luz y las serinas fosforiladas

Fosfato

“f‘
Serina

Distancia Distancia Distancia
Sitios Distancia (A) (A) aproximada
Cisteinas | fosforilados (A) mBBr fosfato (A)

Ser 334 22,61 6,31 2,88 13,42
Cys140 | ger 338 32,83 6,31 2,88 23,64
Ser 343 32,48 6,31 2,88 23,29
Ser 334 9,85 6,31 2,88 0,66
Cys 316 Ser 338 5,53 6,31 2,88 -3,66
Ser 343 10,44 6,31 2,88 1,25

H

C
(@]

Figura 56. Estructura del fosfato mostrando las distancias entre varios atomos de oxigeno.
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7. DISCUSION

En el presente trabajo se empled el marcador fluorescente mBBr para modificar los
grupos tioles de las cisteinas asequibles de la rodopsina y de esta manera estudiar
los cambios conformacionales, que ocurren en la proteina al pasar de su estado
inactivo a su estado activo y de su estado activo al estado activado y fosforilado. Se
escogio el marcador mBBr por ser un fluoréforo pequefio, muy sensible al ambiente,
y cuya fluorescencia ha sido utilizada en numerosas ocasiones como un sensor del

ambiente local de los residuos de cisteina en la proteina 2°2%,

La rodopsina contiene 10 residuos de cisteina en su molécula, de los cuales
solamente la Cys 140 y Cys 316 al inicio del lazo citoplasmatico C-Il (justo al finalizar
la hélice transmembranal 111), y la Cys 316 situada en la hélice anfipatica H8 que
también se encuentra en la region citoplasmatica de la proteina, son las Unicas
cisteinas disponibles para ser modificadas quimicamente ??. La localizacion
citoplasmatica de estas cisteinas las convierte en buenos blancos de marcaje con
reactivos fluorescentes tales como el mBBr y otros derivados bromados del bimano,
puesto que como se mencion6 anteriormente estos fluor6foros son sensibles al
ambiente y a la polaridad del entorno préximo. Dado que el lado citoplasmatico de la
rodopsina corresponde a la region a través de la cual esta proteina fotorreceptora
interactia de una manera dependiente de la luz con otras proteinas de la cascada
visual, tales como transducina, rodopsina quinasa y arrestina, es muy probable que
durante la fotoactivacion de la rodopsina ocurran cambios conformacionales que se
transmitan a la regién citoplasmatica que contiene a las Cys 140 y Cys 316. Esta
aproximacion ha sido utilizada por otros investigadores para determinar por
espectroscopia de RMN de *°F los desplazamientos quimicos que ocurren por efecto
de la luz cuando las Cys 140 y Cys 316 de la rodopsina fueron marcadas con *°F
TET . Estos investigadores observaron cambios en los desplazamientos quimicos
de las sefiales de *°F correspondientes a cada una de las cisteinas modificadas de
la rodopsina, al compararlos bajo condiciones de oscuridad y luz. En el caso de la

Cys 140 hubo un cambio de -0,4ppm en su desplazamiento al pasar la rodopsina de
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su estado inactivo a su estado activo. En el caso de la Cys 316, hubo también un
ligero cambio en su desplazamiento quimico de +0,1ppm cuando la proteina pasé de
su estado en oscuridad a su estado iluminado. Esto sugiere que los cambios
conformacionales dependientes de la luz que ocurren en la rodopsina, pueden
alcanzar al lazo C-Il y a la hélice H8, ambos localizados en el lado citoplasmatico de
la proteina.

Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo de grado discrepan de los
resultados reportados por el grupo de Seetharaman et al. !, puesto que utilizando
espectroscopia de fluorescencia no se observé ninguna diferencia significativa entre
los espectros obtenidos para las muestras de la rodopsina con la Cys 140 y Cys 316
modificada con mBBr. Al compararla bajo condiciones de luz y oscuridad solamente
se observaron desplazamientos muy leves (de -0,3 a +0,2 nm) en los valores de la
longitud de onda de los maximos de excitacion. Obviamente, estos desplazamientos
pudieran ser causados por los cambios conformacionales dependientes de la luz que
sufre la proteina. No obstante, otra explicacion factible es que al ser tan pequefa la
diferencia entre los desplazamientos quimicos, pudieran atribuirse a simples errores
experimentales.

Con la resolucion de las estructuras tridimensionales de la rodopsina y de dos de
sus fotointermediarios, se puede visualizar directamente donde ocurren los
principales cambios conformacionales por efecto de la luz en la rodopsina Woog et

al. 119

, reportaron que las hélices transmembranales V y VI corresponden a las
regiones con mayores modificaciones a nivel del plegamiento de la rodopsina al
pasar de su estado inactivo a su estado fotoactivado. Por el contrario, el resto de las
hélices transmembranales (I, Il, Ill, IV y VII) y la hélice anfipatica H8, sufren pocos
cambios durante la activacion de la proteina. Los resultados presentados en este
trabajo de investigacion son consistentes con los reportados por Woog et al.
puesto que los espectros resultantes de los experimentos de marcaje con mBBr de
la Cys 140, situada justo al finalizar la hélice Ill, y la de las Cys 316 localizada en la
hélice H8 no mostraron diferencias significativas entre los estados inactivo y activo

de la rodopsina.
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En este trabajo también se comprobd que las Cys 140 y Cys 316 se encuentran
asequibles en la rodopsina tanto en su estado inactivo como en su estado
fotoactivado, puesto que ambas cisteinas fueron marcadas de forma similar con el
fluor6foro mBBr bajo ambas condiciones. Adicionalmente, el marcaje inicial de estas
cisteinas expuestas de la rodopsina con mBBr no impidi6 que la proteina fuera
posteriormente fosforilada por la rodopsina quinasa. De manera anéloga, la
fosforilacidn inicial de las serinas presentes en la cola C-terminal de la rodopsina por
la rodopsina quinasa tampoco ejercié ningun tipo de impedimento estérico sobre el
marcaje de ambos residuos de cisteinas de la proteina con mBBr. Estos resultados
son muy interesantes puesto que las investigaciones llevadas a cabo por Krupnick et
al. ¥ demostraron que la fosforilacién de la rodopsina por rodopsina quinasa
produce una reduccién de la interaccion de la rodopsina con la transducina. Una
interpretacion de estos resultados pudiera ser que al ocurrir la fosforilacion de los
residuos de serina de la rodopsina se bloquean estéricamente los sitios de
interaccidn de la proteina fotorreceptora con la transducina, los cuales se encuentran
localizados en la regién citoplasmatica de la rodopsina. Este no parece ser el caso
como se demostré en el presente trabajo con los experimentos de marcaje con
mBBr de la proteina fosforilada y los experimentos de la fosforilacién de la rodopsina
modificada con mBBr. Otra interpretacién que pareciera ser mas factible pudiera ser
que la fosforilacion de la rodopsina, al incorporar cargas negativas sobre la proteina,
ejerce un efecto idnico repulsivo sobre los residuos cargados de la transducina que
son claves para su interaccion con la rodopsina. De esta manera, la disminucion que
se observa en la interaccion entre la fosforodopsina y la transducina no seria
producto de un bloqueo por impedimento estérico sino mas bien un efecto acusado

por las cargas de los grupos fosfato incorporados en la proteina.

Los resultados obtenidos en este trabajo son consistentes por los reportados por

Getmanova et al. 4

, quienes demostraron por medio de experimentos REDOR
sobre la rodopsina marcada con *°F TET en las Cys 140 y Cys 316 fosforiladas con
31p en los residuos de serina de su cola C-terminal que no existe diferencia entre los

espectros obtenidos bajo condiciones de oscuridad y luz. Estos investigadores
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midieron la distancia internuclear entre los sitios doblemente marcados y reportaron
que la distancia entre la cola C-terminal y la region citoplasmatica que contiene a las
Cysl1l40 y Cys 316 se mantiene constante independientemente del estado de

activacion de la rodopsina 2.

Uno de los resultados mas interesantes que se obtuvo en este trabajo de grado fue
la disminucién de aproximadamente un 90% en la intensidad de la sefial de
fluorescencia de la muestra de rodopsina fosforilada y marcada con mBBr en ambas
cisteinas. Este resultado sugiere que la cola C-terminal de la rodopsina, la cual
contiene las serinas fosforiladas, debe encontrarse relativamente cerca de la region
citoplasmatica de la proteina que contiene a las Cys 140 y Cys 316 modificadas con
mBBr. Como el mBBr es un fluoroforo sensible al entorno local, con este resultados
se evidencia que los grupos fosfato incorporados a las serinas del segmento C-
terminal, los cuales presentan cargas negativas (dos cargas negativas por cada
grupo fosfato incorporado a cada residuo de serina), producen un ambiente muy

polar que podria estar afectando directamente la fluorescencia del mBBr.

Con miras a entender lo que estaba ocurriendo dentro de la proteina, se realizaron
andlisis computacionales de la estructura cristalina reportada de la rodopsina
fotoactivada °, para ello se determinaron las distancias entre cada uno de los
azufres de las cisteinas 140 y 316 y los grupos hidroxilo de las cadenas laterales de
las serinas que sirven de blanco para la rodopsina quinasa (Ser 334,Ser 338 y Ser
343). Se observo claramente que la Cys 316 se encuentra relativamente cerca a los
tres residuos de serinas fosforiladas (entre 5,53 y 10,44A) y esto podria explicar
parcialmente la disminucion en la intensidad de fluorescencia. Sin embargo, la Cys
140 estd muy alejada (entre 22,61A y 32,83A) de las serinas fosforiladas y en
consecuencia no se deberia estar afectando la sefial fluorescente del fluoréforo.
Estos célculos de las distancias fueron realizados tomando en cuenta la estructura
monomeérica de la proteina. No obstante, existen evidencias experimentales en la

literatura demostrando que la rodopsina presenta una estructura cuaternaria
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dimérica %3¢, En consecuencia, es factible pensar que dentro del dimero de la
rodopsina, la Cys 140 de cada uno de los monGmeros se encuentra cercana a las
serinas de la cola C-terminal del monomero vecino. Analogamente, la Cys 316 de
cada una de las subunidades monomeéricas de la proteina también pudiera estar
proxima a las serinas fosforiladas de la subunidad monomérica vecina dentro del
dimero. Esto explicaria la reduccion sinérgica que se observa en la intensidad de
fluorescencia del fluoréforo cuando ambos residuos de cisteinas estan derivatizados

con el mBBr en la rodopsina fotoactivada y fosforilada.
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8. CONCLUSIONES

1. Los segmentos externos de los bastoncillos fueron aislados exitosamente
partiendo de retinas bovinas. La rodopsina aislada en los SEB presento un alto

grado de pureza de acuerdo al cociente de absorbancia Azgonm/Asoonm-

2. La rodopsina bovina fue purificada a homogeneidad mediante cromatografia
de afinidad a través de una columna de Con A sefarosa, evidenciandose que el
detergente dodecil maltésido sirve para solubilizar a dicha proteina contenida en la

membrana de los SEB.

3. Se aislo una fraccion enriquecida en la rodopsina quinasa a partir de los SEB.
La fosforilacion de la rodopsina fue detectada satisfactoriamente mediante andlisis
por Western Blot utilizando anticuerpos anti-fosfoserina y anti-fosfotreonina. El
reconocimiento de la rodopsina fosforilada fue cualitativamente mejor al emplear el

anticuerpo anti-fosfoserina.

4. El marcaje de las cisteinas asequibles de la rodopsina se realiz6 con tres
reactivos fluorescentes el mBBr, dmBBr y gqmBBr, obteniéndose que el mBBr produjo
una sefal fluorescente de mayor intensidad. El correcto marcaje de la rodopsina con
los diferentes fluoréforos utilizados fue comprobado al separar la proteina marcada
mediante geles de electroforesis y analizar la fluorescencia in situ con luz ultravioleta

UV proveniente de un transiluminador.

5. La proteasa V8 permitié evidenciar el marcaje conjunto o preferencial de la
Cys 140 y la Cys 316 de la rodopsina con los fluor6foros empleados, dado que cada
uno de estos residuos permanecio en uno de los fragmentos que se generaron con

esta proteasa.
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6. El cambio de conformacion que ocurre en la rodopsina por efecto de la luz, no
ejercié ningun tipo de impedimento para que las cisteinas 140 y 316 localizadas en
la region citoplasméatica de la proteina pudieran ser marcadas con el fluoroforo
mBBr. Adicionalmente la proteina marcada con mBBr pudo ser reconocida y
fosforilada por la RK y de forma analoga la fosforilacion inicial de la proteina por la
RK no afectd el marcaje consecutivo de las cisteinas de la proteina con mBBr.

7. No se observaron cambios significativos en los espectros de fluorescencia al
comparar la rodopsina marcada con mBBr en su estado inactivo y fotoactivado. Sin
embargo, la incorporacion de grupos fosfato sobre la rodopsina fotoactivada si
influyé sobre la fluorescencia del fluoréforo, puesto que la sefial se observo
significativamente disminuida, (~90%) en las muestras fotoactivadas y fosforiladas.
Estos resultados demostraron que los sitios de fosforilacidon de la rodopsina se

encuentran en proximidad a las cisteinas modificadas con mBBr.

8. Las estructuras tridimensionales de la rodopsina y del fotointermediario Meta
Il ayudaron a validar los resultados obtenidos al aplicar espectroscopia de
fluorescencia extrinseca luego del marcaje de la Cys 140 y Cys 316 de la proteina

con mBBr.
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10. APENDICE

10.1. Lista de simbolos y abreviaturas

AP
APS
BCIP
Buffer
BSA
Con A Sefarosa
DM
DMF
dmBBr
EDTA
GDP
Genapol x-100
GPCR
GTP
GTPasa

HEPES
KDa
Ml
mBBr
MES
mg
min
mi
mm
mseg
NBT

nseg

fosfatasa alcalina

persulfato de amonio
5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato
solucion amortiguadora del pH
Albumina Sérica Bovina
concanavalina A-Sefarosa
n-docecil-B-D-maltésido
N,N-dimetilformamida
dimonobromobimano

acido etilendiaminotetraaceético
guanosin difosfato
polioxietileno (10) etertridecil
receptor acoplado a proteinas G

guanosin trifosfato

guanosin trifosfatasa o trifosfatasa de guanosin

acido N-(2-Hidroxietil)piperacina-N'-(2-etanosulfénico)

kilodalton
microlitros

monobromobimano

acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico

miligramos

minuto

mililitros
milimetros
milisegundo

nitro azul tetrazolio

nanosegundos

101


http://es.wikipedia.org/wiki/Guanos%C3%ADn_difosfato

MS€eg
NP-40
PMSF

pseg
gmBBr

R
R 0 Meta Il
SEB
RK
SDS
SDS-PAGE

T6:G
Ta~
TBST
TEMED
TFA
Tris base

uv-v
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microsegundo

fenoxipolietoxietanol

fluoruro de fenilmetilsulfonilo

picosegundo

monobromotrimetilamoniobimano

rodopsina desactivada

rodopsina en estado activado o Metarrodopsina |l
segmento externo de los bastones

rodopsina quinasa

dodecil sulfato de sodio

electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de
sodio

transducina

forma activa de la transducina

tris-buffer salino tween 20
N,N,N,N'-tetrametiletilendiamina

acido trifluoracético
2-Amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol

espectroscopia de luz ultravioleta y visible


http://es.wikipedia.org/wiki/Dodecilsulfato_s%C3%B3dico
http://es.wikipedia.org/wiki/Electroforesis
http://es.wikipedia.org/wiki/Gel
http://es.wikipedia.org/wiki/Poliacrilamida
http://es.wikipedia.org/wiki/Dodecilsulfato_s%C3%B3dico
http://es.wikipedia.org/wiki/Dodecilsulfato_s%C3%B3dico
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10.2. Tabla 1a. Nombre, estructura y abreviaturas uno y tres letras para los 20
aminoacidos

Aminoécido Estructura Aminoécido Estructura
O
e CH; O
Alanina OH Isoleucina HSC\/:\‘)LOH
(A, Ala) NH; (lle, 1) NH,
0
Acido OY%OH Leucina
Aspartico OH NH, (Leu, L)
(Asp, D)
Acido O 0 Lisina
Glutamico HOWOH (Lys, K)
(Glu, E) NH;
NH 0 o
Arginina PR /\/ﬁ)j\ Metionina
HoNT N OH
(Arg, R) H (Met, M)
NH,
Asparagina
harag HoN )
(Asn, N) Prolina
(Pro, P)
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O
Cisteina H.N Serina
2 \.)J\OH
(Cys, C) - (Ser, S)
~ *
H -
S NH, H
o OH O
Fenilalanina o Treonina HsC OH
(Phe, F) (Thr, T) NH
NH, 2
O 0]
. o Hoo Lo
Glutamina H,N OH Tirosina N—e—c
W H CH, OH
(Gln, Q) 2 (Tyr,Y)
OH
H
Glicina oL M Triptéfano
,C—C—N_ HN
(Gly, G) HO |l| H (Trp, W) =
0
HoN
OH
CH; O
Histidina Valina HsC OH
(His, H) (val, V) NH,




10.3. Marcadores utilizados en la electroforesis
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Marcadores de proteinas para electroforesis tefiidos con azul de coomassie. En A,

marcadores de la casa comercial Benchmark y en B, marcadores de la casa

comercial Promega.

~ & 60
e  5p Resaltador

« 40

« 30
« 25

B BN

¢ 20 Resaltador

« 15
| —
w— 10
| —
A. Separacion enun gel B. Separacion en un gel de gradiente de 4-20 %
al 12 % poliacrilamida poliacrilamida

Marcador para electroforesis utilizado en Western
ladder,blue marker mix), gel de 12 % de poliacrilamida.

Peso molecular

Proteina {KDa) —
Miosna 208 —
Fosforlasa B 114 E—
BSA 812

Ovoabimmna 479 —>

anhidrasa carb6nica 315 —
Inhbidorde tripsna 24,8 ’
Lisozima 16,6 — =

Frentedecomda —»

Blot (Benchmark Protein
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10.4. Determinacion de la concentracién de rodopsina en las membranas de
los SEB

La concentracion de la rodopsina en los SEB fue calculada a partir de la
absorbancia obtenida a 500nm vy utilizando su coeficiente de extincibn molar
(e= 40700 M*cm™). Para ello se empled la ecuacion de ley de Beer (Abs= ¢bC), y se
tomo en cuenta el factor de dilucién de la muestra (50ul en 500ul). En consecuencia,

b es el ancho de la celda, el cual es de 1cm 27,

Por ejemplo para una muestra la absorbancia a 500nm fue de 0,300096

B Abs
)

o 0,300096
" 40700 M~lcm~! x 1 cm

=7,3734%x 107 M

__mol g g mg
7,3734 x 107 — x 39007,70 —— = 0,28761= = 0,28761 —
L mol L ml
De acuerdo al factor de dilucién
mg 500ul m
0,28761 —gx a = 2,98761 _g
ml  50ul ml

Para un volumen final de muestra de 3,5 ml

mg
2,98761 ol X 3,5ml = 10,0664 mg



