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La rodopsina es un fotopigmento
localizado en las membranas discoidales
de los fotorreceptores de la retina de los
vertebrados que desempena una funcion
central en el complejo fenémeno de la
vision. Determinadas alteraciones en su
estructura, como consecuencia de
mutaciones genéticas, son responsables de
la aparicion de ciertas patologias
retinianas y disfunciones visuales, como la
ceguera nocturna y la retinosis
pigmentaria, entre otras. El conocimiento
de como estas alteraciones, que afectan
tanto la estructura como la funcionalidad
de la rodopsina, conducen a la muerte de
las células de [a retina, es un prerrequisito
basico para el desarrollo de terapias
efectivas contra estas enfermedades.
Recientemente, la obtencién de la
estructura tridimensional de la rodopsina
a 2.8 A de resolucién mediante
cristalografia de rayos X, constituye un
hito que sera clave para profundizar en el
conacimiento de los procesos moleculares
fisiolégicos, tanto normales como
patoldgicos, en los que la rodopsina se ve
involucrada.

Palabras clave

Rhodopsin is the photopigment located in
the disk membranes of the photoreceptors
cells in the vertebrate retina which plays a
key role in the complex phenomenaon of
vision. Structural modifications in
rhodopsin, as a consequence of genetic
mutations, are responsible for certain
retinal diseases like Retinitis Pigmentosa
and Congenital Stationary Night Blindness.
A detailed understanding of how this
alterations, affecting both the structure and
function of rhodopsin, lead to
photoreceptor cell malfunction and death,
is a basic requirement for the development
of effective therapies for these diseases.
The recent report of the crystal structure of
rhodopsin at 2.8 A resolution, by means
of X-ray crystallography. is an important
step towards the unraveling of the
physiological molecular processes, both
normal and pathological, in which
rhodopsin is involved.

Rodopsina. Pigmento visual. Estructura tridimensional. Fotorreceptor.
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Descripcién de la rodopsina * Dominio citoplasmatico: corresponde al
extremo C-terminal. Este dominio es el lugar

donde se acopla la proteina G para producir la

La rodopsina es una glucoproteina transduccion de la senal luminosa durante el
monomérica integral de membrana que forma proceso de la vision.
parte de una superfamilia de proteinas e Dominio transmembrana: Consta de
denominada receptores acoplados a proteinas G siete hélicesa que atraviesan
o GPCR (G-protein coupled receptor)'. La perpendicularmente la membrana celular.
rOdOpSina se localiza en los bastones de la Sus interacciones con los componentes
retina. Se trata de una cadena polipeptidica de hidrofébicos de la membrana de los discos
348 aminoacidos con un peso molecular de de las células baston de la retina (colas
aproximadamente 40 KDa. La rodopsina se hidrofébicas de los fosfolipidos) generan una
pliega en siete hélices transmembrana unidas disposicion en forma de barril,
por lazos?. La lOﬂgitLJd de las hélices varia entre encontrandose en su interior el retinal (] ;=
19 y 34 aminoacidos, ademas posee una cis-retinal) el cual absorbe la luz y se
pequena hélice no integrada en la membrana y isomeriza a la forma todo-trans-retinal
que se localiza en el lado citoplasmatico, hacia iniciandose el proceso visual.
el extremo C-terminal. Cada hélice muestra o Dominio extracelular o intradiscal:
angulos de inclinacion y torsiones internas Corresponde al extremo N-terminal donde se
caracteristicas que originan estructuras que no encuentra dos lugares de glicosilacion. En este
se ajustan al modelo estructural de hélice alfa dominio existe un puente disulfuro (-S-S-)
estandar. La rodopsina consta estructuralmente entre dos residuos de cisteina que modula la
de tres dominios diferenciados (fig. 1): actividad de la rodopsina.

Dominio

Loonom vV e

W \W ‘00¢ ?XPAVQSTETKSWTSAE

SR N
B .. o, .
1 N LP U V‘VFT._ Eﬁ VIF ”KEVAE, N P AR
vTY Yy [|1E"Y N S5 vleTVR T T3
{LTL LI LA H A GQL RVM | M §§
N 22
Dominio
transmembranal
2]
Dominio
intradiscal

Fig. 1. Esquema general de la estructura secundaria de la rodopsina bovina: Mayoritariamente se trabaja con ésta debido
a que es de mas facil obtencidn que la humana, o que no impide que los resultados sean extrapolables al tener un
altisimo porcentaje de homologia en sus secuencias, Aungue no se representan las hojas B. este diagrama muestra de
forma lineal las sicte hélices transmembranales de las que consta la proteina (H-1 hasta H-VIl), asi como la octava (H-
VIlI) que es citoplasmatica. También vienen representados en rojo algunos residuos importantes de los que se trata en el
presente articulo. La proteina consta de diferentes zonas en cada dominio; asi el dominio citoplasmatico consta de tres
lazos que unen las hélices transmembranales, denominados C-1, C-Il y C-11l. y del extremno carboxilo. El dominio
intradiscal o extracelular, comienza por el extremo amino ( que consta de cuatro zonas: la azul que forma una hoja B de
dos hebras antiparalela, B1 y B2, la verde denominada 53, la fucsia 54 v la parpura S5) y otros tres lazos que también
unen las hélices transmembranales, denominados E-, E-If, E-li.
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Estudios precedentes
en la caracterizacion estructural
y funcional de la rodopsina

Difraccién de electrones, difraccion de
rayos-X y resonancia magnética nuclear
(RMN)

Existen tres métodos para determinar la
estructura terciaria y cuaternaria de una
proteina: la resonancia magnética nuclear
(RMN), la cristalografia con difraccion de
rayos-X, y la criomicroscopia con difraccion de
electrones®. El inconveniente de la técnica de
RMN es en la actualidad su baja resolucion
para determinar la estructura de proteinas
mayores de 35 KDa. La cristalografia con
difraccion de rayos-X necesita, en primer lugar,
cristales con un alto grado de ordenacién, lo
cual implica una gran dificultad en el caso de
las proteinas de membrana (como es el caso
de la rodopsina). Este problema es debido a
las fuertes interacciones hidrofébicas presentes
en la proteina y a la necesidad de trabajar en
presencia de detergentes. Sin embargo, con
este método se ha determinado la estructura
de algunas proteinas como la citocromo C
oxidasa, aunqgue se han debido utilizar
detergentes para solubilizar la membrana
celular.

Finalmente, la criomicroscopia con difraccion
de electrones produce imagenes que se
obtienen de promediar varias imagenes
independientes. Para la proteinas de
membrana se ha utilizado esta técnica con
algunas variaciones; asi, la difraccion de
electrones puede realizarse utilizando cristales
bidimensionales. los cuales son obtenidos con
menor dificultad que los cristales
tridimensionales utilizados en los métodos
cristalograficos con difraccion de rayos-X.

Estudios estructurales utilizando
mutagénesis

La introducciéon de mutaciones en la
rodopsina ha permitido identificar
determinados residuos o regiones de la
proteina que son claves e imprescindibles para
su funcionamiento. Con las mutaciones
inducidas por delecidn se pueden eliminar
fragmentos relativamente extensos de la
proteina, mientras que con las mutaciones
puntuales se puede determinar la importancia
de determinados residuos en las interacciones
electrostaticas, como por ejemplo los puentes
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de hidrogeno. enlaces covalentes (como
puentes disulfuro): es decir, se puede
establecer el nivel estructural o estérico de un
determinado residuo en la proteina.

Asi por ejemplo, mediante estos estudios se
han determinado, en el dominio intradiscal o
extracelular, las mutaciones qgue afectan al
correcto plegamiento de la proteina®. En
general, se acepta que el extremo N-terminal
esta implicado en el correcto plegamiento de
la molécula de rodopsina. y en su
procesamiento celular (translocacion al
interior del reticulo endoplasmatico.
integracion en la membrana. transporte
vesicular, etc.). En el dominio citoplasmatico
se han establecido los lugares de unién de
transducina. Mediante el estudio mutaciones
puntuales se han descrito las bases
moleculares de enfermedades como la
retinosis pigmentaria y la ceguera nocturna’®.

Descripcién general de la estructura
tridimensional de la rodopsina

Estudios recientes de cristalografia y
difraccion de rayos-X utilizando cristales
tridimensionales han permitido determinar la
estructura tridimensional de la rodopsina®. La
rodopsina presenta una estructura elipsoide, y
el dominio transmembrana se determina
trazando un plano paralelo a la membrana
donde los residuos externos cambian de
hidrofébicos a polares. El dominio helicoidal
constituye mas del 50% del total de la
proteina tal como se ha visto mediante
espectroscopia infrarroja’. Se ha observado
gue la region de las «-hélices forma un
cilindro eliptico de aproximadamente 41 A de
altura (fig. 2). Otra caracteristica es la
presencia de una octava hélice citoplasmatica
anclada a la membrana por dos cisteinas
(Cys*2 y Cys**¥) palmitoiladas que insertan sus
cadenas hidrofébicas dentro de ella.

En los cristales que han permitido
determinar la estructura tridimensional de la
rodopsina se han visto interacciones entre la
proteina y cationes divalentes como el Hg?= v
el Zn’*. Esto es interesante ya que se ha
propuesto que ciertos tipos de degeneracion
retiniana estan relacionadas con la presencia
de Zn?* en la retina. Recientemente, en
nuestro laboratorio hemos observado que el
Zn**, y a diferencia de otros cationes
divalentes como el Ca’*, tiene un efecto
especifico en algunos parédmetros estructurales
y funcionales de la rodopsina®.
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Fig. 2. Modelo tridimensional de la rodopsina. En este esquema se representa un modelo de la estructura tridimensional
de la proteina. en la que se diferencian las hélices (rojo). y las dos estructuras en forma de hojas antiparalelas de dos
hebras (amarillo). También pueden observarse los lazos que conectan las hélices transmembranales (H-1 - H-VII). Se puede
apreciar la ubicacion del croméforo (11-cis-retinal) en la molécula (bolas amarilias).

Dominio transmembrana

La rodopsina posee siete hélices
transmembrana (H-| a la H-VII). La H-VII contiene
a la Lys** donde se une el 11-¢is-retinal formando
una base de Schiff protonada (fig. 2).

Las hélices transmembrana (H-I, H-1V, H-V| y
H-VII) poseen residuos de prolina, los cuales
actuan a modo de bisagra introduciendo una
torsion en estas hélices. Sin embargo, este
hecho so6lo afecta principalmente a las hélices
H-VI y H-VII, que presentan una forma
irregular que coincide con el entorno de la
Lys**¢ que une el 11-cis-retinal.

Varios residuos del dominio
transmembrana son importantes para la
formacion de la estructura correcta de la
proteina. El residuo Tyr’?* es muy conservado
en los GPCR. y el anillo fendlico de este
residuo cubre parcialmente el espacio entre
la hélice H-V y H-VI. Cerca de la superficie
citoplasmatica los residuos Lys***, Lys**® y
Arg?*? de la H-VI forman una regioén basica
cuya funcion no ha sido establecida adn,
pero se presume un rol importante en la
funcion de la rodopsina.

Las torsiones de las hélices son de gran
importancia porque exponen las cadenas
laterales de determinados residuos
pertenecientes a diferentes dominios y
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hélices de la proteina, haciendo que se
localicen lo suficientemente cerca para que
puedan interaccionar. Esto puede cbservarse
en la estructura tridimensional, con lo que
pueden predecirse interacciones entre
residuos que a priori no podrian identificarse
conociendo sélo la estructura secundaria. es
decir la secuencia lineal de aminoacidos y
sus estructuras locales. Algunas de estas
interacciones son cruciales para la funcion de
la rodopsina. Ademas, se ha observado en
un analisis global, que la rodopsina tiene
muy poca asimetria respecto de la
membrana: es decir. que tanto un lado como
otro de la membrana tienen caracteristicas
semejantes.

Dominio citoplasmatico

Este dominio comprende el extremo
C-terminal. la H-VIIl y tres lazos (C-1, C-Il. y C-1lI)
que unen las hélices transmembrana. Los
residuos del extremo C-terminal son los mas
expuestos de la proteina y podrian ser los
responsables de su transporte hasta la
membrana externa de la célula de la retina®,

La region C-lIl varia considerablemente entre
los GPCR. por lo que se cree que podria ser
critica para la especificidad en la activacion de
la proteina G.
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La hélice citoplasmatica
(H-VIII) es importante

porgue contiene la region
de interaccion con la

Cys'® ,ubicada en la
hoja Bintradiscal

transducina, primera de
las proteinas involucradas
en la cascada del ciclo
visual. En esta hélice se
encuentra una secuencia
altamente conservada en
los GPCR: NPXXY (X indica
aminoacido variable). Esta
hélice es de caracter
anfipético. y tiene las
cadenas laterales de los
aminoacidos polares hacia
el exterior, dejando un
nicleo hidrofébico de
residuos apolares en el
interior. Otra caracteristica

Cys'' perteneciente
a la hélice H-1II

es que el extremo C-
terminal no cubre toda la
superficie del cilindro por
lo que la superficie
potencial de la cara
citoplasmatica es mucho mayor. La implicacién del
extremo C-terminal (residuos 324-348, figura 1)
en la funcionalidad de la rodopsina atn no ha
sido claramente establecido.

Dominio extracelular

La region extracelular corresponde al
extremo NH _-terminal y a tres bucles o lazos
denominados: E-1, E-Il, E-lIl (fig. 1). En el
extremo NH -terminal se puede diferenciar
cinco zonas gue se denominan:

*B1 y B2: esta zona es una lamina B de dos
hebras antiparalelas. El dominio se establece
desde la Gly* hasta Pro'?.

« S3: corresponde a la Phe'® y Ser's.

* $4: desde Asn'® hasta Pro?. Los residuos
de Asn? y Asn'® estan unidos a oligosacaridos.

* S5: desde Pro?” hasta Pro*,

El lazo E-ll se pliega hacia el interior de la
proteina, quedando justo debajo de H-IV una
lamina antiparalela desde los residuos Arg' ™
hasta Asp'®® (regiones 33 y f4). Ademas p4
queda justo debajo del 11-cis-retinal y forma
parte de la hendidura que tiene como funcién
acomodar al cromofora. E-1l 'y H-IIl estan
unidos por un puente disulfuro entre Cys''®y
Cys'®. Este enlace estd muy conservado entre
los GPCR (fig. 3).
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Fig. 3. Vista inferior de la regién intradiscal donde se ubica el puente disulfuro: Se
observa en esta representacion el enlace entre dos cisteinas, una de ellas en una hoja p
de la region intradiscal, v la otra ya en el comienzo de la hélice transmembranal H-Il1.

Algunos aspectos estructurales
concretos importantes en la
rodopsina

Puente disulfuro entre Cys''°-Cys'®’

Este tipo de enlace estda muy conservado en
todos los GPCR. El puente disulfuro Cys -
Cys'®" establece una union entre el lazo E-ll y
la hélice H-HII (fig. 3). Estudios con mutantes
han demostrado que la formacion de este
enlace en etapas tempranas de la sintesis y
maduracién de la rodopsina es fundamental
para su funcionalidad™®. En general,
mutaciones en la region intradiscal que
interfieren con la foymacion del puente
disulfuro inducen la pérdida de funcion. Se
han descrito mutaciones del puente disulfuro
que afectan el transporte o la translocacion a
través de la membrana del reticulo
endoplasmatico a la membrana celular, al nivel
de expresion del gen y transporte de la
rodopsina, v a la capacidad de regeneracion
con 11-cisretinal para formar un pigmento
estable.

Base de Schiff e interaccién entre Lys**®
y Glu'

Lys?¢ y Glu ''* son dos residuos clave en la
estructura y el mantenimiento de la
conformacion inactiva de la rodopsina. En la
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forma inactiva (metarrodopsina II: MIl) el
Glu'" se encuentra desprotonado y cargado
negativamente. La funcion del Clu''? es
mantener la estabilidad de la base de Schiff en
la oscuridad.

La inestabilidad de la base de Schiff puede
producirse al isomerizarse térmicamente el
croméforo y formarse consecuentemente
metarodopsina-1l. Cunado esto se produce en
algunos mutantes de rodopsina, éstos resultan
ser constitutivamente activos. es decir activos
incluso en la ausencia del croméforo 11-¢is-
retinal y sin estimulo luminoso. También se ha
demostrado que la ruptura de la interaccion
entre Lys**® y Glu'" produce actividad
constitutiva; en este sentido, mutantes que
reemplazan estos residuos por residuos neutros
originan opsinas activas.

Los residuos Gly*® y Thr* en la H-Il se
encuentran cerca del Glu'™ de la hélice H-lll.
Su importancia se ha establecido en mutantes
como G90D y T94! que estan relacionados con
la enfermedad de la ceguera nocturna. Estos
mutantes compiten con el Glu''* por el protén
de la base de Schiff generando una
conformacion parcialmente activada que
estaria en la base de su actividad constitutiva.

Secuencia de interaccion
con la transducina

A nivel de la hélice H-1ll, se produce una
pequena desviacion de la estructura helicoidal
regular en los residuos Glu'**, Arg'** y Tyr'*,
Esta region queda rodeada por aminoacidos
hidrofébicos de otras hélices y lazos (C-1I, H-11,
H-V y H-1V). El motivo E(D)-R-Y, muy
conservado en la familia de GPCR. tiene una
gran importancia en la interaccion con la
proteina G. tansducina.

El residuo Glu'** es importante para
obtener el estado activo de la MIl, conocido
como MII-b"", Para conseguir este estado
(MII-b) es fundamental la protonacién del
Glu™<. Esto podria originar la ruptura del
puente de hidrogeno que se establece entre
el Glu'* y Arg'*. En la actualidad. se
propone que la Gltima consecuencia de la
fotoisomerizacién del croméforo seria la
ruptura de una red de puentes de
hidrogeno. lo cual permitiria el cambio
conformacional de la rodopsina para
adoptar su conformacién activa. El estado
Mll-a se corresponde a un estado donde el
Glu'* no se encuentra protonado; por lo
tanto. Mll-a seria funcionalmente un estado
inactivo (fig. 4).
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Fig. 4. Secuencia de cambios en la carga de aminodcidos
importantes en la activacion de la rodopsina. La
protonacion de los residuos de acido glutamico Glul13 y
Glul14 se han visto esenciales para llegar a una
conformacion activa de la rodopsina (E es Glu, BS es
base de Schiff y H un atomo de hidrégeno).

La importancia de estos residuos en la
activacion-inactivacion de MIl fue demostrado
mediante mutantes portadores de residuos
neutros: estos mutantes también permitieron
establecer que los residuos con carga negativa
estabilizan el estado inactivo, y que mutantes
del Glu''? y Glu'** poseen cierta actividad
constitutiva, aunque pueden fotoactivarse
después de su regeneracion con 11-cis-retinal.

Otros residuos con una importancia aparente
son los residuos Gly'?® y Gly'*, los cuales
participan en el movimiento que acompana al
cambio conformacional que se produce
cuando la rodopsina adquiere la conformacion
activa, después de la protonacion del Glu''*.

El croméforo 11-cis-retinal

La configuracion del retinal en la base de
Schiff 11-cis. La posicion del anillo -ionona
hacia el lado citoplasmatico de la proteina,
establece que este anillo se encuentre cubierto
principalmente por los residuos de las hélices
H-1l1 y H-VI. El anillo del Trp*** se encuentra
cerca del grupo metilo del carbono 13 del
retinilideno, esto es muy importante porque la
pérdida de esta interaccion produce un
mutante con actividad constitutiva.

Desde el anillo del retinilideno hasta su C, .,
el croméforo se extiende en paralelo a la hélice
H-11I, y las cadenas laterales de esta hélice
forman un bolsillo donde se acomoda el
cromoforo. El anillo del retinilideno dispuesto
en su bolsillo también es rodeado por las
cadenas laterales de las hélices H-V y H-VI. Los
residuos Phe®’ y Ala ?%°, cercanos al grupo
retinilideno, son supuestamente importantes
porque estos residuos son responsables de las
diferencias de absorcion de la luz entre los
pigmentos rojo y verde en el hombre.

La disposicion de los residuos cercanos a la
base de Schiff es importante para comprender
el mecanismo de la fotoactivacion de la
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rodopsina. La direccion de la cadena lateral de
Lys?* casi paralela al eje longitudinal del
retinal, se establece por las cadenas
hidrofébicas de otros residuos.

Como se observa en la figura S existe un
nimero elevado de interacciones entre el
retinal y las cadenas laterales de los
aminoacidos que lo rodean. Estas interacciones
estabilizan el cromoéforo en su conformacion
11-cis-retinal y evitan las isomerizaciones
espontaneas. Otras interacciones entre cadenas
laterales y el croméforo determinan el maximo
de absorcion en una determinada longitud de
onda de luz. También influyen en la eficiencia
y especificidad de la isomerizacion entre las
conformaciones ¢is y trans del retinal.
Finalmente, algunas interacciones deben
facilitar la transmisién de la sefal durante la
fotoisomerizacion.

analisis de mutantes es una metodologia de
gran interés en la actualidad.

El conocimiento de los mecanismos
moleculares que intervienen en el proceso de
activaciénfinactivacion de la rodopsina
requiere un conocimiento profundo de la
estructura tridimensional de la proteina. Asi,
defectos en la funcionalidad de la rodopsina
pueden ser consecuencia de la introduccion de
determinados cambios en su secuencia de
aminoacidos (mutaciones, deleciones), los
cuales pueden determinar conformaciones
particulares que se logran por las fuerzas de
plegamiento que gobiernan la estructuracion
tridimensional de la proteina. Mutaciones en el
gen que expresa la opsina se han encontrado
en pacientes afectados por enfermedades
como la retinosis pigmentaria o la ceguera
nocturna. Para poder profundizar en el
mecanismo molecular de estas
enfermedades retinianas, y asi
poder obtener nueva luz en los
aspectos moleculares que subyacen
a estas patologias, es necesario
disponer de nuevos datos a partir
del estudio de las relaciones
estructura-funcion de la molécula de
rodopsina. Una consecuencia
importante de estos estudios deberd
ser la posibilidad de abordar en el
futuro aproximaciones terapéuticas
para estas patologias.
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Abreviaturas

-Aminoacidos citados en el texto: Lisina (Lys, K),
Arginina (Arg. R). Asparagina (Asn, N), Tirosina (Tyr, Y).
Cisteina (Cys. C). Prolina (Pro, P}, Clicina (Gly, G).
Treonina (Thr, T). Acido aspartico (Asp. D).

-GDP: Difosfato de guanosina.
-GTP: Trifosfato de guanosina.

-GPCR: G-Protein Coupled Receptor. (Receptor acoplado
a proteina G).

-nm: nanometro = 10 metros

-N-terminal: Extremo del péptide cuyo dltimo residuo
pasee un grupo amino (-NH.) libre.

-C-terminal: Cxtremo del péptido cuyo Gltimo residuo
posee un grupo carboxilo {-COOH) libre.

-RMN: Resonancia Magnética Nuclear.
-Metarrodopsina-1l: MII.
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