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La rodopsina es la proteina fotorreceptora de
la retina’~* que pertenece a la superfamilia de
receptores acoplados a proteina G (GPCR)**.
Esta es una de las familias de proteinas
transductoras de sefial mas amplia y de gran
importancia en diversos procesos fisiologicos
celulares. El estudio de los GPCR es cada vez
mas relevante en el campo farmacolégico vy
tiene una significativa proyeccion
biotecnologica en la industria farmace(tica. Se
estima que alrededor del 40% de las dianas
farmacologicas potenciales son GPCR, la
mayoria de ellos con importantes
implicaciones en la investigacion biomédica y
biotecnoldgica (fig. 1). Un ejemplo reciente es
la subfamilia de receptores olfativos que
comprende mas de mil receptores en el raton.
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Fig. 1. Clasificacion bioquimica de las dianas terapéuticas

La mayoaria de hormonas polipeptidicas,
todos los neurotransmisores monoaminas, las
prostaglandinas, los iones como el Ca?*, y ain
estimulos sensoriales como la luz, los olores y
los sabores tienen sus receptores en la
membrana celular del mismo tipo. Estos
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receptores constituyen una superfamilia, con
caracteristicas estructurales y funcionales
comunes. Estos estan compuestos por una
cadena polipeptidica con siete dominios
transmembrana, y los mecanismos de
transduccion de la serial son comunes a todos
ellos, implicando la unién y activacion de una
proteina-G. Es por ello que reciben el nombre

de GPCR (G-protein-coupled receptors) (fig. 2).
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Fig. 2. Todos los GPCR, incluida la rodopsina, comparten la primera etapa
del procesa de activacion, es decir la unién vy activacién de una proteina G
heterotrimeérica. que en el caso de la rodopsina es la transducina (ver texto).

estructural acerca de este GPCR, por ejemplo
en lo referente a disposicion e interconectividad
de las hélices. También se ha podido obtener
informacion detallada del papel de moléculas
de agua en el interior de la proteina'®, En un
trabajo previo se ha realizado un detallado
analisis de las caracteristicas estructurales de la
rodopsina a la luz de estos estudios
cristalogréficos recientes'’. La utilizacion de
técnicas de ingenieria genética para obtener
rodopsinas mutadas recombinantes es de gran
interés en los estudios estructurales y
funcionales de la rodopsina’™.

Activacion de la rodopsina

La luz cuando incide sobre la retina llega
primero a las capas mas externas de ésta, pero
no es hasta llegar a la capa mas alejada, la de
las células fotorreceptoras, cuando inicia las
reacciones de tipo bioguimico que
comprenden el proceso de fototransduccion
visual(fig. 4). Cuando la rodopsina se
encuentra en la oscuridad (ground-state,
estado inactivo), su cromdforo es capaz de
absorber un fotdn de luz, siendo la velocidad y
eficiencia cuantica para esta funcion
excepcionales. El doble enlace ¢is del C,, - C,,
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La amplia distribucion
de GPCR en los
eucariontes e incluso en
archaebacteria ha
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datos enorme -y en
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estructura cristalina de la
rodopsina a 2.8 A®%, y a
partir de aqui se ha
conseguido obtener una
amplia informacién
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Fig. 3. Las distintas subfamilias de la familia de los GPCR. Estas se caracterizan por
tener distintos sitios de unién del ligando. La rodopsina visual pertenece a la familia
la que se caracteriza por tener el sitio de union del ligando, el 171-cis-retinal en el
caso de la rodopsina, en la regidn transmembranal.
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Fig. 4. Direccion de entrada de la luz en la retina. Las células
fotorreceptoras (conos v bastones) se encuentran en la parte mas
alejada de la retina de esta entrada de luz.

del retinal es fotoisomerizado a su
conformacion trans con la consiguiente
desprotonacion del enlace de Base de Schiff
(fig. SA). Asi, la rodopsina fotolizada cambia a

su estado activo Metarrodopsinall (Metall) v
ambos estados pueden distinguirse en el
laboratorio ya que son espectralmente
distintos (fig. 5B). Antes de llegar a la
conformacion de Metall la rodopsina pasa a
través de una serie de fotointermediarios

(fig. 6) que sélo son estables a muy baja
temperatura, y a temperatura ambiente el
paso de rodopsina a Metall es practicamente
instantaneo™. La rodopsina activada se acopla
a la proteina-G heterotrimérica (transducina)
con el consiguiente intercambio de GTP por
GDP. Esto dispara una cascada de reacciones
enzimaticas que producen la hiperpolarizacion
de la membrana de las células fotorreceptoras,
generando eventualmente un impulso nervioso
que se transmite al cerebro.

El estudio de la interaccion entre la
rodopsina y la transducina en el proceso de
activacion es de vital importancia para
comprender las bases moleculares de la
vision. Para comprender las bases
estructurales de este mecanismo de activacion
seria necesario disponer de la estructura
cristalina del complejo Metall-transducina.
Esto de momento no ha podido conseguirse,
debido a la gran dificultad de obtener
cristales de la forma activada de la rodopsina,
la conformacion Metall que se obtiene
después de iluminar. Una alternativa en este
caso seria obtener la estructura cristalina de
una rodopsina mutada que sea
constitutivamente activa, es decir que tenga
una mutacion gue
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Fig.6. Distintos fotointermediarios a través de los que pasa la rodopsina después de absorber un fotdn de Juz hasta llegar a
la forma activa Metarrodopsinall y posteriormente pasar a opsina y todo-trans-retinal fibres a través del intermediario

Metarrodopsinalll o bien directamente.
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haga que sea activa en ausencia de luz y de
retinal (aunque esto tampoco por el momento
ha podido obtenerse). La transducina por su
parte, en cambio, si ha podido ser cristalizada
y se ha descrito el tanto en el estado activado
como en el inactivado mediante cristalografia
de rayos X'"''%, La figura 7 muestra los
modelos de la transducina, concretamente el
de la subunidad « de esta proteina
heterotrimérica con el nucledtidode gunaosina
unido (GTP o GDP segln sea su estado). La
figura 7B muestra un detalle de la zona
catalitica de la subunidad « de la transducina
en el gue puede observar mejor la unién del
nucleodtido.

GDP and GTP-bound G,

Fig. 7. Modelos de la estructura tridimensional de ja
subunidad « de la ansducina, que es la que
interacciona con la rodopsina. En Iz figura B se muestra
un detalle del dominio catalitico de esta proteina donde
se produce la hidrolisis del GTP a GDP a través de la
actividad GTPasica intrinseca de esta proteina.

Tal y como se ha dicho anteriormente uno
de los retos es conocer los detalles moleculares
de la interaccion entre la rodopsina y la
transducina y diversos grupos de
investigadores estan trabajando para obtener
mas datos en este sentido. En cualquier caso se
han propuesto diversos modelos de la

726

interaccion de ambas proteinas como el
mostrado en la figura 8. En esta interaccion el
extremo C-terminal de la rodopsina debe
producir un cambio conformacional, como
resultado de la fotoactivacion, con la finalidad
de permitir la exposicion de las zonas del
dominio citoplasmatico claves en esta
interaccion. En la actualidad se sabe que estas
zonas son los bucles citoplasmaticos 11 y 111 asi
como la octava hélice en el dominio
citoplasmatico por lo que respecta a la
rodopsina. En la transducina se ha visto que
diversos residuos del extremo C-terminal de la
subunidad « son criticos para esta interaccion.
Se postula una interaccién de algunos de estos
residuos con los aminoacidos Glu-134 y Arg-
135 del extremo citoplasmatico de la hélice Il
de la rodopsina. Asimismo cada vez parece
mas evidente que el complejo de las
subunidades 3 y v juega un papel regulador de
la interaccion entre la subunidad « de la
transducina y la rodopsina.

En estos modelos propuestos la subunidad
alfa de la transducina, y en particular algunos
de sus aminoéacidos especificos como la Leu-
349 y Cys-347°%' parecen jugar un
importante papel en la interaccién rodopsina-
transducina.

Fig. 8. Modelo de la interaccion de la rodopsina y la
transducina (compuesta por las tres subunidades o, By
v). Notése que la subunidad implicada en el reconoci-
miento fisico de la rodopsina es la subunidad «,
particularmente su extremo C-terminal que se encuentra
miristoitaclo, Otras modificaciones postranslacionales
coma la farnesilacion o la palmitoilacidn en el extremo
C-terminal de la rodopsina son importantes para facilitar
la interaccion de ambas proteinas al proporcionar el
necesario anclaje a la bicapa lipidica.
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Perspectivas en el estudio de los
GPCR a partir del modelo de la
rodopsina

La dificultad en la obtencién de cristales de
estos receptores de membrana ha hecho que
no se conqciera su estructura atdmica y esto
se ha traducido en que el avance en el diseno
y obtencion de ligandos especificos con
actividad farmacolégica sea lento. La reciente
obtencion de la primera estructura cristalina
de un miembro de la superfamilia, en este
caso de la proteina fotorreceptora de la retina
rodopsina a 2.8 A de resolucién, ha abierto
nuevas expectativas en los estudios de
estructura-funcion en esta familia de
receptores. El conocimiento de la estructura
de la cavidad o bolsillo de unidn del ligando,
asi como del mecanismo detallado del
proceso de interaccion con la proteina G, y su
consiguiente activacion en el proceso de
transduccion de senal, es de vital importancia
para el desarrollo de moléculas con actividad
farmacologica'®. En particular este
conocimiento es basico para poder entender
el mecanismo molecular de las enfermedades
degenerativas de la retina. y en particular de
la retinosis pigmentaria.
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