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Se evalud la posibilidad de predecir una probable estructura secundaria para el Re-
ceptor Opioide Kappa 2 humano tomando como base la secuencia de aminodcidos
del Receptor Opioide Kappa 1 humano. La estructura predicha mostré ser compati-
ble con los datos que se poseen acerca de este tipo de receptores. Con esta prueba
inicial, el proyecto que tiene como objetivo principal disefiar un andlogo proteico
para el Receptor Opioide Kappa 2 humano, ha mostrado el nivel minimo de viabili-
dad necesario para ser continuado.
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INTRODUCCION

La posicién de Colombia como el mayor productor de cocaina del mundo, hace que
corramos el riesgo de transformarnos, al igual que algunos paises africanos, en vic-
timas de su consumo. El oeste y el sur de Africa se han convertido no sélo en puntos
importantes para el transbordo de sustancias psicoactivas, sino también en dreas de
creciente consumo local de cocaina y heroina. En Sudéfrica, por ejemplo, ha habido
un aumento del trafico y la adiccién al “crack” y la cocaina, mientras que Cabo Verde
experimenta una adiccién en aumento como efecto secundario del trifico. Como
agravante al problema, la crisis econémica que atraviesan los paises africanos, centro
y suramericanos estimula atin mds la produccién y el consumo de estas sustancias.
Sin embargo, esta es una situacion que comenzamos a compartir con otras regio-
nes del planeta: la propagacién répida de cultivos ilicitos, tréfico y consumo en los
paises del centro de Asia, Kasajstdn, Kyrgistan, Tayikistdn, Turkmenistdn y Uzbekistan
y el Cducaso. Kasajstén tiene la tnica regién del mundo en donde la marihuana crece
en forma silvestre (aproximadamente 3’000.000 de hectdreas) y podria convertirse en
fuente importante de marihuana traficada ilicitamente (JIFE, 1999).

La cocaina es una de las drogas adictivas mds potentes. Una vez que una persona ha
probado la cocaina, no puede prever ni controlar hasta qué punto seguird usindola.
Las principales formas de administracién de cocaina son la aspiracién o inhalacién,
la inyeccién y el fumar (incluso cristales de cocaina y crack). Varios estudios indican
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que al parecer, el uso compulsivo de cocaina puede verse acelerado si la sustancia
se fuma en lugar de absorberse por via intranasal. El fumar permite que dosis extre-
madamente altas de cocaina lleguen al cerebro muy rdpido y produzcan un estimulo
intenso e inmediato (NIDA, 2000b).

La Dopamina fluye desde la neurona presindptica a la sinapsis para formar un nexo
temporal con un receptor en la membrana postsindptica y asi transmitir una sefial entre
las dos neuronas; normalmente la Dopamina se evacta de la sinapsis al ser recaptada
por la neurona presindptica, como resultado de la accién de “transportador” cuyas
moléculas se localizan sobre la superficie de la neurona presindptica. Los efectos de la
cocaina se originan en su accién sobre la permanencia de la Dopamina en las sinapsis.
La Dopamina es un neurotransmisor, una sustancia quimica que lleva mensajes desde
una neurona a otra o desde una regién funcional del cerebro a otra. Este neurotrans-
misor se encuentra asociado con el movimiento del cuerpo, la conciencia, el raciocinio,
la capacidad de emitir juicios, la motivacién y el placer y se libera como parte del
sistema de recompensa del cerebro y tiene que ver con el estimulo que caracteriza
el consumo de cocaina (NIDA, 2000a; Volkow et al., 1997). La cocaina se une a la Pro-
teina Transportadora de Dopamina, bloqueando de esta forma, |a recaptacién del neu-
rotransmisor y aumentando los niveles sindpticos de Dopamina; este incremento en
la concentracién de Dopamina en el espacio sindptico seria el responsable de una
constante estimulacién de la membrana postsinaptica, conducente al desarrollo de la
euforia observable en las personas que consumen este alcaloide (Volkow et al., 1997).

Existe una fuerte tendencia hacia la bisqueda de posibles tratamientos farmacols-
gicos para el control de la dependencia generada por la cocaina y otros alcaloides.
Algunas investigaciones recientes (Pilotte, 1997; Staley et al, 1997; NIDA, 2000a),
han mostrado que el activar ciertos receptores cerebrales puede ser titil para tratar
el alcoholismo. Los investigadores hallaron que si se activa un receptor especifico
del cerebro, llamado Receptor Opioide Kappa, parece que se reduce la euforia o
sensacién de bienestar producida por muchos alcaloides que causan adiccién, inclu-
yendo el etanol, y la cocaina. Esto implica que si se disminuyen los efectos euféricos
de las drogas también se puede reducir el deseo de ingerirlas.

MATERIALES Y METODOS

El presente informe de avance corresponde a un proyecto que tiene como objetivo
general disefiar un péptido bloqueador para el Receptor Opioide Kappa 2 humano,
como alternativa para el tratamiento de la dependencia a la cocaina. La realizacion
de este proyecto se ha planeado en la siguiente forma:

OBTENER LA ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DEL RECEPTOR KAPPA 2 HUMANO:

Debido a la trascendencia econémica que conlleva la obtencion de un péptido de esta
naturaleza, buena parte de la informacién concerniente al Receptor Kappa 2 huma-
no se encuentra restringida al uso interno de los laboratorios que se hallan tras el
disefio de este péptido, con fines comerciales. Por esto, nos hemos visto obligados
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a enfrentar el problema, prediciendo las estructuras secundarias y terciarias del Re-
ceptor Opioide Kappa 2 humano, en la siguiente forma:

- Seleccionando un Receptor Kappa humano.

- Prediciendo su estructura secundaria a partir de su secuencia.

- Encontrando el sitio mas probable de unién con el ligando.

- Prediciendo la estructura terciaria del sitio mas probable de unién con el ligando.
- Reconstruyendo la estructura terciaria aproximada para este sitio de unién.

- Disefar un péptido que bloquee este sitio de unién.

- Probar el péptido disefiado.

PREDICCION DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA DEL RECEPTOR OPIOIDE KAPPA 1 HUMANO:

Se obtuvo una copia de la secuencia de aminoacidos del Receptor Opioide Kappa 1
humano, a partir de la base de datos llamada Swissprot, empleando para ello el pro-
grama Entrez ubicado en el Centro Nacional para la Informacién en Biotecnologia,
Estados Unidos (NCBI). La secuencia fue comparada contra todas las secuencias
de aminodcidos de las proteinas conocidas, presentes en Swissprot, en busca de las
més parecidas; esta comparacion se hizo con el fin de confirmar la presuncién de que
las secuencias de aminodcidos de los Receptores Opioides son muy similares entre
sf; para esto se empled el programa Blast presente en el NCBI. Se realizé una pre-
diccién por concenso de la estructura secundaria del Receptor Opioide Kappa 1
humano, utilizando el programa |pred2.

RESULTADOS

SECUENCIA DEL RECEPTOR OPIOIDE KAPPA 1 HUMANO:

Se escogié esta proteina debido a que es el unico receptor opioide humano de clase
Kappa presente en el banco de secuencias. Los datos de la secuencia de aminodcidos
y sus parametros derivados son los siguientes:

gi|4505511|ref|NP_000903.1| pOPRK1| receptor opioide, kappa 1
MESPIQIFRGEPGPTCAPSACLPPNSSAWFPGWAEPDSNGSAGSEDAQLEPAHISPAIPVI
ITAVYSWFVWGLVGNSLVMFVIIRYTKMKTATNIYIFNLALADALVTTTMPFQSTVYLMNS
WPFGDVLCKIVISIDYYNMFTSIFTLTMMSVDRYIAVCHPVKALDFRTPLKAKIINICIWLLS
SSVGISAIVLGGTKVREDVDVIECSLQFPDDDYSWWDLFMKICVFIFAFVIPVLIIVCYTLMI
LRLKSVRLLSGSREKDRNLRRITRLVLVWAVFWCWTPIHIFILVEALGSTSHSTAALSSYYF
CIALGYTNSSLNPILYAFLDENFKRCFRDFCFPLKMRMERQSTSRVRNTVQDPAYLRDID
GMNKPV

Nimero de aminoacidos: 380

Peso molecular: 42659.2 daltons

pl tedrico: 7.92

Los alineamientos realizados con Blast nos mostraron que las proteinas mds parecidas
en su secuencia, al Receptor Opioide Kappa 1 humano son los demds receptores opioi-
des, tanto en el humano como en otras especies (datos no presentados).
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PREDICCION DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA:
El resultado final de la prediccion es el siguiente (los ndmeros indican las posiciones

de los aminodcidos):
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DISCUSION

La subdivisién de los receptores opidceos en diferentes grupos, fue propuesta con
base en el hecho de que la nalorfina tiene un efecto antagonista analgésico, a pesar
de poseer un efecto analgésico propio Corbett et al., 1999 concluyé que la analge-
sia producida por la nalorfina era debida a su accién sobre unos receptores
especificos, identificados luego como Receptores Kappa. Pese a su clasificacién,
todos los Receptores Opioides clonados hasta el momento poseen la misma es-
tructura general: tienen el extremo N-terminal localizado hacia la cara extracelular de
la membrana, siete dominios transmembranales y una estructura en forma de cola
que posee el extremo C-terminal y se localiza intracelularmente. Dentro de los
Receptores Kappa, los subtipos Kappa 1 y Kappa 2 se distinguen farmacoldgica-
mente debido a las diferentes especificidades de unién para algunos agonistas
sintéticos, sin embargo, no parecen presentar mayores diferencias en cuanto a la
unién a sus ligandos enddgenos; esta afirmacién es reforzada por hecho de que
todos los Receptores Opioides pertenecen al mismo grupo de receptores: las pro-
teinas G (Corbett etal., 1999).

En un estudio reciente, fue aislado un cDNA humano completo, que codifica el Re-
ceptor Opioide Kappa 1, empleando para ello, el cDNA del Receptor Opioide Delta
del ratén. La organizacién del gen del Receptor Opioide Kappa 1 encontrado en este
estudio, parece ser similar a la del gen del Receptor Delta del ratén, presentando
un limite intrén-exén localizado luego de la posicién de los dominios putativos trans-
membrana 1y 4. El gen para Kappa fue mapeado en las posiciones q11-12 en el cro-
mosoma 8 (Simonin et al., 1995). El producto de este gen, corresponde a la secuencia
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empleada en este trabajo como base para predecir su estructura secundaria. La es-
tructura secundaria predicha nos muestra la posible existencia de siete hélices separa-
das por segmentos de aminodcidos probablemente organizados en vueltas; a pesar
de lo sugestivo de su organizacién, creemos que son necesarios algunos estudios
adicionales que nos permitan predecir la orientacién de estas hélices y la existencia
de dominios transmembranales dentro de la secuencia. Pese a esto, al comparar la se-
cuencia con la prediccién (datos no presentados), se puede ver como la mayor parte
de los aminodcidos alifiticos se hallan presentes en las hélices.

Estos hechos nos llevan a pensar que es posible suponer una alta homologia entre
las secuencias de los Receptores Opioides del hombre y de otras especies entre si
y, por ende, serfa esperable, el hallar que las proteinas mas semejantes en secuencia,
a la del receptor escogido, fueran todas ellas Receptores Opioides, tal y como lo
muestran los resultados de los alineamientos obtenidos con Blast. De ser cierta esta
apreciacién, serd posible acercarse a la estructura terciaria del Receptor Opioide
Kappa 2 a partir de la secuencia del Receptor Opioide Kappa 1.

CONCLUSIONES

Las semejanzas funcionales y de secuencia, existentes entre los Receptores Kappa
se pueden ver manifestadas como parte de la explicacién de los resultados obtenidos
al comparar la secuencia del Receptor Opioide Kappa 1 con las secuencias de las de-
mds proteinas conocidas.

Una primera aproximacién a la busqueda de una molécula proteica que se una
al Receptor Opioide Kappa 2 humano, nos ha permitido caracterizar la posible
estructura secundaria de un receptor homélogo a él. La estructura predicha parece
corresponder a la organizacién general de los aminodcidos que integran los Recep-
tores Opioides. Es necesario realizar otros anilisis y predicciones para corroborar
la afirmacién anterior, asi como para enriquecer los detalles estructurales del receptor
investigado.
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