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AGRAIMENTS

Al llarg d’aquest temps de Tesi he planificat i realitzat molts experiments, alguns de senzills i
d’altres de més sofisticats; he discutit amb experts en el camp tant en seminaris casolans com en
congressos internacionals; he estat professor de practiques d’alumnes realment bons (amb la
pressié que aixo comporta); he guiat un treball de final de grau i, finalment, he escrit una Tesi que
sintetitza tota la feina feta després de quatre anys d’investigacié en la qual he provat de donar-li
sentit a peces que aparentment semblaven inconnexes... A priori, a aquestes algades de la
pel-licula, res m’hauria d’espantar, oi?...

Doncs no és aixi. En realitat crec que en tot aquest temps no he fet res tan dificil en comparacié
amb el que em disposo a fer ara. Res em fa tanta por com seure davant d’aquest full en blanc, que
porta per titol “agraiments” i mirar de fer-hi front. He estat molta estona (de debo, creu-me quan
dic “molta estona”...) mirant el full completament en blanc i tinc panic de deixar-me gent, deixar-
me moments, o el que és pitjor, de no saber transmetre la gratitud que sento per tots vosaltres, per
haver-me acompanyat en aquest viatge, tant en els bons moments com en els dificils. Sobretot en
aquests darrers, en que és quan es demostra qui hi és de veritat. Al mateix temps, un altre element
paralitzant que em ronda pel cap en encarar 'escriptura dels agraiments, és el factor “per sempre”
que porta impregnat de forma implicita un treball com una Tesi doctoral; 1 és que el que quedi aqui
plasmat, i malauradament també el que no hi quedi, hi sera “per sempre”... Et fas una idea del
nivell de pressio al que estic sotmeés ara mateix, oir... Aix{ que, per siles mosques, aqui va el primer
GRACIES (serveix una mica de comodi, agafa’l ara 1 sent-lo teu, per si després se m’ha oblidat
mencionar-te especificament. Davant de qualsevol tribunal, diré sempre que aquest gracies era
teu).

En primer lloc vull agrair als meus directors de Tesi, 'Enric Isidre Canela 1 la Gemma Navarro per
haver-me guiat en aquest procés i haver fet arribar el vaixell a port; gracies per estar sempre
disposats a parar maquines quan us he necessitat i, sobretot, per confiar en mi. Al Rafa, gracies per
haver-me acollit sempre amb un somriure, pero, per sobre de tot, per tenir les portes obertes del
teu despatx sempre que ho he necessitat i per escoltar 1 valorar la meva opinié quan ens hem
assegut davant d’uns resultats. A la Pepi, la tutora de la Tesi, gracies per oferir-me sempre ajut
quan ’he necessitat i per moure cel 1 terra quan alguna cosa no m’ha sigut favorable. Moltes gracies.
Ala Carme, tot i no haver pogut gaudir dels teus consells i reunions cientifiques durant gaire temps,
gracies per les petites dosis que he tingut, han sigut increibles. Tot un referent. A ’Antoni, gracies
per omplir els matins amb el teu “bon dia, nen!” tan necessari i ensenyar-me que la il-lusié no té
edat. Al Vicent, per oferir-me, quan encara era un estudiant de carrera (si... fa molts anys), la
possibilitat d’entrar al grup i1 sembrar, aixi, la llavor del que esdevindria més tard un doctorat.
Arribats a aquest punt, és bon moment per donar les gracies, també, a tota la gent que em va acollir
en aquells inicis al grup, quan només anava un dia al laboratori 1 ninga recordava que havia
d’apareixer per alla (la historia que ha arribat a mi diu alguna cosa aixi com que sonava el timbre,
us miraveu 1 la frase era “ooh no! Avui venia el David, qué fem? Amb qui el posem?”). Gracies, en tot cas,
per superar la crisi de “que fem? Amb qui el posem?’, obrir-me les portes 1 dedicar tantes hores a
ensenyar-me a moure’m pel laboratori. Gracies, Lucia, Jordi, Marc, Isaac 1 Victor. La vostra
essencia segueix present al laboratori.

Vull aprofitar aquestes linies, també, per donar les gracies als meus companys d’aventura. Al Dani,
amb qui, tot 1 no compartir gaire temps a nivell cientific, si que ho he fet a nivell personal. Moltes
gracies pels consells i per les recomanacions literaries, per fer desapareixer el mal rotllo quan entres
pel laboratori de sorpresa i, sobretot, per mantenir els carrers segurs fent aixi que no tingui cap
altra preocupacio al cap a banda del que suposa tirar endavant la Tesi... A Estefa, per la paciencia



inicial que vas tenir amb mi, quan no sabia caminar sol pel laboratori. A la Vero, estic segur que
s6c capag de guanyar-te en un 400 metres... tot i que les lesions m’han impedit demostrar-t’ho;
queda pendent. A la Patri, per valorar-me en base a les teves propies experiencies. Hem coincidit
poc, pero suficient com per saber amb certesa que seguirem coincidint. A 'Edgar, 'exterminador
de porex, company de laboratori 1 company de pis; la gent posava en dubte que fos bona idea viure
amb algu a qui veus tantes hores als dia, pero tu ho fas facil. Passaran els anys i segur que guardaré
la conviveéncia amb tu com un encert. Gracies per ensenyar-me a viure d’una forma més pausada.
T’entregues al maxim en tot el que fas i ets una persona noble i transparent, no ho perdis mai, aixo.
A la Mar, la persona més pacient del moén, 1 segurament també una de les més fortes. En els
moments dificils saps trobar anims per un somriure i tirar endavant, no saps tot el que he arribat
a aprendre de tu. Que mai et tallin les ales 1 “gue tu curiosidad no desaparezea”’. Gracies per mostrar
sempre interes i estar disposada a donar un cop de ma pel que sigui i quan sigui. A la Mireia. Diu
la llegenda que, en entrar al grup, ens comportavem com rivals. Tots dos sabem que mai va ser
veritat, aixo. No? O potser si... Sempre t'he vist com un exemple a seguir, tant a nivell personal
com a nivell cientific. Gracies per ser la meva complice cada cop que ens hem rigut en el moment
més inoportd. No faré una enumeracié de totes les situacions de riures continguts amb llagrimes
als ulls, ja que igual ocuparia set pagines. Irene (Irenitas, pifita), la sonrisa constante y tu enorme
corazon te hacen indispensable. Hay un antes y un después de tu llegada al grupo (jy también hay
un antes y un después del cuki-beso, ehl), le has dado forma a lo que somos dentro y fuera del
laboratorio. Gracias por el asesoramiento lingtistico realizado en esta Tesis y gracias por estar
siempre dispuesta a dejarlo todo por echar una mano a quien lo necesite. Y por encima de todo,
gracias por abrirme las puertas de tus casas alrededor del mundo: Barcelona, Pefiafiel, Estocolmo,
Salamanca, ... A Inigo, también gracias. Juntos hemos convertido nuestro laboratorio en la zona
nigga mas peligrosa de la ciudad y lo hemos evolucionado hasta llegar a convertirlo en Medellin.
Ha sido un placer compartir laboratorio contigo teniendo asi la posibilidad de tener tanto las
discusiones mas absurdas como las mas apasionantes de la historia, asi como ejercer de escriba
oficial de tu lista negra. Me deja tranquilo saber que tengo cierta inmunidad diplomatica al formar
parte del régimen. Jas, moltes gracies per tota I’ajuda, per estar sempre a punt quan he necessitat
alguna cosa. Vam compartir poiata un temps i va ser una epoca dificil, el teu siudrome de Diggenes
entrava en conflicte amb la meva obsessié pel minimalisme, pero tots dos vam aprendre a
conviure... Bé, en realitat no, no vam aprendre res... Jo segueixo tenint obsessié per no tenir res
sobre la poiata i tu segueixes acumulant trastos per tot arreu. Per cert, suposo que a hores d’ara et
dec molts milers d’euros. Ho sé. Tan bon punt els tingui, t’ho faré saber. Al David, per apareixer
sempre amb un somriure per la porta del laboratori i les converses de cada mat{ entre caixes de
puntes i pots d’eppendorf.

A la Gemma. Tornes a aparcixer aqui, si. Pensaves que ja t’ho havia dit tot? Doncs bé, no has estat
“només” la directora de Tesi sin6 que has estat també una companya de poiata 1 batalles al llarg de
tot aquest temps. Potser necessito un gruix equiparable al d’aquesta Tesi per fer-te els agraiments
que et mereixes. Se’m fa dificil intentar-ho plasmar en quatre linies i que no quedi pobre... En tot
cas, una de les conclusions d’aquesta Tesi és que som les persones més oposades que existeixen al
planeta Terra; crec que ha de quedar constancia d’aquest fet i, ja que no puc posar-ho a 'apartat
oficial de conclusions, ho poso aqui. No obstant, el fet de ser pols oposats, ’hem sabut convertir
en una virtut, ja que ens ha permes saber en tot moment qué necessitava o preferia Ialtre. Moltes
gracies, Gemma. Gracies per apostar per mi quan surava a la deriva, per estimar aquest projecte
tant com jo, per entregar-te més enlla de les possibilitats humanes en cada experiment, en cada
discussié i en cada linia inclosa en aquesta Tesi, gracies per tot el que m’has ensenyat a nivell
cientific, pero, sobretot, gracies per ensenyar-me a veure i viure la vida amb el teu prisma de colors
1 gracies per no desistir en la voluntat de tirar a terra els meus murs de linies grogues i vermelles i
acostar-te, poc a poc, fins la verda. Per tot hi ha una primera vegada i al final ho hem tirat endavant,
eh? Ets el meu principal referent. Ho saps, oi? Rellegint aquest fragment dels agraiments m’he



adonat que he comengat el paragraf dient “companys” de laboratori, perd ben mirant, no em fa
por referir-me a molts de vosaltres com a amics. Ens ha tocat remar junts contra corrent en més
d’una ocasid, i aixo ens ha fet més forts. Hem viscut bé, al sol, perd també hem descobert els
avantatges de "ombra. Vull que sapigueu que tinc la certesa que tot aquest cami no podria haver-
lo fet rodejat de millors persones. Acaba una etapa, pero en les que vinguin en un futur segur que
seguirem ben a prop.

Mragradaria fer referéncia, també, a la gent més nova del laboratori amb qui malgrat haver
compartit menys temps, també han format part de tot aixo, les TFM, Mireia 2.0, Cris, Laura, molta
sort en 'aventura de la ciencia, és un moén apassionant, el que teniu davant; ja heu vist que no tot
és idil-lic, perd que no us faci por encarar-lo, val la pena. Us ho dic de debo, pinky-promise. Y
también a Antonio, nos has ensefiado que la edad no es una barrera para luchar por lo que
queremos. Mucha suerte!

Tampoc vull oblidar tota aquella gent que ha passat pel laboratori més o menys temporalment pero
que, d’alguna manera, han deixat algun record en aquest viatge. Aixi que, m’agradaria donar les
gracies pels moments compartits a la Berta; jugaves en una altra lliga. Vist en perspectiva, una
crack! A la Julia, amb qui espero tornar a coincidir en futurs congressos. I futures aventures. A la
Marta, de qui vaig heretar la poiata i I'escriptori al laboratori; els he cuidat, eh? A tots els TFGs
que heu passat per aqui i d’alguna manera m’heu estressat amb alguna liada o altra; en especial, al
David Corén, amb qui vam fer possible I'impossible, un TFG en la meitat del temps establert. Ets
un artistal

No seria just deixar aqui els agraiments, ja que tot aquesta aventura I’han patit també gent aliena al
grup d’investigacid. Comengant per tots aquells que m’han acompanyat des dels inicis dels temps,
donant forma al que s6c avui dia (per bé o per mal). A “/as gacelas”, per haver estat al peu del cand
tot aquest temps; en especial al Joan. Ha sigut molt motivador que em recordessis practicament
cada dia que el meu sou de becari I'estaves pagant tu amb els teus impostos... pero que si els teus
impostos havien d’invertir-se en alguna cosa, t'alegraves que fos en que jo tirés endavant els meus
projectes. Gracies, de debo.

Vull donar les gracies també als amics que m’emporto dels anys a la facultat estudiant biologia i
que sempre m’han animat a seguir fent ciencia per dificil que pintava, sobretot vosaltres, Marc i
Berron. Tinc la sensacié que som inseparables, malgrat el pas del temps. A la Clara i la Mar, perque
presentar els resultats obtinguts en congressos internacionals és una experiéncia brutal, perd més
quan en fer-ho, a milers de quilometres d’aqui, heu estat al meu costat. Gracies per les peixeres i
per ser-hi sempre. A la Mire, per no perdre mai les ganes de compartir una estona de bar i arreglar
el moén. A la Cris, que no has deixat mai de preguntar com ho porto (i no deixis de fer-ho). Al Dr.
Albert Vallejo, per se l'alegria de la casa i tenir una estona per xerrar malgrat tenir 'agenda més
plena del mén. A I’Olga Casulleras, per haver cregut sempre en les meves possibilitats i per haver-
me fet costat en tants moments d’aquesta aventura. I a ’Olga Ruano, la Laura i la Sandra, 1 tants
altres companys que heu estat a prop.

A la gent del Centre Montserrat-Xavier 1 als DesCentrats, per oxigenar el meu cervell quan
necessitava una pausa. Sobretot a la Cristina, al Pepo 1 a la Clara, que sempre han cregut en mi i
s’han interessat per I'estat de la Tesi, i pel meu estat, en tot moment. I en especial a IElia, per
apostar tan fort (i a cegues) per mi, per ser-hi sempre, en els bons moments i en els no tan bons,
per alegrar-te quan un experiment funcionava i per fer-me veure que quan una cosa no funciona
és només una excusa per seguir jugant i inventar una nova manera d’encarar una incognita. I no
voldria deixar-me d’agrair-te I’ajut bestial i impagable que has fet en la revisié ortografica d’aquest
treball. Gracies.



I per acabar, vull tancar els agraiments donant les gracies a la meva familia, perque tot el que séc
és, en gran mesura, gracies a vosaltres. A la meva avia. Per animar-me sempre a seguir lluitant pels
meus somnis. Ara quan vagis a classe a la universitat (si, va a classe a la universitat!), ja podras dir
oficialment que el teu nét és doctor... que em temo que ja ho feies abans que ho fos, eh?. Als meus
tiets i cosins, gracies per creure en mi i estar sempre disposats a ajudar. Als meus pares, pel suport
incondicional que sempre m’heu donat i per fer-me costat cada cop que he encarat un nou repte.
També us vull donar les gracies per fer cara d’entendre’m quan us parlava d’heteromers de GPCR,
agonistes i antagonistes, fent servir els gots que hi havia per sobre de la taula. I obviament, moltes
gracies per I'esfor¢ economic que heu fet per aplanar-me el cami fins aqui. I a ma germana, vals
molt més del que creus, que mai t’ho facin dubtar. Sense vosaltres no hauria estat possible, res
d’aixo.

I gracies a tu, que has dedicat una estona del teu temps a llegir, o simplement fullejar, aquesta Tesi

(tinc Pesperanga que no t’hagis quedat només als agraiments ja que tot el que hi ha a les seglients
pagines és apassionant).

Gracies.
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CaM
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Bed nucleus of the stria terminalis
Bioluminiscence resonance energy transfer

Calcio

Sensor de calcio calneurona-n
Calmodulina

Canal de calcio dependiente de voltaje
Receptor de canabinoides

Nucleo central de la amigdala
Coelenterazine H

Corticotropin-releasing factor

Receptor de corticotropin-releasing factor
Toxina colérica

Fragmento c-terminal de la proteina fluorescente amarilla

Diacilglicerol
Transportador de dopamina
Dynamic mass redistribution
Receptor de dopamina
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Bucle extracelular
Epidermal growth factor receptor
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Mitogen activated protein kinases
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1. INTRODUCCION

1.1. RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINA G

1.1.1. Caracteristicas generales

Los receptores acoplados a proteina G (GPCR) o de siete dominios transmembrana (7TM)
constituyen el mayor y mas versatil grupo de receptores de superficie celular implicados en
la transduccion de sefial (Gudermann, et al., 1997). Cerca del 2% del genoma humano codifica
para GPCR (Jacoby, et al., 2006, Fredriksson, et al., 2003) dando lugar a mas de 1.000 proteinas
de las cuales mas del 90% se expresan en el Sistema Nervioso Central (SNC) (George, et al.,
2002) conformando asf la mayor superfamilia de proteinas del organismo (Jones-Tabab, et al.,
2016). Los GPCR pueden encontrarse en practicamente cualquier organismo eucariota,
incluidos los insectos (Hill, et al., 2002) y plantas (Josefsson, 1999), indicando que son proteinas
con un origen ancestral. Incluso ha sido encontrada en bacterias una proteina con siete
dominios transmembrana sensible a la luz, nombrada rodopsina bacteriana. No obstante, no
esta claro que esta proteina bacteriana tenga un origen comun con los GPCR de los
organismos eucariotas debido a que no sefializa a través de una proteina G y a que sus
secuencias carecen de homologia (Okada y Palezewskz, 2007).

Los GPCR son activados por una gran variedad de ligandos, tanto endégenos como
exdgenos, entre los que se incluyen hormonas, péptidos, aminoacidos, lipidos, nucleétidos,
iones y fotones de luz. Estos receptores transducen la sefial a través de un gran nimero de
efectores como la adenilato ciclasa, las fosfolipasas o los canales i6nicos entre otros, llevando
a cabo multitud de funciones en el SNC y la periferia, donde controlan procesos biologicos
como la proliferacion, la supervivencia celular, el metabolismo, la secrecion, la diferenciacion,
las respuestas inflamatorias e inmunes o la neurotransmision (Marinissen y Gutkind, 2001,
Gether, et al., 2000). Numerosas enfermedades y desérdenes estan asociadas a mutaciones y
polimorfismos de estos receptores (Rana, et al., 2007), por lo que son diana de un nimero
creciente de agentes terapéuticos. Ha sido estimado que el 40% de los farmacos
comercializados hoy en dia (ILz y Wu, 2016) y casi un 25% de los 200 farmacos mas vendidos
en la actualidad modulan la actividad de los GPCR, actuando como activadores (agonistas)
o bloquadores (antagonistas) (Flower, et al, 1999; Howard, et al., 2001; Marinissen y Gutkind,
2007) (Figura 1).

Biogenic amines Amino acids and ions
Noradrenaline, Glutamate, Ca2+, Lipids
dopamine, GABA LPA, PAF, prostaglandins, leukotrienes, anandamine, S1P

5-HT, histamine,
acetylcholine Peptides and proteins
N '/_- Angiotensin, bradykinin, thrombin, bombesin, FSH, LH, TSH, endorphins

4~ Others

Light, odorants, pheromones, nucleotides, opiates, cannabinoids, endorphins
J G
"

P 5 3 lon channels, Biological responses
PI3K~{, PLC-B, Proliferation, differentiation,
/ adenylyl cyclases development, cell survival,
angiogenesis, hypertrophy,

G-protein-independent cancer

effector molecules

D O © D

GTP GTP GTP GTP Gene expression

Adenylyl cyclases, PLC-B, Adenylyl cyclases, RhoGEFs, Q regulation
inhibition of cAMP DAG, increaseincAMP  Rho x Q
production, Ca?t, concentration

ion channels, PKC \_’/ m //v“
phosphodiesterases, Transcription Nucleus

phospholipases factors

Figura 1. Ligandos endégenos y mecanismos de sefializacion celular responsables de las diversas funciones
biolégicas de los receptores acoplados a proteina G. Extraido de Marinissen y Gukind, 2001.
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1. INTRODUCCION

1.1.2. Arquitectura de los GPCR

Para que una proteina sea clasificada como GPCR debe cumplir dos caracteristicas. En
primer lugar, debe estar constituida por una unica cadena proteica capaz de cruzar siete veces
la membrana plasmatica. Para ello, debe presentar una estructura con siete secuencias de 25-
35 residuos aminoacidicos con alto grado de hidrofobicidad, dispuestos en una estructura de
hélices o que atraviesan la membrana celular. Estas hélices estan conectadas por tres bucles
intracelulares y tres bucles extracelulares, quedando el dominio amino terminal (N-terminal)
orientado hacia el medio extracelular y el dominio carboxilo terminal (C-terminal) hacia el
intracelular, formando asi una unidad que permite que un ligando extracelular ejerza su efecto
especifico dentro de la célula (Figura 2A y 2B). La segunda caracteristica es la capacidad de
esta proteina para interactuar con una proteina G (Figura 2C).

Figura 2. Representacion esquematica del receptor adrenérgico P2. A) Representacion de las 7 hélices o del receptor
adrenérgico 2. B) Esquema de la disposicién de un GPCR en la membrana plasmatica. C) Representacion de la interaccion

entre el receptor adrenérgico B2 (rojo) y la proteina heterotrimérica G (Ga, verde; GP, azul y Gy,amatillo). Extraido de
Cherezov, et al., 2007.

La primera estructura cristalina de un GPCR fue descrita en el afio 2000, cuando se determiné
la estructura cristalina del receptor de rodopsina bovino (Palkzewski, et al., 2000) (Figura 3).
Desde entonces han sido cristalizados otros GPCR (Weis y Kobilka, 2008; Rosenbanm, et al.,
2009) incluyendo el receptor A,, de adenosina (Jaakola, et al, 2008) y el receptor B,-
adrenérgico (Cherezov, et al, 2007). Un afio mas tarde se publico la estructura cristalina del
receptor de opsina acoplado a la proteina G hecho que permitié una mejor interpretaciéon de
los cambios estructurales asociados a la transduccion de sefial (Scheerer, et al., 2008; Park, et
al., 2008). En la actualidad, han sido descritas mas de 100 estructuras tridimensionales de
GPCR y el numero de receptores que son cristalizados no deja de crecer (Shonberg, et al., 2015,
Yin, et al., 2016). El nuevo enfoque en cuanto al estudio de GPCR es el disefio de agonistas
y antagonistas en base a la estructura del receptor. Esto es posible a raiz del avance
tecnolégico de los ultimos afios; estas nuevas estructuras obtenidas mediante técnicas de
rayos-X ofrecen a los investigadores una vision mucho mas detallada acerca de la acciéon de
estos receptores y como los farmacos interaccionan con ellos, ademas, sirve de gufa para el
disefio de nuevos compuestos (Jacobson y Costanzi, 2012; Jacobson, 2015). Estas nuevas
perspectivas referentes al conocimiento estructural de los GPCR han hecho que el fenémeno
conocido como agonismo parcial (bzased agonism) haya evolucionado de un concepto tedrico
de interaccién entre farmaco y receptor a un paradigma establecido que esta teniendo un
gran impacto en el descubrimiento de farmacos (Whalen, et al, 2011; Kenakin y
Christopoulos, 2013). El agonismo parcial describe la habilidad de diferentes ligandos para
estabilizar distintas conformaciones de un receptor determinado, de modo que solo una parte
del posible repertorio de vias de sefalizacién mediadas por dicho receptor son activadas en
detrimento de otras vias (Costa-Neto, et al., 2016; Klein Herenbrink, et al., 2016). Este nuevo
paradigma sugiere la posibilidad de disefiar nuevos farmacos capaces de activar
especificamente unas vias de sefalizacién y no otras, evitando asi posibles efectos
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1. INTRODUCCION

secundarios no deseados (Kfein Herenbrink, et al., 2016), motivo por el cual sera imprescindible
el conocimiento de la arquitectura de los GPCR y de cémo los distintos ligandos modifican
la estructura del receptor.

Figura 3. Estructura cristalina del receptor de rodopsina. A) Representacion de las hélices « del receptor. B) Esquema
de la disposicién del receptor de rodopsina en la membrana. Extraido de Palgewski, et al., 2000.

1.1.3. Clasificacion de los GPCR

Aunque los receptores acoplados a proteina G no comparten una gran homologia en su
secuencia aminoacidica (Kolakowski, et al., 1994; Probst, et al., 1992), han sido clasificados en
diferentes familias segun diferentes sistemas. Uno de los mas clasicos es el sistema
Kolakowski (Kolakowski, et al., 1994) donde los GPCR se clasifican en 6 familias (A-F) segin

su estructura y caracterfsticas genéticas. En la Figura 4 se ilustran las 3 familias mayoritarias.

La familia A, también llamada rhodopsin-like contiene el 90% de todos los GPCR, siendo la
mas grande y la mas estudiada, e incluye a receptores para una gran variedad de hormonas y
neurotransmisores. L.a homologia entre este tipo de receptores es baja y limitada a un nimero
de residuos altamente conservados. Los receptores se caracterizan por tener un tnico residuo
conservado en toda la familia que corresponde a la arginina del motivo Asp-Arg-Tyr (DRY)
en el tercer segmento transmembrana (Fraser, et al.,, 1988) y por tener un puente disulfuro que
conecta el primer bucle extracelular con el segundo. Ademas, muchos receptores tienen una
cisteina palmitoilada en la cola C-terminal que sirve de anclaje a la membrana plasmatica
(Figura 4A, zigzag naranja). El estudio de la estructura cristalografica de la rodopsina indica
que los dominios transmembrana estan inclinados y enroscados debido al aminoacido prolina
que distorsiona los dominios helicoidales transmembrana. En esta familia, el ligando se une
en una cavidad formada por los dominios transmembarna, aunque para alguna subfamilia de
receptores activados por pequefios péptidos, el reconocimiento se produce a nivel de los
bucles extracelulares y del dominio N-terminal (George, ¢t al., 2002y Jacaby, et al., 2000).

La familia B incluye aproximadamente 50 receptores diferentes para una variedad de
hormonas peptidicas y neuropéptidos como la calcitonina o el glucagén. Esta familia se
caracteriza por tener un extremo N-terminal relativamente largo (aproximadamente 100
residuos) que contiene diversas cisteinas que forman una red de puentes disulfuro (Ui, et
al., 1998). Son de morfologia similar a la familia A, pero no parecen palmitoilarse y los
residuos y motivos conservados son diferentes (Figura 4B).

La familia C se caracteriza por tener un largo extremo carboxilo y amino terminal (500-600
aminodcidos). La estructura del lugar de unién (Figura 4C, en amarillo) ha sido deducida
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mediante estudios de cristalografia del extremo N-terminal del receptor metabotrépico de
glutamato solubilizado y unido a glutamato. Ha sido observado que este lugar de unién forma
un dimero unido por puente disulfuro (Pin, et al, 2003) y que actia como una planta
carnivora, ya que puede abrirse o cerrarse en el proceso de unién de ligando. Excepto por
las dos cisteinas conservadas en los bucles extracelulares 1 y 2 que forman un putativo puente
disulfuro, esta familia no tiene ninguna caracteristica comun con las familias A y B. Una
caracteristica unica de estos receptores es que poseen un tercer bucle intracelular corto y
altamente conservado. Al igual que en la familia B, no se conoce la orientaciéon de los
dominios transmembrana (George, et al., 2002; Jacoby, et al., 2000).

Figura 4. Representacion esquematica de las tres principales familias de receptores acoplados a proteina G. A)
Familia A, rhodopsin-like. B) Familia B. C) Familia C. Los residuos altamente conservados se indican en circulos rojos.
Extraido de George, et al., 2002.

Las familias D y E son mas pequefias y estain formadas por receptores de feromonas de
levadura. Finalmente, cuatro receptores de AMP ciclico constituyen la familia F, que es muy
pequena pero unica (Kolakowski et al., 1994).

Aunque la clasificaciéon A-F se encuentra ampliamente aceptada, ha sido realizado un estudio
filogenético de toda la superfamilia de GPCR en el genoma mamifero que ha dado lugar a
una nueva clasificacion mas precisa (Fredriksson, et al., 2003). El analisis muestra que hay cinco
familias principales para los GPCR humanos: Glutamate, Rhodopsin, Adhesion, Frizzled/ Tasted2
y Secretin (la clasificacion GRAFS, basada en sus iniciales) y que dentro de cada familia los
receptores comparten un origen evolutivo comun. Las familias Rhodopsin (A), Secretin (B) y
Glutamate (C) se corresponden con la clasificacion A-F, mientras que las otras dos familias
no estan incluidas en este sistema. Los autores de este nuevo sistema de clasificacion
defienden la teorfa de que los receptores acoplados a proteina G surgieron a partir de un
unico predecesor comun, que evoluciono a través de duplicaciones génicas, desde la mayor
simplicidad que presentaba en sus origenes a la enorme complejidad que muestra esta
superfamilia en la actualidad. La gran diversidad que alcanza esta superfamilia de proteinas
de membrana da a entender el gran papel que juegan en la fisiologia de cualquier organismo.

1.1.4. Vias de sefnalizacion

Los GPCR deben su nombre a su habilidad para reclutar, interaccionar y regular la funciéon
de la proteina G heterotrimérica, constituida por las subunidades a (39-46 kDa), 3 (37 kDa)
y vy (8 kDa). La unién del ligando al receptor induce cambios conformacionales que se
transmiten desde el receptor a la proteina G. El receptor actia como un guanine nucleotide
exchange factor (GEF), provocando que la subunidad o libere GDP y una GTP (Syrovatkina, et
al., 2076). El mecanismo mas comunmente aceptado es que este intercambio de GDP por
GTP desestabiliza el trimero y permite la disociaciéon de la subunidad Ga-GTP del dimero
By. Tanto la subunidad Goa como el dimero By son moléculas sefializadoras que,
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interactuando y modulando diferentes moléculas efectoras, pueden activar o inhibir una gran
variedad de segundos mensajeros. La sefial termina cuando la actividad intrinseca GTPasa
de Go hidroliza el GTP a GDP y fosfato (Bourne et al., 1991). Las proteinas activadoras de la
actividad GTPasa, como las proteinas RGS, pueden unirse a la subunidad Ga para acelerar
la actividad GTPasa intrinsecamente lenta de esta subunidad (Syrovatkina, et al., 2016). La
sefializacion mediada por Gy, por otro lado, finaliza por la reasociacién con la subunidad
Ga-GDP (Figura 5).

Extracellular

Cytoplasm

Go-GDP - By

Figura 5. Ciclo de los GPCR. Extraido de Syrovatkina, et al., 2016

Existen cuatro grandes familias de subunidades Ga en mamiferos, que se caracterizan por su
estructura primaria y por la cascada de sefalizacion que activan (Milligan y Kostenis, 2006). En
el caso de las subunidades Ga, o Gu, la proteina efectora es la adenilato ciclasa (AC). La
familia Ga, estimula la adenilato ciclasa y la Go/,, 1a inhibe. La adenilato ciclasa es una enzima
que catalazia la conversion de ATP a AMPc, un importante segundo mensajero celular. El
AMPc activa la PKA que, igual que la PKC, fosforila a multiples y diversas proteinas
(receptores, canales i6nicos, enzimas o factores de transcripcion) regulando asi el
funcionamiento celular. La Go,, activa la fosfolipasa C3 (PLCP), enzima que hidroliza
fosfoinositoles de membrana generando IP; y DAG. El IP; aumenta la concentraciéon de
calcio intracelular vaciando los depositos intracelulares, mientras que el DAG activa la PKC.
La Gay,y; regula las proteinas Rho.

Muchas de las respuestas mediadas por estos receptores no consisten unicamente en la
estimulacién de segundos mensajeros convencionales, sino que son el resultado de la
integracioén de diferentes redes de sefalizacion, entre las que se incluyen la via de las MAPK
y las JNKSs. La activacion de la ruta de las MAPK por GPCR habia sido poco estudiada hasta
hace poco mas de dos décadas, conociéndose sélo que el mecanismo involucraba una
proteina G sensible a la toxina de la Bordetella pertussis (Gay,,) y que dependia fuertemente del
complejo GBy de la proteina G y de tirosina quinasas no identificadas (Faure, et al., 1994
Koch, et al., 1994; McKay y Morrison, 2007). Entonces, se dedujo que, en ausencia de ligandos
para receptores con actividad tirosina quinasas (RTK), la activacién de receptores acoplados
a proteina G podia inducir la estimulaciéon de un RTK generando sefiales mitogénicas (McKay
9 Morrison, 2007). Este fendmeno se denominé transactivacion. Una vez transactivado, el
RTK inicia una cascada de sefializacion idéntica a la generada por su propio ligando; es decir,
la activacion de las MAPK se realiza por la via Ras, Raf, MEK y ERK (Figura 6). El proceso
es iniciado por las subunidades Gy, dando lugar al reclutamiento de Sos hacia la membrana,
activando asi el intercambio de GDP por GTP en la proteina Ras, siendo esta el intermediario
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que conecta la cascada de sefializaciéon generada por la transactivaciéon de un RTK con la
fosforilacion de ERK (Marinissen y Gutkind, 2001, Paradis, et al., 2015).

Existen otras vias independientes del fenémeno de transactivacion que pueden inducir la
activaciéon de Ras, como por ejemplo vias dependientes de la concentraciéon de calcio
intracelular inducidas por receptores acoplados a Ga,, (Figura 6). Una vez Ras estd activada,
inicia la cascada al unirse y activar a Raf, una serina/treonina quinasa que a su vez fosforila y
activa a la quinasa de ERK/MAPK (denominada MEK), enzima que fosforila residuos de
setina/treonina y de tirosina. La activacién de ERK requiete la fosforilacién de dos residuos
(treonina y serina) separados por un solo aminoacido. Esta funcién sélo puede ser realizada
por una enzima altamente especializada, por lo que se considera MEK una enzima limitante
que hace altamente especifico el proceso de activacion de ERK. La activaciéon de MEK
también puede lograrse a través de B-Raf, quinasa que es activada por Rap, que a su vez es
activada por la proteina quinasa A (PKA) dependiente de AMPc y por lo tanto bajo el control
de receptores acoplados a Go, (Figura 6). Segun la magnitud de la activaciéon de ERK, esta
pasa del citoplasma al nucleo y regula, por fosforilacion, a otras quinasas y factores de
transcripcion (Davis, et al., 1995).

GPCR RTK GPCR
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Figura 6. Representaciéon de algunas de las vias que enlazan los GPCR con la via de las MAPK. Extraido de
Marinissen y Gutkind, 2001.

La complejidad de la sefializaciéon de los GPCR reside en el hecho de que estos receptores
pueden actuar no sélo a través de la proteina heterotrimérica G, sino que también actian por
mecanismos independientes de la proteina G y de RTK y que probablemente implican la
unién directa de Stc y/o B-arrestina al receptor (Lutrell y Lefkowit, 2002; Ranjan, et al., 2016).
A lo largo de la dltima década, distintos autores han demostrado la habilidad de las §-
arrestinas para transducir sefiales de forma independiente de proteina G (DelWire, et al., 2007),
ademas, a las B-arrestinas se les ha atribuido la capacidad de actuar como proteinas scaffolding
de distintos componentes de la cascada de sefializacion de las ERKSs, aproximandolos asi y
facilitando la activacion de esta via (Lauttrell, 2005).

1.1.5. Regulacion de la actividad de los GPCR

Cuando un agonista interacciona con un GPCR a menudo resulta en una rapida atenuacion
de la respuesta del receptor, disminuyendo asi la sefializacion del receptor y evitando los
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posibles efectos adversos de una sobrestimulacion celular. Este mecanismo de feedback se
denomina desensibilizacién y puede manifestarse mediante diferentes procesos como el
desacoplamiento del receptor de su proteina G en respuesta a la fosforilacién del receptor
(Golan, et al., 2009; Ferguson, et al., 2001; Lobse, et al., 1990; Hausdorf, et alf, 1989), la
internalizacién de los receptores de la superficie celular a compartimientos intracelulares
(Ferguson, et al., 2001; Moore, et al., 2007) y la disminucién del nimero de receptores debido a
la disminucién del RNA mensajero y a la sintesis proteica, asi como la degradaciéon de los
receptores preexistentes (Jockers, et al., 1999; Pak, et al., 1999). En el caso de las fosforilaciones,
estos fenomenos tienen lugar en segundos, en minutos en el caso de las endocitosis y en
horas cuando es regulada su expresion. La desensibilizacion del receptor puede ser completa,
como ocurre en el sistema olfativo y visual o atenuada, disminuyendo la respuesta maxima,
como ocutrre con el receptor B, (Thomsen, et al., 2016).

La internalizacién de GPCR es un fenémeno comun tras la estimulacién por agonista. El
trafico de receptores desacoplados a compartimentos endosomales permite la
desfosforilacion y reciclaje del receptor a la superficie celular (Krueger, et al., 1997; Boulay y
Rabiet, 2005; Pavles y Friedman, 2016). Parte de los receptores internalizados pueden
degradarse tras la exposicion prolongada al agonista, lo que implica que el receptor sea
marcado para entrar en la via de degradacion (Bobm, et al, 1997). El mecanismo de
internalizacién de GPCR mejor caracterizado es el que sucede a través de la fosforilacion del
receptor mediada por las protefnas quinasas especificas de GPCR (GRK) y B-arrestinas (Ke/,
et al., 2008, Ranjan, et al., 2016). La concepcién clasica de este proceso explica que una vez el
receptor es fosforilado por GRK, las B-arrestinas actian como moléculas reguladoras que
interactian con componentes de la via endocitica mediada por vesiculas de clatrina (Zhang,
et al., 2016). En respuesta a la activacion de los GPCR, las proteinas B-arrestinas citosélicas
translocan a la membrana plasmatica, uniéndose a los receptores bloqueando asi su capacidad
para interaccionar con la proteina G heterotrimerica (Kang, et al., 2015), a la vez que se inicia
el proceso de endocitosis mediado por clatrina (Kang, et al., 2014), reduciendo asi la capacidad

de sefializacion del receptor (Figura 7). Sin embargo, resultados muy recientes afirman la
capacidad de los GPCR de clase B, pero no de los GPCR de clase A, para unir
simultinemente la proteina G y la proteina PB-atrestinas (Webbi, et al., 2013), observandose
también que esta unién de las proteinas B-arrestinas al receptor es capaz de promover una
sefializacion sostenida del receptor una vez este ha sido internalizado (Thomsen, et al., 2016),
poniendo en duda asi el conocimiento clasico de este proceso de regulacion de los GPCR.

Ligand binding Receptor PARR Association with Dynamin-dependent Endocytosis
A } phosphorytation nteraction clathrin-coated pits fission

e i R 5a
Po) K &

®®

& @D

!_ (PP
@ AP-2

Clathrin -~ =

Figura 7. Mecanismo de desensibilizacién y reciclaje de los GPCR. Extraido de Pierce y Lefkowitz, 2001.

Algunos GPCR han sido encontrados en microdominios de membrana ricos en colesterol y
caveolinas llamados caveolas (Parton y del Pozo, 2013; Navarro, et al., 2014). Estos dominios
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son otro mecanismo para mediar la internalizacién de un receptor inducida por ligando (Kozg,
et al., 2007; Wu, et al., 2008; Navarro, et al., 2014). Las caveolas también son conocidas como
dominios de sefializacién donde los GPCR pueden localizarse e interaccionar
especificamente con proteinas de sefializacion (Ostrom e Insel, 2004, Villar, et al., 2016).
Finalmente, la desensibilizacién y endocitosis del GPCR desacoplado a los compartimentos
endosomales permite la sefializacién del receptor por vias independientes de la proteina G
(Daatka, et al., 1998; Lefkowitz, et al., 1998). Las B-arrestinas no solo participan en el secuestro
de GPCR para la desensibilizacién e internalizacién, como ha sido mencionado
anteriormente, sino que también actian como proteinas para transducir y compartimentar
las sefiales alternativas (Golan, et al., 2009; Shukla, et al., 2014), ya que estas proteinas tienen la
habilidad de interaccionar con una gran variedad de proteinas endociticas y de sefializacion
como las c-Src (Lutrel, et al., 1999) MAPK y Raf (Delea, et al., 2000). El proceso de
endocitosis, ademas, facilita la desfosforilacién del receptor por una proteina fosfatasa y el
reciclaje hacia la superficie celular o la degradacion (Mezaye, et al., 2005) (Figura 7).

1.1.6. El fenémeno de la actividad constitutiva y ligandos de los GPCR

La activaciéon de un GPCR se debe a un cambio conformacional que sufre el receptor una
vez une al ligando agonista, pasando de un estado inactivo a uno activo, existiendo un
equilibrio entre ambos estados. La actividad constitutiva que presentan estos receptores
representa una isomerizacion del receptor al estado activo en ausencia de ligando (Sesfert y
Wenzel-Seifert, 2002). Como consecuencia de este cambio de GDP por GTP en las proteinas
G acopladas a receptor se produce un aumento de la actividad basal de dicha proteina G y
de los subsiguientes sistemas efectores (Costa, ¢t al., 1989).

Los receptores acoplados a proteina G pueden encontrarse en multiples conformaciones con
distintas actividades biolégicas. Estas conformaciones estan estabilizadas por la unién del
receptor a diferentes tipos de ligandos, siendo la mas favorable para la sefializaciéon del
receptor aquella estabilizada por un agonista total. Los agonistas parciales tienen una menor
eficiencia para estabilizar al receptor en la conformacién mas activa y por lo tanto promueven
un menor intercambio de GDP a GTP. Existen también los agonistas inversos parciales y
los agonistas inversos totales, que estabilizan al receptor en su estado inactivo, en menor o
mayor grado respectivamente, reduciendo la actividad basal o constitutiva del receptor. Por
ultimo, estan los antagonistas neutros o simplemente antagonistas, que no alteran el
equilibrio entre la forma activa y la inactiva, pero tienen la capacidad de bloquear el efecto
de los agonistas (Figura 8).
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| inverse | partial ]
| agonist | agonist |
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+ partial inverse agonist
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04 « full inverse agonist
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Figura 8. Activacién de los receptores acoplados a proteina G segtin el modelo de dos estados. A) Modelo de dos
estados que asume la isomerizacién del receptor de un estado inactivo R a uno activo R*. B) Accién de los diferentes tipos
de ligandos sobre la actividad constitutiva del receptor. Extraido de Seifert y Wenzgel-Seifert, 2002.
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La mayorfa de ligandos de los GPCR que actian como agonistas, antagonistas o agonistas
inversos se unen al mismo dominio del receptor reconocido por los agonistas propios del
organismo, los agonistas endégenos, el lugar de unién ortostérico (Neubig, et al., 2003). En
cambio, muchos GPCR poseen sitios alostéricos topograficamente distintos. Esto ha llevado
a la identificacion de ligandos que actuan como moduladores alostéricos, que pueden regular
indirectamente la actividad de los ligandos ortostéricos y/o mediar directamente efectos
agonista/agonista inverso (May, et al., 2007; Bridges y Lindsley, 2008; 1each y Gregory, 2016).

Tal y como ha sido comentado anteriormente, cada vez es mas aceptado por la comunidad
cientifica el fenémeno de biased agonism. Consecuentemente, la clasificaciéon actual de los
ligandos como agonistas totales, agonistas parciales, agonistas inversos o antagonistas debera
ser revisada y probablemente, reformulada. Hasta ahora no habia sido tenido en cuenta que
diferentes ligandos pueden estabilizar al receptor en distintas conformaciones promoviendo
la activacion de diferentes efectores o el acceso a distintas proteinas reguladoras (Cosza-Neto,
et al., 2016), de modo que, basandose en este nuevo paradigma, una molécula podria ser
considerada agonista total al estudiar unas vias de sefializacion y antagonista al analizar otras
vias (van der Westhuizen, et al., 2074). Del mismo modo, el modelo del biased agonism defiende
que el transporte subcelular del receptor también puede depender del ligando que
interaccione con este, promoviendo as{ sefiales distintas en el espacio. Por dltimo, el modelo
de biased agonism sugiere que cada ligando tiene una cinética de unién distinta y por lo tanto
mantendra al receptor en una conformaciéon especifica o condicionara su localizacion
subcelular durante un periodo de tiempo diferente segin la molécula que actie como ligando
(Costa-Neto, et al., 2016). Estos distintos aspectos en cuanto a la sefalizacién promovida por
un ligando especifico deberan tenerse en cuenta para definir el perfil de sefializacion de cada
molécula. Esta nueva visién de la sefializacion a través de los GPCR también plantea la
cuestion de como debe ser cuantificada la eficacia relativa de cada ligando respecto cada via
de sefializacion, siendo el principal motivo de debate acerca del tema actualmente (van der
Westhuizen, et al., 2014; Kenakin, 2014).

1.2. OLIGOMERIZACION DE GPCR

Las caracteristicas estructurales y la localizaciéon subcelular de los GPCR permiten a estos
receptores interaccionar con otras protefnas tanto en el lado intracelular como extracelular
de la membrana plasmatica, asi como también exhibir interacciones proteina-proteina con
otros receptores o canales i6nicos a nivel de membrana plasmatica (Franco, et al., 2003).

Los GPCR tienen una topologia que permite su interaccién con una amplia variedad de
proteinas. Estas interacciones determinan las propiedades del receptor, como la
conformacion, la compartimentacion celular o la seleccion de una sefial y pueden promover
el ensamblaje en complejos que integran una funcioén (Kenakin y Miller, 2010; Gingell, et al.,
2016). Las proteinas que interactian con los GPCR estan involucradas principalmente en la
organizacion de estructuras supramoleculares en las cuales se incluye todo tipo de receptores,
proteinas implicadas en la transduccién de sefial e incluso proteinas citoesqueléticas (Franco,
et al., 2005).

En el espacio extracelular, donde tiene lugar la unién a ligando, las regiones de los GPCR
implicadas en la interaccién con protefnas son, en la mayoria de casos, secuencias presentes
en el extremo N-terminal, ya que los bucles extracelulares son muy cortos. Existen crecientes
evidencias de que las interacciones receptor-proteina extracelulares pueden jugar un papel
importante en la farmacologfa de los GPCR. Un ejemplo son las proteinas modificadoras de
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la actividad de receptores (RAMPs, receptor activity-modifying proteins) (Gingell, et al., 2016).
Actualmente se conoce la existencia de tres proteinas RAMP (Sexton, et al., 2009), las cuales,
al interaccionar con ciertos GPCR como el receptor CRF,R (Wootten, et al., 2013) o el receptor

de glucagon (Weston, et al., 2015), afectan a la farmacologia y sefializacion del receptor (Gingell,
¢t al., 2016).

En la cara intracelular, tanto el extremo C-terminal como el tercer bucle intracelular de los
GPCR pueden presentar un tamafo considerable. Por eso estas regiones son las que tienen
mayor probabilidad de ser las responsables de interaccionar con las proteinas implicadas en
la sefializacién o en la localizaciéon subcelular, mediadas por asociacién a proteinas
citoesqueléticas o relacionadas con el trafico de receptores. Estas interacciones pueden ser
transitorias o mucho mas estables. Un ejemplo de proteina citosélica que interactia con
GPCR serfa la calmodulina (CaM), un pequefio péptido con capacidad para unirse a distintos
dominios citoplasmaticos de diferentes GPCR, entre los que se encuentra el extremo C-
terminal del receptor A,, de adenosina o el tercer bucle intracelular del receptor D, de
dopamina, desarrollando una senal dependiente de calcio (Bofi/l-Cardona, et al., 2000.; Navarro,
et al., 2009).

A nivel de la membrana plasmatica, desde mediados de los afios 90, diversos estudios han
demostrado la oligomerizacion de numerosos GPCR (George, ¢t al., 2002; Navarro, et al., 2008,
Navarro, et al., 2010; Moreno, et al., 2011; Herrick-Davis, et al., 2015; Franco, et al., 2016, Moreno,
et al., 2016). Hoy en dia se acepta que la oligomeriazacién es un hecho comun en la biologia
de estos receptores y que pueden formar homodimeros, heterodimeros y/u oligdmeros de
orden supetrior (Bouvier, et al., 2001; Franco, et al., 2003; Ferré, et al., 2009; Navarro, et al., 2013,
Guitart, et al., 2014, Bonaventura, et al., 2015; Cordoni, et al., 2015, Franco, ¢t al., 2016). Cuando
un GPCR participa en un oligbmero pueden cambiar sus caracteristicas funcionales, asi la
oligomerizaciéon confiere nuevas propiedades a los receptores, lo que establece un posible
mecanismo para generar nuevas funciones en estos receptores. Este fenémeno ha dado lugar
a un nuevo nivel de complejidad que gobierna la sefializacion y regulacién de estas proteinas.

1.2.1. Interaccion entre GPCR

Tradicionalmente los mecanismos de unién de ligando y de transduccion de senal para los
receptores acoplados a proteina G se basaban en el supuesto de que éstos actuaban como
monomeros o proteinas independientes con estequiometria 1:1 respecto a su proteina G.
Pero desde medidados de los afios 90, diversos estudios han demostrado la oligomerizacion
de numerosos GPCR y la relevancia que esto supone para su regulacion.

Ciertas evidencias farmacolégicas indirectas, como complejas curvas de unién, tanto de
agonistas como de antagonistas de estos receptores, se interpretaron como la demostracion
de una cooperatividad que podia ser explicada mediante interacciones entre monémeros en
complejos diméricos o multiméricos (Franco, et al., 1996; Wreggett y Wells, 1995). Maggio y
colaboradores, utilizando quimeras de los receptores o,-adrenérgicos y M; muscarinicos
compuestas de los cinco primeros dominios transmembrana de uno de los receptores y los
dos dltimos dominios del otro receptor y viceversa, realizaron estudios de complementacion
y coinmunoprecipitacién y sugirieron la formacioén de heterodimeros (Maggio, et al., 1993).
Cuando cada quimera se expresaba independientemente no se observaba unién ni
seflalizacion tras la exposicion a ligando, pero cuando ambas eran cotransfectadas se
recuperaba la unién y la sefializacion tanto para ligandos adrenérgicos como muscarinicos.
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La dimerizacién de los GPCR no esta limitada a la homodimerizacién, entendida como la
asociacion fisica entre proteinas idénticas, sino que también incluye la asociaciéon de un
receptor con otro receptor o proteina distinta, lo que se conoce como heteromerizacion. Esta
asociacion puede darse entre dos monémeros para formar dimeros o entre mdaltiples
mondémeros para formar oligomeros. El término dimero ha sido tradicionalmente usado
entendiendo que era la forma mas simple de una unidad funcional oligomérica, debido a la
dificultad que existia para la distincién entre dimeros u oligbmeros con las técnicas de las que
se disponia, sin embargo, actualmente gracias a los avances en la obtenciéon de estructuras
cristalograficas y la técnica de single-particle imaging and tracking (Kasai y Kusumi, 2014) ya es
posible determinar la estequiometria del complejo oligomérico de forma mas precesia,
sugiriendo la existencia de nuevos modelos de heteromerizacion entre GPCRs en los que se
destaca la importancia de los complejos tetraméricos (Cordonzi, et al., 2015).

La oligomerizacion de receptores permite formular hipotesis sobre el alto grado de diversidad
y plasticidad que es caracteristico de una estructura altamente organizada y compleja como
es el cerebro. Este fenémeno es importante para diversos aspectos en la funcionalidad de los
GPCR como su biogénesis, la transduccion de sefales, su bloqueo (K, et al., 2009; Ferre, et
al., 2010) o incluso, en algunos casos, esta dimerizacion es esencial para la funcionalidad del
receptor, pues la formaciéon del dimero induce una serie de cambios conformacionales en los
receptores que posibilitan la unién de su ligando (Zbang, et al., 2014).

Ha sido descrito un nivel superior de organizacién por el que los receptores acoplados a
proteina G forman estructuras compuestas no sélo por homo- o heterodimeros, sino por
complejos supramoleculares formados por varios receptores y una variedad de proteinas que
modifican la actividad del receptor. Estos complejos interaccionan tanto a lo largo de la
membrana (interacciones horizontales), como a través de ella (interacciones verticales), y al
ser activados por hormonas o neurotransmisores se redistribuyen en la membrana dando
lugar a clusters. Los clusters supondrian un nivel superior de regulaciéon de los receptores y
enzimas asociadas y podrian ser regulados por otros receptores en estos complejos, ademas
de por otras moléculas con las que no interaccionan fisicamente, pero si se comunican con
ellos en el custer (Franco, et al., 2003, Thomsen, et al., 2016).

El nimero creciente de publicaciones en este campo ha hecho necesario establecer nuevas
definiciones y dotar de nomenclatura a los homémeros y heterémeros de GPCR, como han
publicado Ferré y colaboradores (Ferr, et al., 2009a). Los nuevos desafios pasan por entender
cémo se forman y destruyen estos homo- o heterodimeros y como se regulan estos procesos,
asi como la identificaciéon de nuevas parejas de heterémeros y la determinacién exacta del
papel de aquellas ya descritas.

Este concepto plantea una seria problematica, ya que practicamente la totalidad de farmacos
que tienen como diana un GPCR han sido disefiados partiendo de la base de que estos
receptores funcionan de forma monomérica (Franco, et al, 2013). La constataciéon de que
estos receptores pueden formar homo- o heterodimeros ha afiadido una nueva dimension al
diseno de farmacos y ha planteado serias dudas acerca de la validez de muchos de ellos,
siendo requerida en un futuro la reevaluaciéon de muchos de estos farmacos, teniendo en
cuenta las multiples interacciones en las que puede estar implicado el receptor sujeto a
estudio.
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1.2.2. Arquitectura de los dimeros de GPCR

Para explicar el fendmeno de la dimerizacion de los receptores acoplados a proteina G se
pueden considerar dos posibilidades: que estas interacciones sean directas, implicando
contacto entre ambos receptores, o indirectas, cuando son necesarias otras proteinas que
hagan de puente, como pueden ser las proteinas del citoesqueleto.

En las interacciones indirectas, los dominios intracelulares de los GPCR se unen a un gran
numero de proteinas citosolicas, algunas de las cuales han sido propuestas como posibles
candidatas a participar en la dimerizacion de los receptores con los que interaccionan.
Muchas de estas proteinas son proteinas andamio o seaffolding proteins que proporcionan una
estructura compleja en la que diversos receptores pueden interaccionar entre ellos y con otras
proteinas involucradas en la transduccién de sefial, controlando la velocidad y especificidad
de dicha sefalizacion (Magalhaes, et al., 2012; Walther y Ferguson, 2015).

En el caso de las interacciones directas hay distintas teorfas. Por un lado, tradicionalmente
ha sido considerado que los oligbmeros se forman en el reticulo endoplasmatico, por lo que
no son modulables por ligando, entendiendo la modulacién como la formacién o destruccion
del oligbmero (Bouvier, et al., 2001; VVan Craenenbroeck, et al, 2014). Sin embargo, Bouvier y
colaboradores ya sugerian que la gran complejidad estructural existente en esta superfamilia
no permitia pensar en un unico mecanismo de interaccion directa (Bowvier, et al., 2007). Otras
teorias acerca de la formacion de los oligomeros defienden que los receptores se encuentran
en equilibrio en la membrana plasmatica, ya sea en forma monomérica o formando
complejos, en funcién de las condiciones celulares, de la presencia de ligandos, de la region
de la membrana donde se encuentran o de las modificaciones post-traduccionales del
receptor (Baltoumas, et al., 2016). Baltoumas y colaboradores han sugerido la existencia de Aoz
spots a nivel de membrana plasmatica en los que los niveles de oligomerizacién de GPCR son
mas elevados, siendo una de las principales caracteristicas de estas regiones la elevada
presencia de colesterol, el cual facilitarfa el proceso de interacciéon entre los receptores
(Baltoumas, et al., 2016). En la misma linea, y basando también en las distintas caracteristicas
de algunas regiones de la membrana plasmatica, algunos autores defienden que la formacion
de oligbmeros se basa en el desajuste hidrofébico que se establece entre el grosor de la
membrana hidrofébica y la longitud de la parte, también hidrofébica, de la proteina que
atraviesa la membrana. Si la parte hidréfoba de la proteina supera el grosor de la bicapa, la
oligomerizaciéon puede reducir la zona hidrofébica expuesta de la proteina (Gahbauer y
Backmann, 2016). Las interacciones directas pueden tener lugar mediante enlaces covalentes
(puentes disulfuro) y/o no covalentes (fuerzas hidrofébicas y/o electrostaticas) entre los
dominios transmembrana y los dominios intracelulares de los receptores (Figura 9).

Disulphide bond formation Coiled-coil interaction Transmembrane interaction

GABAg receptor

Calcium and glutamate receptors B,-adrenergic, dop:

and angiotensin rex

Figura 9. Determinantes moleculares de la dimerizacion de GPCR. Extraido de Bouvier, et al., 2001.

Han sido encontradas distintas interacciones intermoleculares involucradas en la formacion
de varios homémeros y heteromeros de GPCR. En la familia C de receptores acoplados a
proteina G el gran dominio N-terminal extracelular contiene varios residuos de cisteina que
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pueden contribuir a la dimerizaciéon mediante la formacion de puentes disulfuro con el otro
GPCR del complejo (Romano, et al., 1996; Romano, et al., 2001; Miura, et al., 2005). Este es el
caso de los receptores sensibles a calcio y de los metabotropicos de glutamato, asi como de
algunos receptores de la familia A como los receptores de angiotensina I (Miura, et al., 2005),
el receptor de serotonina 5-HT R (Berthouze, et al, 2007) o el receptor muscarinico de
acetilcolina M; (Hu, ez al,, 2012), entre otros. También han sido descritas interacciones donde
el dominio C-terminal de los receptores es fundamental, como la homodimerizaciéon del
receptor B3, adrenérgico (Salahpour, et al., 2004) o la interaccion directa coiled-coil de la cola de
los receptores GABAy, y GABAy, (Margeta-Mitrovic, et al., 2000). Finalmente, la dimerizacién
directa entre GPCR también puede estar mediada por interacciones iénicas o hidrofébicas
entre los dominios extracelulares, intracelulares o transmembrana del receptor. Ha sido
demostrada la existencia de interacciones iénicas entre péptidos presentes en los dominios
intracelulares que contienen respectivamente dos o mas cargas positivas adyacentes (RR, KK,
o RKR) y dos o mas cargas negativas (DD o EE) o residuos aminoacidicos fosforilados
(Woods y Huestis, 2007). Un ejemplo de estas interacciones serfa la participacion de residuos
cargados y/o fosforilados en la heterometizacion de los receptores A,, de adenosina y D, de
dopamina (Navarro, et al., 2010). La idea de que las interacciones hidrofébicas podrian tener
un papel relevante en la formacién de los dimeros se propuso por primera vez para el
receptor B-adrenérgico. Mediante el uso de péptidos sintéticos y mutagénesis dirigida se
propuso que residuos concretos de glicina y leucina situados en el sexto domino
transmembrana del receptor estaban involucrados en su dimerizacion (Hebert, et al., 1996).
También ha sido propuesto que las interacciones entre dominios transmembrana pueden
estar implicadas en la homodimerizacién de receptores de dopamina (INg, ¢f al., 1996; Guo, et
al, 2008), de los receptores p-opiodes (Manglik, et al, 2012) o de los teceptores ;-
adrenérgicos (Huang, et al, 2013) y B,-adrenérgicos (Parmar, et al., 2016), entre otros. Sin
embargo, todos estos mecanismos de interacciéon propuestos, mas que reflejar diferentes
estrategias utilizadas por diferentes clases de receptores, indican que multiples sitios de
interaccion estan implicados en el ensamblaje y la estabilizacion de los dimeros.

Actualmente, los avances en la resolucion de estructuras cristalinas de GPCR y la
combinacién con modelos computacionales han revolucionado el estudio de la arquitectura
de los oligbmeros, proponiendo nuevos modelos tridimensionales que explican la
dimerizacién de los receptores acoplados a proteina G. El analisis de las estructuras cristalinas
disponibles de GPCR sugiere principalmente una interaccién entre monémeros a través de
los dominios transmembrana (TM), formando unas estructuras nombradas head-to-head entre
los dos receptores. Estas interacciones pueden producirse potencialmente entre los TM1,
TM4, TM4/5 0 TM5/6 de cada receptor (Gonzalez, et al., 2014). Por un lado, los dimeros que
mas aparecen en los cristales son los correspondientes a los modelos de interaccion entre
TM1 y TM4/5, siendo por lo tanto los modelos diméricos mas plausibles (Gongalez, et al.,
2014). Por otro lado, el modelo dimérico TM5/6 impeditia los cambios conformacionales
necesarios en los receptores para iniciar la sefializacién mediada por la proteina G, sugiriendo
que los dimeros formados mediante esta interacciéon no formarfan una unidad funcional
(Cordonti, et al., 2015). Por lo que respecta al modelo TM4, en base al modelo estequimétrico
actualmente aceptado, no serfa compatible con la unién de la proteina G al dimero, ya que la
subunidad Ga chocarfa con el otro receptor del complejo (Cordowms, et al., 2015) (Figura 10).
Del mismo modo que ha sucedido con los modelos diméricos de GPCR, nuevos datos han
puesto en entredicho los conceptos establecidos respecto a la estequiometria de estos
oligbmeros. Hoy en dfa ya es aceptado por practicamente la totalidad de la comunidad
cientifica que la estequiometria de los dimeros es 2:1 (receptor:proteina G) (Jastrzebska, et al.,
2013), ademas, muchos autores defienden que el tamafio minimo a considerar como unidad
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basica de un GPCR, corresponderia precisamente a dos protémeros iguales y una proteina
G (Franco, et al., 2013).

Estos modelos diméricos propuestos por Cordomi y colaboradores, ademas, explicarian
coémo interaccionan los protémeros al formar complejos de orden mayor. La forma mas
sencilla para formar un tetramero serfa combinando dos dimeros en estructura head-to-head
mediante otra de las cuatro posibles interacciones sugeridas (Cordomi, et al., 2015). Al
tetrimero, en base a la estequiometria 2:1, podrian unirse, potencialmente, dos proteinas G,
tanto en los protémeros internos como en los externos del complejo, dando lugar a distintas
combinaciones “in-i1”, “in-out’ u “out-out’ (Cordomi, et al., 2015).

™4/5
B,AR (4PGO)

y-opioid {4DKL)

Figura 10. Modelo tridimensional de la dimerizaciéon de GPCR. Vista extracelular de la representacién de parejas de
receptores superpuestas en un protémero central (rojo). Las regiones de interaccién que participarian en la formacién del
dimero son: TM1 (blanco), TM4 (gtis), TM4/5 (amarillo) o TM5/6 (azul). Extraido de Cordoms, et al., 2015.

1.2.3. Técnicas para el estudio de la oligomerizaciéon de GPCR

Mediante estudios farmacolégicos se obtuvieron las primeras evidencias de la existencia de
homodimeros entre GPCR. Las complejas curvas de unién, tanto de agonistas como de
antagonistas de estos receptores, se interpretaron considerando la existencia de una
cooperatividad positiva o negativa, que se podia explicar mediante interacciones entre los
sitios de unién de los receptores dentro de complejos diméricos u oligoméricos (Wreggett y
Wells, 1995, Limbird, et al., 1975; Mattera, et al., 1985; Hirschberg y Schimerlik, 1994; Franco, et al.,
1996). Una evidencia contundente de la existencia de hetero-oligbmeros la constituyen los
cambios cinéticos en la unién de radioligandos a un receptor provocados por la unién de
ligandos no radioactivos al otro receptor del heterémero, utilizando membranas aisladas de
células o de tejido que expresen los dos receptores. En preparaciones de membrana no existe
ninguna maquinaria celular que pueda producir un ¢wss-falk indirecto (por ejemplo, la
producciéon de un segundo mensajero caracteristico de la activaciéon de uno de los GPCR del
complejo, al estimular el otro receptor, es decir, un ¢ross-falk a nivel de segundos mensajeros)
y la explicacion mas sencilla de la existencia de una modulacién a nivel de unién de
radioligandos es la existencia de una interacciéon molecular entre ambos receptores. En estos
casos la unién de un ligando a un receptor induce cambios conformacionales en el otro
receptor que modulan su capacidad de unir a su ligando y estos cambios sélo se pueden
producir si ambas proteinas interaccionan molecularmente directa o indirectamente (Franco,
et al., 2007; Franco, et al., 2008a). En muchos casos esta clase de interaccion ha sido encontrada
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en tejido nativo, hecho que puede ser interpretado como un indicador de la existencia de
receptores heteroméricos in-vivo (Gonzdlez-Maeso, et al., 2008; Marcellino, et al., 2008).

Una de las técnicas bioquimicas mas utilizadas para investigar la dimerizacién de GPCR ha
sido la coinmunoprecipitacion. El primer estudio que utilizé esta técnica demostré la
interaccion especifica entre los receptores [,-adrenérgicos (Hebert, et al, 1996). Desde
entonces, estrategias similares han sido usadas para documentar la homodimerizaciéon de los
receptores metabotropicos mGlusR (Rowmano, et al., 1996), 8-opioides (Cueic y Devi, 1997) y
serotonina  5-HT,. (Herrick-Davis, et al, 2004), entre otros. Los estudios de
coinmunoprecipitacion también han sido utilizados para demostrar la heterodimerizacion de
receptores del mismo neurotransmisor, como GABAy, v GABAy, (Jones, et al., 1998;
Raupmann, et al., 1998, White, et al., 1998) o con los u- y 6-opioides (Jordan y Devi, 1999), e
incluso entre receptores menos relacionados como los receptores de adenosina A, y
dopamina D, (Ginés, et al., 2000), los receptores A,, de adenosina y metabotrépico mGlus
(Ferreé, et al., 2002) o los receptores de cannabinoides CB, y de dopamina D, (Kearn, et al.,
2005).

A pesar de haber tenido un papel importante en la detecciéon de interacciones proteina-
proteina, la coinmunoprecipitacién de GPCR sufria de una gran desventaja: la formaciéon de
dimeros artefactuales por una solubilizacion incompleta de los receptores, que
mayoritariamente son de naturaleza hidrofébica. Actualmente, pese a todos los controles
usados para descartar esta posibilidad, la aceptaciéon generalizada de la dimerizacion de
GPCR depende de una demostraciéon directa de que estos complejos existen en células vivas.
Esto ha sido posible con el desarrollo de métodos biofisicos basados en la transferencia de
energia por resonancia (RET: resonance energy transfer).

En 1984 Theodor Forster formuld la teoria de transferencia de energia por resonancia
(Farster, et al., 1948) que mas tarde fue aplicada al estudio de interacciones entre GPCR. Esta
aproximacion biofisica esta basada en la transferencia de energfa no radiactiva (dipolo-dipolo)
desde un cromoéforo en estado excitado (dador) a una molécula cercana que absorbe
(aceptor). En el caso de la transferencia de energia de resonancia fluorescente (FRET:
Fluorescence Resonance Energy Transfer), tanto el dador como el aceptor son moléculas
fluorescentes, mientras que en la transferencia de energfa de resonancia bioluminiscente
(BRET: Bioluminiscence Resonance Energy Transfer) el dador es bioluminiscente y el aceptor es
fluorescente.

Para que la transferencia de energfa tenga lugar es necesario que se cumplan dos requisitos.
El primero consiste en que el espectro de emisioén del dador y el espectro de excitacion del
aceptor se solapen, de forma que parte de la energfa de emisiéon del dador se transfiera de
forma directa al fluoréforo aceptor, el cual emite como si hubiera sido excitado directamente.
El segundo requisito es que dador y aceptor estén muy préximos en el espacio (<100 A o 10
nm). Ademas, la eficiencia de la transferencia va a disminuir con la sexta potencia de la
distancia.

Hay que destacar que la mayor parte de complejos multiproteicos de una célula se encuentran
entre 10y 100 A (Stryer, et al., 1978; Sheng y Hoogenraad, 2007). Asi, las técnicas de transferencia
de energfa ofrecen una aproximacién unica que permite detectar la dimerizacién de proteinas
en células vivas, sin perturbar el entorno donde este fenémeno ocurre.

Para la técnica de FRET se utilizan las diferentes variantes de la proteina fluorescente verde
(GEP: Green Fluorescent Protein) obtenidas por mutaciéon. Estas mutaciones confieren
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diferentes propiedades espectrales, de forma que, dos proteinas mutadas diferentes con las
caracteristicas espectrales adecuadas, fusionadas a las proteinas de estudio, nos permiten
determinar si estas estan lo suficientemente cercanas como para que entre ellas se produzca
una transferencia de energfa. La pareja mas ampliamente utilizada para los experimentos de
FRET son la variante GFP?, que se excita 2 400 nm y emite a 510 nm, y la variante YFP
(Yellow Fluorescent Protein), que se excita a 485 nm y emite a 530 nm. En la técnica de FRET,
como se esquematiza en la Figura 11, cuando un haz de luz excita la proteina GFP?, esta
emite fluorescencia a 510 nm y si ambas proteinas estan suficientemente proximas en el
espacio, tendra lugar una transferencia de energfa y la proteina fusionada a YFP emitira
fluorescencia con un pico a 530 nm (Pfleger y Eidne, 2005; Gandia, et al, 2008b; Navarro, et al.,
2010).

<100 A

> 100 A

@
YFP
400 nm 510 nm 400 nm 510 nm 530 nm

Figura 11. Representacion esquematica de la técnica de FRET.

Similar al FRET y con los mismos requerimientos, cabe considerar la técnica de transferencia
de energia por resonancia bioluminiscente, BRET. En esta técnica, la bioluminiscencia es el
resultado de la degradacion catalitica de cierto sustrato por la enzima luciferasa (R/u) en
presencia de oxigeno, generando luz. Esta luz es transferida a una variante de la proteina
GFP, la cual a su vez emite fluorescencia a una longitud de onda caracteristica si ambas
proteinas estan lo suficientemente cerca, indicando la dimerizacién de las proteinas
tusionadas a Riucy a GFP (Gandia, et al., 2008b; Pfleger y Eidne, 2005).

Han sido descritas dos variantes de esta técnica, el BRET' y el BRET”. En el BRET" la enzima
R/ue metaboliza el sustrato coelenterazine H generando luz con un pico de emisién de 480
nm, emisién que permite excitar a la proteina YFP, que emitiria 2 530 nm. En el BRET” el
sustrato DeepBlueC es oxidado por la R/# emitiendo luz a 400 nm de forma que puede
excitar a la proteina GFP?, que emitirfa a 510 nm (Figura 12).

Las ventajas de este fenémeno han sido utilizadas por los investigadores para el estudio de
la dimerizaciéon de GPCR. Se generan proteinas de fusién que unen en el extremo carboxi
terminal de un receptor la proteina luminiscente R/uc y en el otro receptor la proteina
fluorescente GFP o una de sus variantes, y se co-expresan. Mediante estas técnicas de
transferencia de energia ha sido demostrada la existencia de homodimeros de los receptores
A,, de adenosina (Canals, et al., 2004), d-opioides (Jobuston, et al., 2017) y B,-adrenérgico
(Parmar, et al., 2016), entre otros. También ha sido realizada una aproximacion similar para el
estudio de heterémeros de receptores acoplados a proteina G, como por ejemplo, los
receptores A, y A,, de adenosina (Ciruela, et al., 2006), los receptores D, y D; de dopamina
(Marcellino, et al., 2008), los receptores D, y D, de dopamina (Pe;, ez al., 2070), los receptores
D, o D, de dopamina y H; de histamina (Moreno, et al., 2017), los receptores CB, y CB,
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(Callén, et al., 2012), los receptores D, de dopamina y CRF, (Fuenzalida, et al., 2014) o los
receptores A,, de adenosina y D, de dopamina (Bonaventura, et al., 2015), entre otros.

En los ultimos afios, han sido desarrolladas variaciones de la técnica de FRET como el
photobleaching o el time-resolved FRET (Pfleger y Eidne, 2005). Uno de los resultados mas
interesantes ha sido obtenido utilizando el microscopio de transferencia de energia por
resonancia en milisegundos. Con esta técnica ha sido demostrada la existencia de un cross-
talk conformacional entre el receptor a,-adrenérgico y p-opioide (17lardaga, et al., 2008). La
unién de morfina al receptor p-opioide desencadena un cambio conformacional en el
receptor a,-adrenérgico ocupado por norepinefrina que inhibe su sefalizacion.

1

BRET

Espectro de emision

Rluc
9 ’
YFP
Coelenterazine H 480 530
OO 480 nm 23'nm Longitud de onda (nm)
o O
o O
2
BRET

Espectro de emision

Rluc
GFP?
@
DeepBlueC. @0 510.nm 410 510
400 nm :
® ° ® ® Longitud de onda (nm)
L

Figura 12. Representacion esquematica de los fenémenos de BRET!y BRET? con sus correspondientes espectros
de emision.

En 2008 la experiencia y el buen funcionamiento de las técnicas RET plantearon su uso para
la deteccién de complejos triméricos. Con este fin, de la combinacién de la técnica de BRET
y FRET se desarroll6 la técnica de SRET, sequential resonance energy transfer (Carriba, et al., 2008).

El descubrimiento de las técnicas de Complementaciéon Bimolecular (BiFC, Bimolecular
Sfluorescence  complementation) ha aportado un nuevo sistema muy eficaz para detectar
interacciones proteina-proteina en células vivas. Esta técnica utiliza dos fragmentos no
fluorescentes de la proteina sYFP o Venus (nYFP y cYFP). Cuando la proteina sYFP se
reconstituye a partir de la interaccion directa entre dos proteinas fusionadas con estos
fragmentos, se genera una sefial fluorescente (Hz, ez al,, 2002) (Figura 13). Esta sefal sélo se
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genera si las proteinas de fusion estan muy proximas en el espacio (a una distancia inferior a
6 nm). Mas adelante, en la misma linea de investigacion, han sido desarrolladas técnicas que
utilizan dos fragmentos de la proteina luminiscente Riuc8 (BiLC Bimolecular luminescence
complementation). Cuando las proteinas fusionadas a estos fragmentos interaccionan se
reconstituye la proteina R/u#c8, que resultara enzimaticamente activa (Paulmnrugan, et al., 2003).
La combinacién de las técnicas de BiFC y BiLC, ha permitido el estudio de complejos
tetraméricos (Bonaventura, et al., 2015). Finalmente, ha sido desarrollada también la técnica de
multicolor BiIFC (mcBiFC) que utiliza diferentes fragmentos de diferentes proteinas
facilitando la investigacion de redes de complejos de proteinas reguladoras (Geb, et al., 2009).

> 6 nm < 6nm

485 nm

oA v~

Figura 13. Representacién esquematica de la técnica de BiFC (Bimolecular Fluorescence Complementation).

Debido a la gran repercusion del estudio de las interacciones entre proteinas se ha seguido
trabajando en el disefio de nuevas técnicas para su deteccion. Una de las mas novedosas es
la conocida como Proximity Ligation Assay (PLA), desarrollada por Fredriksson vy
colaboradores (Fredriksson, et al., 2002) y la cual ha ido evolucionando para dar respuesta a
multiples necesidades cientificas, como la deteccién de interacciones proteina-proteina en
muestras de tejido. Esta técnica requiere de dos anticuerpos primarios, generados en especies
diferentes, especificos para las proteinas o antigenos a estudiar. Posteriormente, la muestra
es incubada con los denominados PL.A probes, dos anticuerpos secundarios especificos contra
los anticuerpos primarios, los cuales llevan unidos un oligonucleétido. Mediante la accién de
una enzima ligasa, los oligonucleétidos unidos al anticuerpo secundario formaran una cadena
de ADN circular siempre y cuando las proteinas estudiadas se encuentren suficientemente
proximas. Esta cadena de ADN circular actuard como molde para una posterior
amplificaciéon de circulo rodante por accién de una polimerasa y nucleétidos marcados
(Soderberg, et al., 2006) (Figura 14). El producto final puede ser detectado posteriormente
utilizando de un microscopio de fluorescencia.

. o & | ) :' ui‘(.gf,'
Yl Venl Vegl Vugl Vugl AZE

Figura 14. Esquema de la técnica de PLA. Extraido de www.abnova.com
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1.2.4. Papel funcional de la dimerizacion

La disponibilidad de un gran nimero de técnicas para el estudio de la dimerizaciéon de GPCR
ha facilitado enormemente la investigaciéon del papel funcional de estos complejos de
receptores. La dimerizaciéon se encuentra implicada en la regulacién de la funcionalidad del
receptor a diferentes niveles, desde la modulacion de la expresion del receptor en la superficie
celular hasta el hecho de conferir nuevas propiedades farmacolégicas a los receptores
expresados en el dimero (Figura 15). Esto ha proporcionado una nueva perspectiva para
considerar cual es la unidad de sefializaciéon de los GPCR, ademas de una nueva via para el
disefio de drogas que actien a través de estos receptores.

Aunque en muchos casos la relevancia fisiolégica no se conoce completamente, diversos
estudios llevados a cabo en sistemas de expresion heterélogos han sugerido distintos papeles
funcionales para la oligomerizacién de GPCR. Por ejemplo, la oligomerizaciéon puede estar
implicada en la ontogénesis de GPCR, es decir, en el control de calidad del plegamiento y de
la destinacion a la membrana de receptores sintetizados de #ovo. Asimismo, en algunos casos,
ha sido observada una regulacién de la formacién/destruccion de oligdmeros presentes en
la. membrana plasmatica mediada por ligando. También ha sido constatado que la
oligomerizaciéon confiere diversidad farmacolégica, ya que la unién de un ligando a un
receptor del dimero puede influir en la unién de otro ligando al segundo receptor dentro del
dimero (Ferre, et al., 2007; Franco, et al., 2008b). La oligomerizacion también puede modificar
las propiedades de sefializaciéon de un determinado ligando afectando a la selectividad de
interaccién entre el receptor correspondiente y su proteina G, resultando en una
potenciacién, atenuacion o acoplamiento con otra proteina G. Finalmente también ha sido
visto que la oligomerizacion puede alterar el patron endocitico para un determinado receptor
(Terrillon y Bonvier, 2004) (Figura 15).

© Pharmacological diversity
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Figura 15. Posibles papeles funcionales de la oligomerizaciéon de GPCR. ER, reticulo endoplasmatico; L, ligando.
Extraido de Terrillon y Bouvier, et al., 2004..

Hasta hace poco, un ejemplo claro de la funcionalidad de la dimerizacién entre receptores lo
constituian los receptores metabotropicos GABAjy, donde la heteromerizaciéon de los
receptores GABAy, y GABAy, es necesaria para el correcto plegamiento del receptor y su
transporte a la membrana plasmatica, ademas de para su sefializacion. Tres estudios
simultaneos aparecidos en 1998 demostraban que era necesaria la coexpresion de las dos
isoformas del receptor GABAy, GABAy, y GABAy, para la formacion del receptor funcional
en membrana (Jones, et al., 1998; Kaupmann, et al., 1998, White et al., 1998). Cuando se expresa
individualmente la isoforma GABAy, del receptor, ésta queda retenida intracelularmente en

-35._



1. INTRODUCCION

el reticulo endoplasmatico como glicoproteina inmadura. Por el contrario, cuando es la
isoforma GABAy, la que se expresa, ésta si es capaz de llegar a la membrana plasmatica pero
no puede unir GABA ni iniciar la transducciéon de senal. Cuando ambos receptores se
coexpresan, las dos proteinas alcanzan la superficie celular y forman el receptor funcional
(White, et al., 1998). En estudios posteriores ha sido demostrado que GABAy, sirve como una
chaperona esencial para el apropiado plegamiento y transporte a la superficie celular de
GABAy, (Margeta-Mitrovie, et al., 2000). Estas evidencias, junto al hecho de que un mutante
de la isoforma GABAy, con capacidad de alcanzar la membrana plasmatica tampoco es por
si solo capaz de iniciar la transduccién de sefal, sugirieron que el heterodimero es la unidad
tuncional (Margeta-Mitrovic, et al., 2000) (Figura 16). Sin embargo, teniendo en cuenta las
definiciones sobre receptores aportadas por un grupo de expertos (Ferve, et al, 2009a), que
definen a un receptor como una macromolécula o conjunto minimo de macromoléculas
capaces de inducir una sefializaciéon y teniendo en cuenta que los receptores pueden tener
estructura cuaternaria, se deberia considerar a la unidad funcional GABA,-GABA;, como
un unico receptor heteromérico. Es decir, como un receptor con una determinada estructura
cuaternaria y no un heterémero de receptores GABA (Ferre, et al., 2009a).

GBR1 GBR2 GBR1-GBR2 dimer

Cell-surface Cell-surface i E
expression

Figura 16. Papel de la heteromerizacion en los receptores GABAp1-GABAB;. Extraido de Bowvier, 2001.

El papel de la oligomerizacién como un evento temprano en la maduracion y transporte del
receptor ha sido demostrado claramente mediante la observacion de que la expresion de
formas truncadas de los receptores de vasopresina V, y quimiocina CCR5 provoca la
retencion intracelular de los homodimeros correspondientes, causando diabetes nefrogénica
insipida y una lenta aparicion de los efectos del SIDA, respectivamente (Benkirane, et al., 1997;
Zhy y Wess, 1998).

En este mismo sentido cabe mencionar que la oligomerizacion también puede modular las
propiedades de trafico de GPCR mediadas por agonista. Este es el caso de los heterodimeros
de los receptores de somatostatina SSTR; y SSTR;, en el cual la internalizacién del
heterodimero ocurre a pesar de la resistencia a la internalizacién que presenta el monémero
SSTR, (Rocheville, et al., 20000).

Existen evidencias que indican que, en un gran nimero de casos, la biogénesis de los dimeros
u oligbmeros de la familia A de los GPCR ocurre tempranamente durante la biosintesis del
receptor y el procesamiento en el RE y Golgi. Esto podria tener un importante papel en el
control de calidad de los receptores recién sintetizados (Herrick-Davis, et al., 2006). Una vez
se encuentran los receptores en la membrana plasmatica, consideraciones tedricas y
experimentales sugieren que el estado dimérico de los GPCR representa la unidad funcional
basica del receptor, que se acopla a la proteina heterotrimérica G y exhibe caracteristicas
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funcionales y/o farmacoldgicas que difieren de la de los monémeros que los constituyen
(Bulenger, et al., 2005; Franco, et al., 2013).

Los estudios de unién de ligando han dado alguna pista de la relevancia fisiolégica de los
oligdmeros de GPCR, ya que la formacién de estos complejos puede resultar en la generacion
de sitios de unién de ligando con nuevas propiedades. El primer oligdbmero descrito con
distintas propiedades respecto de los receptores constituyentes fue el heterodimero formado
por los receptores x- y d-opioide (Jordan y Devi, 1999). Este heterodimero no presenta alta
afinidad por la unién de ligandos selectivos de los receptores x- y 8-opioide, pero si presenta
alta afinidad por ligandos selectivos parciales. Los receptores en el heterodimero p-8-opioide
también presentan propiedades funcionales propias, ya que el tratamiento con un antagonista
especifico de uno de los receptores del dimero provoca un incremento tanto en la potencia
como en la eficiencia de la senalizacién del otro receptor del dimero, mientras que el
tratamiento conjunto con agonistas de ambos receptores da lugar a una potenciacion
sinérgica de la sefial mediada por el heterémero (Gowzes, et al., 2000).

Ha sido demostrado que la unién de un ligando especifico a un receptor en un dimero puede
alterar la unién de un ligando especifico para el receptor vecino, sugiriendo un posible
mecanismo donde un ligando modula la eficacia y/o potencia de otro ligando. Un caso
interesante es el de los receptores de dopamina y adenosina, entre los que ha sido descrita
una cooperatividad negativa. Los agonistas del receptor A, inhiben la accién de los agonistas
del receptor D, (Fuxe, et al., 2007) ya que inducen la desaparicion del estado de alta afinidad
del receptor de dopamina D, (Ginés, et al., 2000), y la estimulacién del receptor de adenosina
A,, en el heteromero A,,-D,, reduce la afinidad de agonistas por el receptor de dopamina
D,, el acoplamiento a la proteina G y la sefalizacion a través de este ultimo receptor (Fruxe,
et al., 2007). Del mismo modo sucede en el heterodimero entre los receptores A,, y CB,
(Carriba, et al., 2007), en el que, la activaciéon del receptor A,, disminuye la actividad del
receptor CB, (Ferreira, et al., 2015). Otro caso de especial interés es el heterodimero formado
por los receptores A, y A,, de adenosina, en el que la estimulacién del receptor A,, disminuye
enormemente la afinidad del receptor A, por su agonista e inhibe la sefializacion (Ciruela, et
al., 2006). Teniendo en cuenta que la afinidad por la adenosina del receptor A, es mas grande
que la que muestra el receptor A,, en este heterémero A,/A,,, cuando la concentracién de
adenosina es pequefia, el neuromodulador se une al receptor A, inhibiendo la liberacién de
glutamato en el estriado. Cuando la concentracién de adenosina es elevada, por ejemplo, en
casos de hipoxia, la adenosina se une también al receptor A,, provocando en el heterémero
la inhibicién farmacoldgica y funcional del receptor A,. En estas condiciones la adenosina
estimula la liberacién de glutamato en el estriado (Ciruela, et al., 2006). El heterémero A, -A,,
actua como un interruptor mediante el cual, dependiendo de cual sea la concentracién de
adenosina en el medio, se produce la inhibicién o la estimulacién de la liberacién de
glutamato en el estriado (Ciruela, et al., 2000).

Una de las primeras evidencias de que los dimeros forman una unidad compleja de
seflalizacién proviene de estudios que muestran que la disrupcién del homodimero f3,-
adrenérgico con un péptido derivado del sexto dominio transmembrana, implicado en la
dimerizacién, inhibe la produccién de AMPc inducida por el agonista (Hebert, et al., 1996),
sugiriendo que el dimero es la especie activa del receptor. Frente a estos resultados algunos
autores sugerfan que no podia ser descartada la posibilidad de que el péptido estuviera
modificando interacciones intramoleculares dentro del monémero, provocando asi la falta
de funcionalidad, siendo la pérdida de la unidad dimérica mas bien una consecuencia y no
una causa de la no sefializaciéon por parte del receptor. Sin embargo, ha sido demostrado
recientemente que el uso de péptidos no imposibilita la funcionalidad del GPCR,
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convirtiéndose asf en una herramienta fundamental para el estudio de las interacciones entre
receptores (Jastrzebska, et al., 2015; Moreno, et al., 2016).

Otra caracteristica destacable derivada de la dimerizacion entre GPCR es la posibilidad de
que se produzca un cambio de acoplamiento de proteina G. En 2004, se demostrd que los
receptores de dopamina D, y D, forman heterémeros en células transfectadas (Lee, ez al.,
2004). Los receptores D, estan acoplados a proteina G, mientras que los D, estan acoplados
a la proteina G, pero cuando los receptores D,-D, forman el heterémero, se acoplan a una
proteina G diferente, G /1, De hecho, la dopamina al activar a los receptores D; y D, en el
heterémero no induce sefializaciéon via PKA y AMPc sino que moviliza calcio y activa la
calmodulin quinasa (Hasbi, et al., 2014; Perreantt, et al., 2016).

Por lo que respecta a la estequiometria en los dimeros, el debate ha estado abierto durante
mas de veinte afos. Ya en el afio 2005, distintos estudios realizados con el receptor de
glutamato demostraron que sélo uno de los protémero del receptor del dimero podia
alcanzar un estado activo completo al mismo tiempo (Goudet, et al., 2005; Hlavackova, et al.,
2005). No obstante, mediante el uso de ensayos realizados en nanodiscos, distintos
investigadores pusieron en tela de juicio la estequiometria planteada en los estudios de
Goudet y Hlavackova, ya que obsetvaron que el receptor B,-adrenérgico (Whorton, et al.,
2007), el receptor rodopsina (Bayburt, et al., 2007) o los receptores p-opioides (Kuszak, et al.,
2009) podian funcionar como entidades monoméricas. Los estudios realizados en nanodiscos
plantearon un debate paralelo en la comunidad cientifica, ya que muchos expertos en el
campo consideraban que eran modelos artificiales muy alejados de la realidad al tener, en un
espacio muy reducido, unicamente los elementos de estudio, sin considerar la multitud de
posibles factores extra que podrian participan en las interacciones entre GPCR en una célula
viva. Tras el paso del tiempo, con la aparicion de nuevos resultados, la balanza se ha ido
decantando a favor de los defensores de los dimeros. El Moustaine y colaboradores
observaron que miembros de la familia C de GPCR aislados en forma monomérica eran
capaces de unir proteina G, pero sin embargo, para la induccién de la sefializacién mediante
la proteina G tras la exposicion a ligandos se requeria de la estructura dimérica de los GPCR
(E! Moustaine, et al., 2012). También ha sido relevante el hecho de que, para los tres GPCR
citados anteriormente en los que se observé su posible funcionalidad como entidad
monomérica, haya sido demostrado que puedan encontrarse en conformaciones de orden
superior en células vivas. Por ejemplo, Fung y colaboradores demostraron la existencia de
oligobmeros estables del receptor B,-adrenérgico en células vivas (Fung, et al., 2009). Ademis,
gracias al avance en las técnicas cristalograficas ha sido posible determinar la estructura de
muchos GPCR, incluidos algunos de los cuales se consideraba que funcionaban
monoméricamente, obteniéndose cristales en forma de dimeros y/o tetrameros, como por
ejemplo, de los receptores p-opioides (Manglik, et al., 2012) y k-opioides (W, et al., 2012), o
los B,-adrenétrgicos (Huang, et al., 2013). Actualmente pues, la comunidad cientifica ha
aceptado que la organizacion fisica de los GPCR y proteinas G responde al modelo en el cual

una proteina G interactda con un receptor en un dimero (Jastrzebska, et al., 2013; Franco, ¢t al.,
2013; Cordomi, et al., 2015).

1.3. RECEPTORES DE ADENOSINA Y DOPAMINA

Los receptores acoplados a proteina G que responden a sefiales endégenas se encuentran
distribuidos en una gran variedad de tejidos, a diferencia de los receptores que reciben sefales
de origen externo, los cuales normalmente presentan una distribucién mas localizada en los
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organos sensoriales (1 assilatis, et al., 2003). A su vez, un determinado tejido expresa multitud
de receptores diferentes. En el sistema nervioso central (SNC) se expresan un elevado
numero de receptores acoplados a proteinas G, mas del 90% de los receptores de siete
dominios transmembrana se expresan en el cerebro y para algunos de ellos su expresion esta
restringida a este tejido. La combinacién de técnicas de inmunohistoquimica, RT-PCR e
hibridacién 7 situ en diferentes regiones del cerebro ha permitido descubrir que la expresion
de estos receptores presenta patrones diferenciales, lo que sugiere que la expresion de un
grupo de receptores concretos y no otros es clave en la regulaciéon de diferentes procesos
neurofisiolégicos. El estudio de las asociaciones entre receptores acoplados a proteina G en
determinados dominios de neuronas abre nuevas expectativas en el disefio racional de
terapias para el tratamiento de desérdenes neurolégicos como por ejemplo la adiccién a las
drogas de abuso o los trastornos motores. En esta tesis se hace énfasis en el estudio de los
receptores de adenosina, dopamina y grelina localizados en el estriado.

1.3.1. Receptores de adenosina

La adenosina es un nucleésido endégeno formado por la base purinica adenina y un anillo
de ribosa. Esta molécula es producida por pricticamente todas las células de nuestro
organismo (Liu y Xia, 2075). Este nucledsido participa activamente en muchos procesos
fisiologicos ampliamente descritos en la literatura, y en particular es muy abundante en el
corazon y el cerebro (Bemne, et al, 1983). Tanto la adenosina como sus derivados son
constituyentes esenciales de toda célula viva, ya que conforman piezas claves para la
formacién de moléculas biolégicas tan relevantes como los acidos nucleicos, los nucleétidos
ATP y AMP o cofactores como el NAD". Esta molécula juega por tanto un papel muy
importante en procesos bioquimicos y de transferencia de energfa, ademas de en la
transduccion de sefales en su forma de AMPc (Dunwiddie y Masino, 2007). Es también un
neuromodulador implicado en promover la fase de suefio y suprimir la vigilia. Ademas, la
adenosina esta implicada en la vasodilatacion (Ross, e al 2013). Esta capacidad
vasodilatadora, junto a la accién estimuladora de la captacion y oxidacion de la glucosa, e
inhibiciéon de la lipolisis (Lonnroth, et al., 1989; Johansson, et al, 2008), incrementan la
disponibilidad de sustratos metabdlicos para el organismo. Por lo tanto, la adenosina juega
un papel importante en el balance entre la energia subministrada y el gasto energético
(Dunwiddie y Masino, 2007). En condiciones fisiolégicas normales, tanto los niveles de
adenosina intracelular como extracelular se encuentran en el rango nanoMolar, pero sin
embargo, en una situaciéon de estrés, dafio celular o condiciones patologicas, las
concentraciones de adenosina extracelular pueden alcanzar el rango miliMolar (Phetarpekar,
et al., 2010). La adenosina extracelular esta regulada por la enzima adenosina deaminasa
(ADA), que es responsable de la degradacion de la adenosina extracelular a ionosina (Cristalli,
et al., 2007).

En el SNC la adenosina es secretada por la mayoria de células, incluyendo neuronas y células
gliales, y actia como neuromodulador de la actividad del SNC tanto a nivel presinaptico
como postsinaptico y/o extrasinaptico. Asi, este nucledsido se ha visto implicado en
procesos normales y patofisiolégicos, como el control de la liberacion de neurotransmisores
excitadores (Ciruela, et al., 20006), la inhibicién de la actividad motora espontanea, la
diferenciacion (Canals, et al., 2005) y migracion neuronal (Liu, et al. 2008; Young, et al., 2008),
el conocimiento y la memoria (Florian, et al., 2011; Pagnussat, et al., 2015), la regulacion de la
funcién respiratoria y en particular en aquellos procesos relacionados con el suefio (Urry y
Landolt, 2015), la ansiedad y la depresion (Johansson, et al., 2001; Yamada, et al., 2014) y la
excitacién, ademas de la neuroproteccion en episodios de hipoxia/isquemia o hipoglicemia
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(Duarte, et al., 2016) y la plasticidad sinaptica (Cunha, 2076). También ha sido relacionado con
la enfermedad de Alzheimer (Yan, ef al. 2014); en necropsias de pacientes de esta enfermedad
ha sido detectado un cambio en la expresiéon y una redistribucién de los receptores de
adenosina comparado con cerebros control (Angulo, et al., 2003). También se ha relacionado
la adenosina con la enfermedad de Parkinson (Jenner, et al., 2009; Ramiackhansingh, et al., 2017),
la enfermedad de Huntington (Chiu, et al., 2015), la esquizofrenia (Wardas, 2008; Turcin, et al.,
2016), la epilepsia (Rzbeiro, et al., 2003), la adiccion a drogas (Furlong, et al., 2015; Pintsuk, et
al., 2016) y el cancer. Cada vez mas estudios sugieren la implicacion de los diferentes
receptores de adenosina en procesos relacionados con el cancer, por ejemplo, ha sido
observada una sobreexpresion del receptor A; de adenosina en células cancerosas en
comparacion con los niveles de este receptor en células sanas (Gesss, e al., 2011; Montinaro, et
al., 2013). Ha sido demostrado también que existe una relacion entre la adenosina y algunas
enfermedades oculares como los ojos secos o el glaucoma (Schlitzer-Schrebards, et al., 2005) asi
como en el dolor neuropatico crénico (Varani, et al., 2013).

La adenosina lleva a cabo sus funciones a través de la interaccion con diferentes receptores
GPCR de la familia rbodopsin-like (Martinelli y Ortore, 2013). Estos receptores han sido
clasificados en base a sus propiedades moleculares, bioquimicas y farmacoldgicas en cuatro
subtipos: los receptores de alta afinidad A, y A,, y los receptores de baja afinidad A,z y A;
(Eredholm, et al., 2001; Fredholm, et al., 2017) (Figura 17).
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Figura 17. A) Representacién esquemitica de la formacién, metabolismo y transporte de adenosina. Receptores de
adenosina: Aq, Azx, Azp, A3, acoplados a su proteina G correspondiente (representados en los rectangulos), transportadores
de adenosina (cilindro verde). SAH, S-adenosil-homo-cisteina; 5-N, 5’-nucleotidasa; AK, adenosina quinasa; ADA,
adenosina deaminasa; SAHH, S-adenosil-homocisteina hidrolasa. Extraido de Urry y Landolt, 2015. B) Estructura de los
receptores de adenosina humanos.

El grado de homologia entre los receptores de adenosina es bajo, del orden del 45% (Pierce,
et al, 1992), si bien existen diferencias entre especies como la que tiene lugar entre los
receptores A,, y A,y que en rata presentan una homologia del 46% y en humano del 61%.
Al igual que para otros GPCR, la mayor homologia tiene lugar en las regiones
transmembrana, que se cree estan proximas entre sf formando el centro de unién de ligando
conjuntamente con la zona hipervariable correspondiente a la mitad N-terminal del segundo
bucle extracelular (Rivkees, et al., 1999). Cabe destacar la larga cola C-terminal que presenta
el receptor A,,. La interaccién con la proteina G tiene lugar basicamente a través del TMO,
donde se inserta una pequefia cola de la proteina G, provocando asi los cambios estructurales
requeridos para la induccién de la senalizacion. Ademds, todos presentan secuencias
consenso de fosforilacién en los dominios intracelulares. Esta fosforilacion esta implicada en
el mecanismo de desensibilizacion de los receptores de adenosina (Saura, ef al., 1998). Todos
los receptores de adenosina presentan también secuencias consenso de N-glicosilacién en el
EC2, las cuales se cree que estan implicadas en el transito del receptor a la membrana (Klofz
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y Lobse, 1986). Jaakola y colaboradores determinaron la estructura cristalina del receptor A,,

de adenosina humano (Jaakola, et al., 2008), siendo estudio de gran relevancia, pues hasta ese
momento, de esta familia de GPCR, solo se habia obtenido la estructura cristalografica del
receptor de rodopsina (Palkzewski, et al., 2000) y del receptor B,-adrenérgico (Cherezov, et al.,
2007). Esto, por lo tanto, facilité la comprension de la estructura de los GPCR, asi como el
disefio de nuevos farmacos y ligandos mas selectivos para estos receptores.

El interés por el estudio del papel de la adenosina en el cerebro recae en el hecho que, en
mamiferos, los receptores de adenosina en este tejido son mucho mas abundantes que en
otros tejidos o tipos celulares (Cunba, et al., 2008). Mayoritariamente son los receptores de
alta afinidad por la adenosina, A, y A,,, los responsables de los efectos de este nucledsido en
cerebro (Fredholm, et al., 2005), siendo el receptor A, de adenosina el mas abundante, con una
distribucién mas extensa. El receptor A,, muestra altos niveles de expresion unicamente en
zonas concretas del cerebro como los ganglios basales (Fredbolm, et al., 2005). Los receptores
de adenosina A,; y A; son de baja afinidad por lo que su activacién puede ser relevante en
condiciones en las que la concentracion de adenosina se ve incrementada de forma notoria.
La adenosina es el agonista total de todos estos receptores, ademas, en los receptores A, y
A; la ionosina puede actuar como agonista parcial (Fredbolm, et al., 2007) (Tabla 1). Aunque
la adenosina es el agonista endégeno, no es una buena herramienta para el estudio de estos
receptores debido a su alta susceptibilidad para ser metabolizada por varios enzimas. Sin
embargo, la adenosina es la base estructural de todos los agonistas conocidos. Por otro lado,
las metilxantinas constituyen el prototipo de antagonista de estos receptores. Las
modificaciones sobre esta molécula dan lugar a una elevada seleccién de derivados, muchos
de los cuales presentan gran selectividad por distintos subtipos. En la Tabla 1 se muestra la
afinidad que presentan por la adenosina los diferentes subtipos y los agonistas y antagonistas
mas selectivos para cada miembro de la familia.

Los receptores de adenosina tradicionalmente participan en distintos procesos como el
suefio/vigilia, atenuando la accién de neuronas implicadas en mantener al individuo en fase
de vigilia, pero también participan en el aprendizaje, la memoria, el dafio neuronal, la
neurodegeneracion y la maduracién neuronal. Dada la gran variedad de funciones del SNC
en las que la adenosina participa, es facil suponer que los diversos subtipos de receptores
estaran acoplados a diferentes sefales intracelulares. Asi, el receptor A, se acopla a proteinas
G, provocando la inhibicién de la adenilato ciclasa (Londos, et al, 1980) y, a través de las
subunidades Gy de la proteina G, la activacion de la PLC con el consiguiente incremento
en los niveles de DAG e IP; en el interior celular (Gerwins y Fredholm, 1992), lo que aumenta
los niveles de calcio intracelulares. El receptor A, también provoca la inactivacion de los
canales de calcio (Macdonald, et al., 1986) y la activacién de varios tipos de canales de potasio,
probablemente también via las subunidades Gy de la proteina G (Trussell y Jackson, 1985).
El receptor A; de adenosina también inhibe la adenilato ciclasa mediante el acoplamiento a
G; (Zhon, et al., 1992; Borea, et al., 2015), aunque también puede acoplarse a la proteina G,
(Palmer, et al., 1995) activando la PLC e incrementando los niveles de calcio intracelular
(Abbracchio, et al., 1995). Por otro lado, la principal via de sefalizacién de los receptores A,,
y A,y es la estimulacion de la formacion de AMPc a través del acoplamiento a una proteina
G, (Jenner, et al., 2009), lo que a su vez estimula la proteina quinasa dependiente de AMPc
(PKA), regulando asi el estado de fosforilaciéon de diferentes sustratos intracelulares. Sin
embargo, el receptor A,, también puede acoplarse a proteinas G, y el receptor A,y a
proteinas G, mediando la activacién de la PLC y la movilizacién de calcio intracelular
dependiente de DAG e 1P, (Feoktistov y Biaggioni, 1995) (Tabla 1). Ha sido observado que
todos los receptores de adenosina activan a las Mitogen Activated Protein Kinases MAPK) y en
concreto inducen la fosforilacion de Extracellular Signal-Regulated Kinase 1/2 (ERK1/2), pero
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dependiendo del contexto celular, las vias de sefializaciéon implicadas pueden variar (Schulte y

Fredholm, 2003).

Subtipo
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Tabla 1. Receptores de adenosina.

En el cerebro, los dos principales subtipos de receptores de adenosina, el A, y el A,,, se
expresan tanto de forma pre- como postsinaptica. El receptor A, se localiza abundantemente
en todo el cerebro, en concreto su expresion es muy elevada en el estriado y el tallamo, aunque
también es abundante en corteza, cerebelo, hipocampo y en la médula espinal. El receptor
A,,, como ha sido mencionado anteriormente, tiene una expresiéon mas restringida, se
encuentra altamente expresado en los ganglios basales, concretamente en el putamen y
nucelo caudado, en las neuronas GABAérgicas estriatopalidales y en el bulbo olfatorio
(Brooks, et al., 2008) (Figura 18).

Tradicionalmente a la adenosina se le ha conferido un papel inhibitorio. Sin embargo, a pesar
de que a nivel sinaptico esta molécula no es un neurotransmisor, a través de la activacion de
los receptores A, comparte muchas propiedades atribuidas al principal neurotransmisor
inhibitorio, el 4cido y-aminobutirico (GABA). Asi, el GABA vy la adenosina constituyen las
principales moléculas en el control de la transmision sinaptica glutamatérgica en el SNC. La
adenosina, a través de los receptores A,, inhibe la liberacién de glutamato lo que permite
desconectar fisiolégicamente interneuronas GABAérgicas. Este proceso es importante en
condiciones de intensa liberacién de adenosina, como en los casos de hipoxia (Sebastiao, et al.,
2007). Ademas, esta inhibicién de la neurotransmisién excitadora ha hecho que se considere
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este receptor como uno de los mas importantes en la regulacién del ciclo suefio-vigilia,
promoviendo la fase de suefio. Esto explica por qué la cafeina, un antagonista de los
receptores de adenosina, al contrarrestar el efecto de la adenosina sobre los receptores A, y
A,, del prosencefalo, asi como por sus efectos indirectos en los sistemas noradrenérgicos,
sistemas histaminérgicos del hipotalamo y sistemas orexinérgicos, induce un estado de vigilia,
entre otros efectos (Ferré, 2010; McLellan, et al., 2016). Respecto al receptor A,,, parece ser
uno de los principales neuromoduladores presinapticos (Schiffiann, et al., 2007) capaces de
incrementar la liberacion de GABA de terminales nerviosos del hipocampo (Cunha y Ribeiro,
2000).

Distribution volume
3
-]

[~

Figura 18. Distribucién de los receptores de adenosina A; y Aza en el SNC. A) Distribucién colorimétrica del
antagonista selectivo del receptor Ay, 18C-CPFPX, en un individuo sano. De izquierda a derecha se muestran los planos
axial, coronal y sagital. B) Distribucién colorimétrica del antagonista selectivo del receptor Ay, NC-KW6002, en un
individuo sano. De izquierda a derecha se muestran los planos axial, coronal y sagital del cerebro obtenidos mediante la
técnica de tomografia por emisién de positrones. Extraido de Brooks, ef al., 2008.

1.3.2. Receptores de dopamina

La dopamina es la principal catecolamina que actia como neurotransmisor en el sistema
nervioso central (SNC), representando el 80% del contenido total de catecolaminas del
cerebro, y controlando una gran variedad de funciones como la modulacién de la actividad
sensorial, la actividad motora, la actividad endocrina, el aprendizaje, la memoria, la
emotividad, la afectividad, la recompensa y la motivacion (Missale, et al., 1998). También
desarrolla maltiples papeles en el sistema nervioso periférico como modulador de la funciéon
cardiovascular, secreciéon hormonal, tono vascular, funcion renal y motilidad gastrointestinal
(Missale, et al., 1998).

La dopamina se sintetiza a partir del aminoacido L-tirosina y existen mecanismos que regulan
de manera muy precisa su sintesis y liberacion (Babena-Trujillo, et al., 2000). Al no ser capaz
de cruzar la barrera hematoencefalica, su biosintesis tiene lugar en el citosol de los terminales
nerviosos dopaminérgicos (Elworth y Roth, 1997). Su liberacién se realiza mediante canales
de calcio dependientes de voltaje que promueven la fusién de vesiculas llenas de dopamina
con la membrana plasmatica, que por difusiéon cruza el espacio de la hendidura sinaptica
hasta unirse a sus receptores localizados pre- y postsinapticamente. El resultado final es la
activaciéon o inhibicién de la neurona postsinaptica. La sefial dopaminérgica finaliza por
eliminacién de la dopamina del espacio intersinaptico. Este proceso se lleva a cabo mediante
la catalisis de la dopamina por enzimas extraneuronales o por la recaptacion por los propios
terminales nerviosos mediante transportadores especificos (DAT: Dopamine Transporters) que
juegan un papel importante en la funcidn, inactivacion y reciclaje de la dopamina liberada
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(Adell y Artigas, 2004; Sotnikova, et al., 20006). Los receptores presinapticos son principalmente
autoreceptores y constituyen uno de los mecanismos responsables de la regulacién de la
transmision dopaminérgica (Koeltzow, et al., 1998). Estos son mas sensibles a la dopamina que
los receptores postsinapticos e inducen a una inhibicién de la liberacién continuada de
dopamina.

La evolucién de la investigacion sobre la transimisiéon dopaminérgica puede remontarse a la
década de los 50’s, cuando la dopamina fue reconocida como un neurotransmisor, siendo
detectada por primera vez en el SNC en 1958. En la década de los 60’s se generaron las
primeras evidencias del vinculo existente entre alteraciones en la transmisién dopaminérgica
y la enfermedad de Parkinson y algunos desérdenes psiquiatricos, en particular la
esquizofrenia (Babena-Trujillo, et al., 2000). A lo largo de las ultimas décadas el sistema
dopaminérgico ha sido el foco de muchos estudios debido a su implicaciéon en desérdenes
psiquiatricos como el Parkinson y la esquizofrenia, pero también en desérdenes bipolares, la
corea de Huntington, desérdenes de hiperactividad y déficit de atenciéon y el sindrome de
Tourette (Beaulien y Gainetdinov, 2017), asi como en la hiperprolactinémia y la adiccion a drogas
de abuso (Missale, et al., 1998; Zack y Poulos, 2009; Dalley y Everitt, 2009).

El 1978, en base a evidencias farmacoldgicas, bioquimicas y fisiologicas, los receptores de
dopamina se clasificaron en dos grupos: receptores activadores de la adenilato ciclasa (AC) y
receptores inhibidores de la AC (Spano, et al., 1978). Sin embargo, no fue hasta 1988 que se
cloné el primer receptor dopaminérgico, el subtipo D, (Bungow, et al., 1988). Posteriormente,
usando la técnica de clonaje, fueron aislado 5 receptores distintos para la dopamina (Gingrich
y Caron, 1993). Estos receptores han sido clasificados en dos subfamilias en funcién de sus
propiedades bioquimicas y farmacoldgicas: los receptores D,-/ike, que comprende los
receptores D, y D; y los receptores D,-/ike que comprende los receptores D,, D; y D,. La
subfamilia D,-/ke produce incrementos de AMPc a través de proteinas G, que estimulan
la AC (Civelli, et al., 1993) y se localizan en los terminales pre- y postsinapticos en funcién de
la zona cerebral (Wong, et al, 1999; Galvan, et al., 2014). La D,-/ike inhibe la AC por
acoplamiento a proteinas G, ,, ademds de activar canales de K' y disminuir la entrada de Ca™
a través de canales dependientes de voltaje. Los receptores D,-/ke pueden localizar-se en
terminales presinapticos y postsinapticos (Da/ Toso, et al., 1989; De Mei, et al., 2009).

La organizaciéon genémica de los receptores de dopamina sugiere que provienen de dos
familias génicas que difieren principalmente en la presencia o no de intrones en su secuencia
codificadora. Los receptores D,-/4e no contienen intrones, caracteristica que comparten con
la mayoria de GPCR (Dobiman, et al., 1987). En cambio, y por analogfa con el gen de
rodopsina, los genes que codifican para los receptores D,-/ike estin interrumpidos por
intrones (Vallone, et al, 2000). La presencia de intrones en la regiéon codificadora de los
receptores D,-/ike permite la generaciéon de variantes de estos receptores. De hecho, el
receptor D, presenta dos isoformas, llamadas D, R (shor?) y D,R (long), que son generadas
por splicing alternativo de 87 pares de bases entre los intrones 4 y 5. Esta diferencia de 29
aminodcidos les confiere ciertas caracteristicas diferenciales, como su localizacién,
expresandose principalmente el receptor D, a nivel presinaptico mientras que el D, se
expresa a nivel postsinaptico. Pese a que tanto D, R como D,R tienen la misma capacidad
de unir ligando, los niveles de expresion de la isoforma larga son diez veces mayores que los
de la isoforma corta. También difieren en la capacidad de acoplarse a proteina G, D, R serfa
mas afin a G; y D,R tanto a G; como a G,, esto explicaria la regulaciéon de diferentes
respuestas biologicas por la diversidad de sefial generada. Los dos subgrupos presentan,
ademas peculiaridades estructurales diferenciales como se muestra en la Figura 19: los
receptores D,-/ke tienen un dominio carboxilo terminal unas siete veces mas largo que el de
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los D,-/ike, mientras que estos ultimos tienen el tercer bucle intracelular (IC3) muy largo,
caracteristica comin en muchos receptores acoplados a proteina G, (Missale, ¢t al., 1998).

Dopamine Receptors
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Figura 19. Representacion esquematica de las dos familias de receptores de dopamina. Extraido de Padey ez al., 2013.

Existe una alta homologia de secuencia entre los dos miembros de la familia de receptores
D,-/ike, del orden del 80%. Entre los miembros del subgrupo D,-/ike¢ la homologia es de un
75% entre los receptores D, y D; y de un 53% entre los receptores D, y D,. Por el contrario,
la homologfa entre los receptores D,-/ike y D,-/ike es solo del 42-46%. La homologia mas
elevada se encuentra entre los dominios transmembrana y en aquellos residuos que son clave
para la unién de catecolaminas. El extremo carboxi terminal, en ambas familias, contiene
lugares de fosforilacion y palmitoilaciéon que se cree juegan un papel importante en la
desensibilizaciéon del receptor y en la formaciéon de un cuarto bucle intracelular,
respectivamente. En cambio, los receptores de dopamina presentan diferencias en las
modificaciones post-traduccionales, como diferentes lugares consenso de N-glicosilacion
(Missale, et al., 1998). Recientemente, mediante estudios filogenéticos ha sido demostrado que
los receptores D -/ike y D,-/ike no estan filogenéticamente mas relacionados entre ellos de lo
que lo estan con otros receptores de monoaminas (Yamamoto, et al., 2013). Este hecho sugiere
que la habilidad para unir dopamina, compartida por los dos tipos de receptores, ha sido
adquirida independientemente por convergencia a lo largo de la evolucion.

Para el estudio de las propiedades farmacoldgicas de los receptores de dopamina se dispone
de ligandos que facilmente discriminan entra las dos subfamilias D,-/ke y D,-/ike, aunque no
sean selectivos para los miembros de cada subfamilia. Puesto que los receptores D,-/ike
tienen alta homologia dentro de los dominios transmembrana, regiones que se piensa forman
el lugar de unién para ligando, no es sorprendente que estos receptores exhiban propiedades
farmacolégicas muy similares. Cada uno de los receptores D,-/ike muestra alta afinidad por
benzazepinas (agonistas) y baja afinidad por butiroferonas y benzamidas sustituidas
(antagonistas). Una diferencia remarcable entre los receptores D,-/ke es la afinidad que
presentan sus miembros por la dopamina, ya que el receptor D; tiene una afinidad 10 veces
superior a la que muestra el receptor D, (Missale, et al., 1998).

Las propiedades farmacoldgicas de los receptores D,-/zke difieren entre si mas de lo que
difieren entre si las de los receptores de la subfamilia D,-/&e. Asi, las afinidades por muchos
agonistas y antagonistas varfan entre uno y dos o6rdenes de magnitud entre subtipos,
incluyendo la dopamina por la que el receptor D; tiene una afinidad 20 veces mas alta que el
receptor D,. Cada uno de estos receptores, sin embargo, tiene el sello caracteristico de uniéon
de ligando de los receptores D,, es decir, alta afinidad por butirofenonas, como las
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espiperonas y haloperidol, y baja afinidad por benzazepinas. Hay que especificar que el
receptor D, se caracteriza por ser el mas diferenciado, presentando baja afinidad por la
mayoria de antagonistas dopaminérgicos, por ejemplo, el raclopride, y exhibiendo una
relativamente alta afinidad por el neuroléptico clozapina (Missale, et al., 1998).

La diferencia de afinidad que presentan los receptores de dopamina por su ligando endégeno
puede permitir la activaciéon de unos receptores o de otros en funciéon de la cantidad de
dopamina liberada (Tabla 2). Esta diversidad dentro de los receptores de dopamina es un
reflejo de la diversidad funcional que ejerce este neurotransmisor, sobre todo si se considera
la expresion diferencial de estos receptores dentro del SNC.

Familia D;R- like

Subtipo D,R DsR ) Ds;R

Proteina G Gijo Giso

-AC -AC
+PLC +PLC
- canales - canales Ca*”
ca” + canales K~

Mecanismo de
transduccion
de senal

| AMPc | AMPc

Moléculas 1 1P 1P | AMPc
efectoras | Ca® | Ca 1 4c. araquid.
TK" TK 1 NKE*
1T NKE*

Afinidad por
la dopamina / ) 2.8-474 28-450
Kp en nM

Agonista SKF-38393 / Quinpirole (-)Apomorfina

Antagonista | SCH-23390 | ¢ 233 Raclopride 3 Clozapina

*NKE: Na+ /K+ exchange: intercambiador Na+/K+.

Tabla 2: Resumen de las principales caracteristicas de los diferentes subtipos de receptores de dopamina.

La expresion de los distintos subtipos ha sido determinada mediante la combinacién de
técnicas de unién de radioligandos y de hibridacion 7z situ. Asi ha sido demostrado que el
receptor D, es el mas abundante y su distribuciéon es la mas amplia de entre todos los
receptores dopaminérgicos (Dearry, et al, 1990). Este receptor se encuentra en diversas
regiones del cerebro como neuronas GABAérgicas del estriado que coexpresan sustancia P,
nucleo accumbens, tubérculo olfatorio e hipotalamo (Gerfen, et al., 1990). El otro receptor
D,-like, el receptor Dy, presenta una distribucién mas restringida a regiones como el talamo
o el hipocampo (I allone, et al., 2000; Centonze, ¢t al., 2003). En cuanto a los receptores D,-/ike,
el receptor D, se expresa principalmente en nucleo accumbens, tubérculo olfatorio e
hipocampo, tanto pre- como post-sinapticamente y su expresion es elevada en las neuronas
GABA¢érgicas estriatopalidales. Este receptor actia como autoreceptor en los terminales
dopaminérgicos, donde regula la sintesis y liberaciéon de dopamina (Mercuri, et al., 1997). El
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receptor D; se localiza especificamente en las regiones limbicas del nicleo accumbens, con
una localizacién post-sinaptica en neuronas que expresan sustancia P y neurotensina. Por
ultimo, el receptor D, se expresa en interneuronas GABAérgicas tanto piramidales como no-
piramidales de la corteza frontal e hipocampo y en el bulbo olfatorio, la amigdala y el
mesencétalo (Missale, et al., 1998).

En distintas situaciones patalégicas ha sido observada la existencia de diferencias
cuantitativas en la expresion de los receptores de dopamina o bien en su sefalizacién. Por
ejemplo, los receptores D, ven incrementada su expresion en la esquizofrenia y su
seflalizacion varia en la enfermedad de Parkinson (Paspalas, et al., 2013). Por otro lado, la
densidad de los receptores D, post-sinapticos se ve incrementada en la esquizofrenia y
también en los enfermos de Parkinson no tratados con L-DOPA (Matsukawa, et al., 2007,
Reeves, et al., 2009). Del mismo modo, un desequilibrio en la expresion de receptores D, y D,
de dopamina esta asociado con un aumento en la motivacién por la busqueda y consumo de
sustancias con valor hedénico o drogas de abuso (Iolkow, et al., 2009; Sonntag, et al., 2014).

1.3.3. Los ganglios basales

Los ganglios basales estan constituidos por cinco nucleos principales en roedores: el estriado,
la substantia nigra, el globus pallidus, el nicleo subtalamico y el nucleo entopeduncular (Figura
20). Estas estructuras estan implicadas en muchos procesos mentales como las funciones
motoras y sensoriales, el aprendizaje y memoria, aunque también ha sido descrita su
implicacién en funciones ejecutoras y en la toma de decisiones, en la motivaciéon y las
emociones (K y Hikosaka, 2015).

R Caudate
Nucleus

P Putamen

Nucleus O/
Accumbens

Globus )
Pallidus /

/
Subthalamic O/
Nucleus

Substantia
Nigra

Figura 20: Localizacion de los nticleos que forman los ganglios basales. Imagen obtenida de www.g2conline.org

Cuando la region pre-frontal de la corteza cerebral, involucrada generalmente en la toma de
decisiones y planificacion, determina que una actividad motora debe ser ejecutada, envia
seflales activadoras a las areas motoras. El cerebro contiene muchos generadores de patrones
de movimientos, y cada uno de estos sirve para realizar un movimiento particular del cuerpo,
como la locomocion/postura (Takakusaki, 2004), la vocalizacion (Hage y Jiirgens, 2006) o
alcanzar un objeto/sujetatlo (Kinoshita, et al., 2012). Por la accién de estimulos sensotiales
concretos o de estados internos, estos mecanismos pueden trabajar independientemente para
generar movimientos adaptativos, como por ejemplo, el reflejo vestibulo-ocular. Sin
embargo, el comportamiento general podria convertirse en incontrolable si estas areas
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motoras pudiesen activarse simplemente en base a sus propias reglas (Kiw y Hikosaka, 2015).
Para solucionar esta situaciéon de manera eficiente el cerebro ha desarrollado un mecanismo
que suprime todas las activaciones motoras inducidas por los generadores de patrones de
movimientos. Las areas motoras envian sus sefiales a través de los ganglios basales para
refinar la eleccién de los musculos que participaran en el movimiento y para amplificar la
actividad en las dreas motoras que dirigiran las contracciones musculares.

El estriado es la principal estructura de entrada de los ganglios basales y esta funcionalmente
subdividido en estriado dorsal y ventral. El estriado dorsal (nicleo caudado y putamen) se
encuentra implicado en la ejecucién y el aprendizaje de los actos motores complejos. El
estriado ventral (nicleo accumbens) forma parte de los circuitos cerebrales implicados en la
conversiéon de la motivacion en accién. En el estriado mas del 90% de las neuronas son
GABAérgicas de proyeccion o medinm-sige spiny nenrons y reciben dos vias de entrada que
convergen en sus espinas dendriticas: por un lado, las neuronas dopaminérgicas del
mesencéfalo, localizadas en la substantia nigra pars compacta y el area tegmental ventral y, por
otro lado, las neuronas glutamatérgicas procedentes de areas corticales, limbicas y talamicas
(hipocampo y amigdala) (Gerfen, et al., 2004, Heinsbroeck, et al., 2017).

Por otro lado, todos los outputs eferentes del estriado que proyectan al tilamo son
GABAérgicos e inhibitorios, son altamente activos continuamente (Hikosaka, 2007) y estan
conectados con los mecanismos motores. Estas eferencias salen desde dos estructuras, la
substantia nigra pars reticulata (SNt) y el segmento interno del globus pallidus (GPi), dando lugar
a dos vias: las neuronas estriatonigroentopedunculares (via directa) y las neuronas
estriatopalidales (via indirecta). Humanos y monos con disfunciones en los ganglios basales
normalmente presentan movimientos involuntarios, los cuales pueden ser causados por un
mal funcionamiento de esta inhibicion mediada por los nucleos SNt/GPi (DelLong y
Wichmann, 2007). Los dos tipos de neuronas GABAérgicas estriatales se pueden distinguir
neuroanatomicamente. Las neuronas estriatopalidales contienen el péptido encefalina y
receptores de dopamina, predominantemente el subtipo D,. Estas neuronas expresan,
también, receptores A, y A,, de adenosina. Las neuronas estriatonigroentopedunculares
contienen dinorfina y sustancia P, receptores de dopamina, predominantemente de subtipo
D, (Alexander y Crutcher, 1990) y receptores A, de adenosina, pero no receptores A,,
(Schiffmann, et al., 2007; Ferré, et al., 2007; Fuxe, 2007).

No obstante, estas vias inhibitorias deben ser reguladas en ciertos contextos, de lo contrario
todos los movimientos quedarfan suprimidos. Un problema en su regulacién podria ser la
causa de la aquinesia en pacientes de Parkinson (Wichmann y Del ong, 1996). La via directa y
la via indirecta son las encargadas de la regulacién del movimiento. La estimulacién de la via
directa produce activacién motora de los movimientos voluntarios, mientras que la activacion
de la via indirecta produce inactivaciéon motora, inhibiendo la apariciéon de componentes
involuntarios en el movimiento. En la via directa, las areas motoras envian sefiales activadoras
a los nucleos putamen y caudado del estriado. Las células de estos nucleos son GABAérgicas,
de modo que al ser activadas mandan sefiales inhibitorias al GPiy a la SNr, inhibiendo asi la
actividad en estos nucleos, los cuales estaban bloqueando al nucleo ventrolateral del talamo
y evitando que se produjera actividad en las areas motoras cerebrales. Simultineamente, las
seflales enviadas por las areas motoras a los nucleos caudado y putamen también activan la
via indirecta. Las neuronas GABAérgicas de esta via envian sefiales inhibitorias al globus
pallidus externo (GPe), reduciendo la actividad en este nucleo. EL. GPe de manera basal envia
sefiales inhibitorias al nucleo subtalaimico (STN), de modo que, cuando se activa la via
indirecta, estas sefiales inhibitorias se ven reducidas, lo que provoca un aumento en la
actividad del STN. Asi, este nucleo puede enviar sefiales activadoras a ciertas partes del GPi
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y ala SNr. Entonces, parte de estos nucleos envian sefiales inhibitorias al nacleo ventrolateral
del talamo, evitando asi la activacién de areas motoras corticales que podrian competir con
el movimiento voluntario. Un adecuado equilibrio entre las dos vias produce los
movimientos normales, lo que se conoce como accion motora (Hikida, et al, 2010). La
dopamina induce la activacién de la actividad motora mediante receptores D, de las neuronas
estriatonigroentopedunculares, mientras que deprime la actividad de las neuronas
estriatopalidales actuando sobre los receptores D,, produciendo indirectamente una actividad
motora (Grillner y Robertson, 2016). La dopamina, por tanto, estimula el movimiento a través
de dos vias, porque estimula la via estimuladora e inhibe a la via inhibidora (Figura 21A).

Algunos autores también hablan de la via hiperdirecta (Nazzbu, et al., 2002), la cual actia como
supresora de movimientos ya en curso. Esta via es mediada por el nucleo STN, y en ella
neuronas glutamatérgicas excitadoras transmiten sefiales rapidamente de la corteza cerebral
a los nucleos SNr y GPi, inhibiendo asi el movimiento. Se considera que su principal funciéon
esta relacionada con cambios comportamentales (Isoda y Hikosaka, 2008) en los que se
suprimen movimientos rapidos y automaticos para que movimientos voluntarios puedan
iniciarse.

La enfermedad de Parkinson estd producida por la degeneracion progresiva de las neuronas
dopaminérgicas nigroestriatales que proyectan de la substantia nigra al caudado-putamen. Esta
degeneracion da lugar a una disminucién de la liberaciéon de dopamina en el estriado, que
provoca una hipoactividad de las neuronas GABAérgicas estriatonigroentopedunculares (via
directa) y una hiperactividad de las neuronas GABAérgicas estriatopalidales (via indirecta)
debido a la ausencia de los efectos inhibitorios de la dopamina endégena (Obeso, et al., 2008),
con el consiguiente descontrol de la actividad de los ganglios basales (Figura 21B). Los
sintomas clinicos mas relevantes incluyen bradiquinesia (lentitud en los movimientos),
rigidez, temblor en reposo y alteraciones en el equilibrio. El tratamiento paliativo de esta
enfermedad consiste en suministrar un precursor de dopamina, L-DOPA, que, aunque
resulta efectivo en los primeros estadios de la enfermedad, acaba por perder la efectividad y
provoca la aparicién de complicaciones motoras como la discinesia (Nwt#t, et al., 1990).
Actualmente existen avances importantes en el desarrollo de nuevos farmacos
dopaminérgicos y no dopaminérgicos para la enfermedad de Parkinson, asi como para las
complicaciones motoras de las terapias en uso (Schapira, et al., 2000).
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Figura 21. Funcionamiento de los ganglios basales. Existen dos vias de salida del estriado: la via directa y la via indirecta.
A) Estado “normal” y B) Degeneracion de la substantia nigra pars compacta en la enfermedad de Parkinson que provoca la
disminucién de la liberacién de dopamina en el estriado. Imagen cedida por el Dr. Sergi Ferré.
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La adenosina y la dopamina ejercen efectos opuestos en el estriado. La primera indicacion
de una interaccién antagonica entre los receptores de adenosina y los de dopamina se obtuvo
al analizar el comportamiento de animales modelo de la enfermedad de Parkinson (Fuxe y
Ungerstedt, 1974). Se utilizaron los antagonistas no selectivos de adenosina, cafeina y teofilina,
en combinaciéon con L-DOPA y agonistas de los receptores de dopamina y se observé un
aumento de la actividad motora producida por los farmacos dopaminérgicos. La
heteromerizacién de los receptores A,,-D,, demostrada por primera vez por Canals y
colaboradores en nuestro grupo (Canals, et al, 2003), tiene una gran relevancia en la
enfermedad de Parkinson, siendo actualmente uno de los heterémeros mas estudiados (Ferre,
et al., 2008). En el cerebro, los receptores A,, de adenosina y los D, de dopamina estan
altamente expresados en las neuronas GABAérgicas del estriado (Schiffmann, et al., 2007). Este
tipo de neuronas representan practicamente la mitad de la poblacion neuronal del estriado y
una mala funcién de éstas tiene un papel clave en la patogénesis de enfermedades de los
ganglios basales como el Parkinson y la corea de Huntington, y probablemente en desordenes
obsesivo-compulsivos y adiccion a drogas (Fuxe, ez al., 2007). En la linea de lo observado por
Fuxe y Ungerstedt, los antagonistas de los receptores A,, bloquean la accién de la adenosina
endégena sobre el heterémero A,,-D,, provocando un incremento en la sefializacion
mediada por el receptor D,, ademas de disminuir la sefializacién inducida por la adenosina
endégena (Ferré, 2008). Asi pues, el tratamiento con L-DOPA y antagonistas de adenosina
parece potenciar las acciones antiparkinsonianas de la L-DOPA, tanto en modelos animales
(Kanda, et al., 2000; Uchida, et al., 2015) como en pacientes de esta enfermedad (Hauser, et al.,
2003). Actualmente, para poder tratar esta enfermedad, muchos grupos de investigacion
estan centrando sus esfuerzos en el descubrimiento de antagonistas selectivos del receptor
A,, de adenosina, como la istradefilina (o KW-6002), el cual ya se administra a enfermos de
Parkinson (Mizuno, et al., 2013) o el SYN-115, identificado por los laboratorios farmacéuticos
Hoffmann-Ia Roche, actualmente en fase clinica III (Basw, et al., 2017).

1.4. ADICCION A LA COCAINA
1.4.1. El proceso de adiccion

La adiccién es una enfermedad crénica, devastadora y que afecta en cierto modo no solo al
individuo afectado sino también a parientes, amigos y al conjunto de la sociedad. El National
Institute on Drug Abuse (NIDA) estima que cada afio el consumo de tabaco, alcohol y drogas
ilicitas tiene un coste de mas de 700 billones de délares para la sociedad norte-americana,
relacionados con costes médicos, baja productividad o crimenes, entre otros factores.

Frecuentemente, el termino adiccion se relaciona con el abuso de sustancias psicoactivas, que
afectan la funcién neuronal alterando el equilibrio quimico del cerebro (Joffe, ¢t al., 2014). El
uso de estos agentes afecta al sistema de recompensa del cerebro, altera el comportamiento,
la motivacién y el estado de animo, la memoria y otros circuitos relacionados (Joffe, et al.,
2074). Ademas, tiene la caracteristica de incapacitar al adicto de abstenerse del uso de la
sustancia adictiva a pesar de las consecuencias negativas que esta le aporta. Tales agentes
incluyen el alcohol, el tabaco, los cannabinoides, los opiaceos, los estimulantes, los
alucinégenos y las drogas de disefio, entre otros (Joffe, et al, 2014). También se incluyen
adicciones que no requieren el consumo de ninguna sustancia, como el sexo, los juegos de
azar y otros comportamientos (Dzleone, et al., 2012).
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La adiccién es una enfermedad crénica que se caracteriza por progresion ciclica a través de
fases de recuperacion y recaida (Koob y 10lkow, 2076). El patron de ingestion al inicio de la
enfermedad es generalmente impulsivo y esta motivado por un refuerzo positivo (sensacion
de euforia, bienestar, entre otros). A medida que la adicciéon progresa, la motivaciéon por
consumir la sustancia de abuso cambia hacia un refuerzo negativo, que aliviara los sintomas
de abstinencia caracteristicos de practicamente todo tipo de adiccién, pasando asi a
conductas compulsivas para obtener nuevas dosis de la sustancia de abuso. A la vez, el
organismo del enfermo sufrira una multitud de cambios que lo haran atin mas susceptible a
futuras recaidas. Si la adiccion no es controlada, el tiempo transcurrido entre cada consumo
se acorta a la vez que las dosis consumidas aumentan. Esto, junto con el hecho de que para
el enfermo el unico objetivo pasa a ser el consumo de la sustancia de abuso, llegando a olvidar
la necesidad de ingerir alimentos o agua, llevan al sujeto a la muerte.

1.4.2. De coca a cocaina

Una sustancia psicotropica es un agente quimico que actua sobre el sistema nervioso central,
lo cual provoca cambios temporales en la percepcion, el animo, el estado de conciencia y el
comportamiento. A lo largo de la historia, los humanos han utilizado distintas sustancias
psicotrépicas con fines ansioliticos, euforizantes, depresivos, alucindégenos o estimulantes.
Los psicoestimulantes son las sustancias psicotrépicas mas utilizadas en el mundo. Un
psicoestimulante puede definirse como una sustancia psicotropica con la capacidad de
estimular el SNC, aumentando los niveles de actividad motriz y cognitiva, reforzando el
estado de vigilia, el estado de alerta y la atencién. La cafeina y la nicotina son los
psicoestimulantes mas utilizados en la actualidad. La cafeina es el mas aceptado socialmente,
aproximadamente el 90% de la poblacion de paises industrializados la consume diariamente.
Segun el ultimo informe de la Organizacion Mundial de la Salud, en el ano 2015
aproximadamente habia aproximadamente 1,1 billones de fumadores en el mundo. La
nicotina es consumida a diario por el 25% de la poblacién europea y el 19,5% de la poblacion
estadounidense. Estos porcentajes llegan a ser superiores en otras zonas del planeta como
América del sur o Asia. Otras sustancias psicotropicas como la cocaina, la metanfetamina o
el éxtasis, por ejemplo, han sido consideradas ilegales, aunque este hecho no vaya siempre
asociado a un bajo consumo, tal y como se deduce de los resultados presentados en el
informe mundial sobre las drogas del 2016 en el que se calcula que cerca de 250 millones de
personas entre 15 y 64 afios consumieron drogas durante el ano 2014, ademas del aumento
significativo de las cantidades de estas drogas incautadas por las autoridades.

La cocaina es un extracto purificado de la planta de coca, Erythroxylum coca, procedente
originariamente de América del sur. Las hojas de coca han formado parte de las culturas inca,
aimara y quechua durante siglos. Hoy en dia, en las culturas andinas aun es comun masticar
hoja de coca, asi como beber mate de coca a pesar de las presiones gubernamentales para
erradicar estas practicas. Cuando se mastica, la hoja de coca actia como estimulante, aporta
sensacion de euforia y elimina el apetito, la sed, el dolor y el cansancio. También ayuda a
superar el mal de altura. Originalmente, la coca era administrada exclusivamente en forma de
hoja o de infusién, hasta que en 1860 Albert Neiman aislé un extracto de la hoja de coca, la
cocaina. Su utilizacion se extendié rapidamente por todo el mundo, convirtiéndose incluso
en un ingrediente para productos como el vino de coca, enjuagues bucales o la Coca-Cola.
Anos mas tarde aparecieron informes negativos respecto a su consumo, de modo que en
1903 esta marca de refrescos retir6 la cocaina de sus productos.
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Hoy en dia, su posesion, cultivo y distribucion son ilegales, exceptuando requisitos médicos
o normas gubernamentales; sin embargo, su consumo se encuentra ampliamente extendido.
En el informe del 2016 sobre sustancias de abuso elaborado por las Naciones Unidas se
estima que cerca del 0,4% de la poblacién mundial consume cocaina. Ademas, hay indicios
de que el aumento de fabricacioén de esta droga observado en 2014 y 2015 podria seguir esta
dinamica en el 2016. El consumo de cocaina tiene un coste muy elevado para toda la
poblaciéon. Aparte del problema sanitario que supone la adiccién a cocaina, actualmente la
adiccion a esta droga se ha convertido también en un problema social, por un lado debido al
gran namero de vidas que se cobra, ya sean derivadas del consumo de la propia droga o por
la corrupcién y la violencia que gira en torno a las mafias asociadas a la produccién y
distribucién de la cocaina, y por el otro al gasto de dinero publico invertido en la lucha policial
y judicial contra los narcotraficantes. Es por tanto una necesidad médica y social entender
los mecanismos de acciéon de la cocaina y del proceso de adicciéon a esta droga para poder
luchar contra ella.

Hasta la fecha, no ha sido encontrado un tratamiento altamente efectivo contra esta sustancia
mas alla del disulfiram, un farmaco utilizado para tratar el alcoholismo que inhibe la enzima
dopamina B-hidroxilasa, reduciendo asi los niveles de dopamina convertidos a norepinefrina
(Shorter, et al, 2013). Otros investigadores han propuesto el tratamiento de la adiccién a
cocaina mediante la vacunacién de los enfermos, estimulando el sistema inmune para crear
anticuerpos especificos contra la molécula de cocaina, evitando asi que esta llegue al cerebro
(Kosten_ y Domingo, 2013). Los resultados obtenidos en ensayos clinicos han demostrado que
los pacientes que presentan unos niveles altos de anticuerpos contra la cocaina reducen el
consumo de esta sustancia, no obstante, solo el 38% de los pacientes vacunados llega a
presentar suficientes anticuerpos en plasma, y solo durante unos 2 meses (Kosten y Domingo,
2013), siendo necesaria la mejora de este tratamiento para poderlo implementar. Otra linea
de investigacion es la que se centra en el desarrollo de nuevas técnicas para el tratamiento
médico en situaciones de sobredosis aguda de cocaina: un ejemplo serfa el propuesto por
Schindler y Goldberg, en el que mediante ingenierfa genética han sido modificados algunos
enzimas involucrados en la destrucciéon de la cocaina (Schindler y Goldberg, 2012). Ha sido
descrito que la vida media de la cocaina en ratas es relativamente corta, pudiendo oscilar
entre quince minutos y una hora dependiendo de la via de administracion utilizada (Nayak,
et al., 1976), y que una administracioén repetitiva podria prolongar el aumento en los niveles
de dopamina y la vida media de la sustancia (Io/kow, et al, 1999). Estudios recientes han
revelado que la hidrdlisis del éster de cocaina es la principal ruta de su catabolismo (Chen, et
al., 2017), de modo que la modificacién de los enzimas responsables de esta hidrolisis
permitirfa acelerar el metabolismo de la droga y antagonizar los efectos téxicos y los efectos
en el comportamiento provocados por la cocaina.

1.4.3. Mecanismo de accidon de la cocaina

Existen evidencias de que diferentes drogas de abuso (cocaina, nicotina o morfina) provocan
cambios neurobiolégicos (Areal, et al, 2015; Yuan, et al, 2015; Guegan, et al., 2016). Los
primeros estudios realizados revelaron que la cocaina inhibia la recaptacién de monoaminas
como la dopamina (Moore, et al., 1977; Heikkila, et al., 1979; Rifz, et al., 1987), 1a norepinefrina
(Moore, et al., 1977) y la serotonina (Ross y Renyz, 1967). Sin embargo, aunque la cocaina actaa
con el mismo grado de efecto en los transportadores de las tres monoaminas, la mayoria de
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los efectos en el comportamiento (De Wit y Wise, 1977; Colpaert, et al., 1978; Miczek, et al.,
1982) y la actividad motora (Girvs, et al.,, 1996) de esta sustancia se atribuyen al bloqueo de la
recaptacion de dopamina y al consecuente aumento de la concentracién de este
neurotransmisor en el espacio sinaptico. A finales de los afios 80 la medicion directa de la
concentracion de dopamina extracelular mediante técnicas de microdialisis confirmé que las
drogas de abuso compartian la propiedad de provocar un aumento de los niveles de
dopamina en el nacleo accumbens (D7 Chiara e Imperato, 1988). Actualmente, en modelos de
primates no humanos ha sido observado que, una vez administrada la cocaina, los picos de
dopamina aparecen a los cinco minutos y no se recuperan los niveles basales hasta los treinta
minutos (Bradberry, et al., 2000). Asi, inicialmente, los efectos observados por la cocaina eran
explicados unicamente en base a la interaccién de esta droga con el transportador de
dopamina (DAT) presinaptico. Mediante el modelaje molecular de DAT basado en la
estructura cristalina de Aguifexc aeolicns LeuT (Aa), un transportador de leucina homologo en
bacterias (Beuming, et al, 2008), ha sido postulada la unién de la cocaina a DAT. En este
modelo son las hélices transmembrana 1, 3, 6 y 8 del transportador las que intervienen en la
unién de la cocaina (Figura 22). Este centro de unién se superpone con el sitio de unién de
la dopamina y las anfetaminas, explicando el bloqueo de la unién de la dopamina a DAT
inducido por la cocaina (Figura 22E). Consecuentemente, si la dopamina no puede ser
recaptada por DAT, los niveles de dopamina en el espacio sinaptico se ven incrementados,
induciendo una sobreestimulacion de las vias dopaminérgias. Estos resultados cierran la
puerta a la posibilidad de generar un inhibidor competitivo de la unién de cocaina, debido a
que también se estarfa compitiendo con la recaptaciéon de dopamina.
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Figura 22. Esquema de la interaccion de la cocaina y la dopamina con DAT. A) Representaciéon del transportador
de dopamina, DAT. Los circulos pintados corresponden a los lugares donde coincide la interaccién de DAT con la
dopamina y la cocaina. B) Estructuras quimicas de la dopamina y la cocaina. C) Esquema de la interaccién de DAT con la
dopamina. D) Esquema de la interaccién de DAT con la cocaina. Extraido de Beuming, et al., 2008. E) Mecanismo de accién
clasico de la cocaina. Efecto del bloqueo de los transportadores de dopamina (DAT) por la cocaina. Extraido del National
Institute of Drug Abuse (NID-A).

Si bien es cierto que el aumento de los niveles de dopamina es un mecanismo de acciéon
comun de las drogas de abuso, muchos trabajos han puesto de manifiesto que el aumento de
este neurotransmisor tras la exposicién a cocaina no es exclusivamente debido al bloqueo de
DAT. Distintos estudios han demostrado que en condiciones fisiologicas la actividad fasica
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de las neuronas dopaminérgicas de la VTA genera una sefial de aprendizaje cuando tiene
lugar una recompensa inesperada (Sehultz, et al., 1997). El propésito de esta sefial es promover
un aprendizaje que permita obtener de nuevo esta recompensa. Cuando esta recompensa
pasa a ser completamente predecible, las neuronas dopaminérgicas no se activan mas, y el
aprendizaje cesa (Liischer, et al., 2016). La potencia farmacoldgica de las drogas de abuso es
su capacidad para anular este sistema, generando un aprendizaje inapropiado que, a dltima
instancia, lleva al consumo compulsivo de la droga a expensas de todos los demas
comportamientos (Liischer, et al., 2016). De modo que, en base a este modelo, la adicciéon a
cocaina debe considerarse una enfermedad por aumento de funcién del sistema
dopaminérgico. Si esto es cierto, una estimulacion directa y sostenida de las neuronas
dopaminérgicas, sin la participacion del transportador DAT, deberfa tener efectos similares
a los observados en animales adictos. Esto ha sido confirmado en estudios realizados
mediante técnicas optogenéticas en animales en los que el transportador DAT no esta
bloqueado, observandose que la estimulacién de las neuronas dopaminérgicas de la VTA
induce a una preferencia de lugar inmediata (Adamantidis, et al, 2011) y que la auto-
estimulacion directamente de estas mismas neuronas resulta en un refuerzo positivo para los
ratones, los cuales apretaran la palanca cientos de veces por hora para recibir la rafaga
estimuladora (Pascol, et al., 2015). Ademas, la inyecciéon de una droga de abuso acaba con la
auto-estimulacién optogenética de las neuronas dopaminérgicas en estos ratones (Pascoli, et
al., 20715). En la misma linea, otros estudios basados en modelos genéticos de ratones han
cuestionado también el mecanismo clasico de accion de la cocaina. Tanto Hnasko vy
colaboradores, mediante ratones deficientes en dopamina (Hnasko, et al., 2007), como Rocha
y colaboradores, mediante la generacién de ratones transgénico Anok-out para los
transportadores de monoaminas (Rocha, 2003), fallaron en la prevencién de la auto-
administraciéon de cocaina o preferencia de lugar asociada a esta droga.

Otro aspecto importante aun en estudio es el mecanismo de acciéon mediante el cual la
cocaina induce uno de los principales efectos de su consumo, los cambios de
comportamiento. Tras la exposicion a esta droga de abuso se produce un incremento de la
excitabilidad e hiperactividad, normalmente asociado a un aumento en la agresividad e
irritabilidad en primera instancia, convirtiéndose en conductas erraticas y compulsivas a largo
plazo. Un hipotético mecanismo inductor de los cambios de comportamiento consecuentes
a la administracién crénica de cocaina es una alteracion de la plasticidad sinaptica del cerebro.
Ademas, estos cambios neurolégicos dejan al adicto en una situacién de vulnerabilidad a
tuturas recaidas (Wo/f, et al., 2076). Han sido descritos diferentes cambios en la estructura de
las denderitas tras el consumo de esta droga relacionados con los cambios de comportamiento
(Robinson y Kolb, 1999; Robinson, et al., 2001; Christian, et al., 2016, Zhu, ¢t al., 2016), que podrian
ser debidos a alteraciones en la expresiéon de las proteinas de los neurofilamentos, las
proteinas del citoesqueleto y/o las “gap junctions”, todas ellas muy importantes para la
estabilidad y la buena integracién de los receptores en la sinapsis neuronal, o a la
desregulacion en los mecanismos que controlan la excitabilidad de las neuronas (Creed, et al.,

2016).

Es importante destacar que los primeros estudios sobre la accion de la cocaina eran realizados
en base a modelos celulares neuronales, sin embargo, a medida que han pasado los afios,
distintos grupos han empezado a utilizar modelos celulares no neuronales, en los que no se
expresa el transportador DAT, para desarrollar sus investigaciones y, sin embargo, en estos
trabajos también han sido observados efectos inducidos por la exposicion a esta droga. Esto
ha llevado a explorar la capacidad de la cocaina de interaccionar con otros elementos. Hoy
en dia es un hecho aceptado que la cocaina puede interaccionar con otras proteinas, un
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ejemplo de ello son los receptores sigma. La cocaina interacciona con los receptores sigma a
concentraciones fisiologicas (Mesangean, et al., 2008), llegando éstos a ser propuestos como
dianas terapéuticas para la lucha contra la adiccién a la cocaina. Esta familia de proteinas esta
formada por los receptores sigma-1 y sigma-2. Todos estos resultados sugieren que hay
distintos mecanismos de accion a través de los que la cocaina provoca un amplio abanico de
efectos.

1.4.4. Receptores sigma-1y sigma-2

El receptor sigma-1 es una proteina, aun hoy en dia, muy enigmatica. Originalmente este
receptor fue reconocido como el sitio de unién a través del cual eran mediados los efectos
psicomiméticos del agonista opioide SKF-10,047, sustancia que no se unia a los receptores
K-opioides ni a los p-opioides, motivo por el que fue propuesto como un nuevo subtipo de
receptor opioide (Martin, et al., 1976); sin embargo, la acciéon de los ligandos de sigma-1 no
era bloqueada por los antagonistas opioides, naloxona y naltrexona, por lo que pasé a ser
considerado un receptor huérfano no opioide (Iaupel, 1983). Finalmente, en el afio 1996 el
receptor sigma-1 fue clonado y se confirmé definitivamente como receptor no opioide
(Hanner, et al., 1996). El receptor sigma-1 no presenta homologia con ninguna otra proteina
conocida de mamifero, pero comparte aproximadamente un 30% de identidad con la C7-C8
esterol isomerasa fungica (Cobos, et al, 2008). El receptor sigma-1 ha sido recientemente
cristalizado por Schmidt y colaboradores, mostrando una arquitectura trimérica con un Gnico
dominio transmebrana en cada protémero, ademas de una estructura hidrofébica plana en el
dominio carboxi-terminal que quedaria en contacto con la membrana lipidica (Figura 23)
(Schmidt, et al., 2016).

El receptor sigma-1 se encuentra ampliamente distribuido en tejidos periféricos (Szone, et al.,
20006) y en diferentes areas del sistema nervioso central. En el cerebro se concentra en areas
implicadas en la memoria, las emociones y la funcién motora y sensorial (Guitart, et al., 2004).
A nivel subcelular el receptor sigma-1, principalmente actia como chaperona en el reticulo
endoplasmatico (Hayashi, et al., 2007), pero también en las membranas plasmatica, nuclear y
mitocondrial (Alonso, et al, 2000). Este receptor, ademas de con cocaina, interacciona con
diferentes sustancias entre las que destacan el haloperidol o los esteroides como la
progesterona (Hayashi, et al, 2003), sin embargo, ain no ha sido determinado cual es su
ligando endégeno. El receptor sigma-1 no es un GPCR por lo que es complicado determinar
lo que constituye un agonista o un antagonista, ademas, el hecho de que no sefialice por si
solo también dificulta la clasificacién de sus ligandos. El ligando selectivo PRE-084 ha sido
clasificado como agonista debido a su capacidad para disociar de manera dosis-dependiente
el receptor sigma-1 de una binding immunoglobulin protein/78 kDa glucose-regulated
protein (BiP/GPR-78) (Hayashi, ¢t al., 2007), mientras el haloperidol ha sido clasificado como
antagonista debido a su capacidad para inhibir completamente la disociacion entre sigma-1R
y BiP/GPR-78 causada por PRE-084. A pesar de no tener su propia maquinaria de
seflalizaciéon, una vez activado por ligandos este receptor opera via translocacion e
interacciones proteina-proteina ($u, et al, 2010), regulando la sefalizacién por calcio y la
actividad de diversos canales i6nicos (W y Bowen, 2008) y modulando diferentes receptores
acoplados a proteina G (Navarro, et al, 2010; Kim, et al, 2010). Ha sido estudiada su
implicacién en diferentes desordenes fisiolégicos como la depresion, la adiccion a drogas, el
dolor neuropatico (Schmidt, et al., 2016) y también en enfermedades cardiovasculares ($#, ez
al., 2010). Recientemente ha sido descrita una mutacién en este receptor como una de las
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causas del desarrollo de la esclerosis amiotréfica lateral juvenil en humanos (A~Sadf, et al.,
20177) asi como de su posterior progresion (Mavhyutov, et al., 2013).

Cytosolic side

HydrophilicZHydrophobic

Figura 23. Estructura cristalina del receptor sigma-1. A) Imagen perpendicular al plano de la membrana plasmatica.
En una visién lateral, el receptor presenta una superficie plana asociada a la membrana. B) Modelo coloreado en funcién
del potencial electrostitico, que revela una superficie polar citosdlica (lado izquierdo), y una superficie no polar que
interacciéna con la membrana la cual es flaqueada por cargas positivas, sugiriendo que esta parcialmente enterrada en la
membrana. C) La estructura del receptor sigma-1 muestra una superficie hidrofébica (azul) en la cara citosélica (izquierda),
mientras que los dominios transmembrana y la superficie del receptor en contacto con la membrana son hidrofébicos
(naranja; panel izquierdo). En gris se representa el plano de la membrana plasmatica. Extraido de Schwmids, et al., 2016.

El receptor sigma-1 se encuentra estrechamente relacionado con la accién de la cocaina en
diferentes aspectos, como son la hipetlocomocion (Menkel, et al., 1991; Barr, et al., 2015), la
sensibilizacion (Ujike, et al., 1996), el mecanismo de recompensa (Romien, et al., 2000; Romien,
et al., 2002), las convulsiones y la letalidad (Matsumoto, et al., 2007). En comparacién con otras
drogas de abuso, la interaccién entre la cocaina y el receptor sigma-1 es la mas estudiada
(Hayashi y Sun, 2005) ya que esta droga posee una afinidad moderada por sigma-1 en ensayos
de unién a radioligando (Matsumoto, et al., 2003) de modo que, igual que sucede con los
transportadores de dopamina, la cocaina interacciona con los receptores sigma a
concentraciones asumibles zz vivo, sugiriendo pues que estos receptores pueden ser dianas
terapéuticas para el desarrollo de farmacos anti-cocaina (Matsumoto, et al., 2007).

La reduccién de los niveles de expresion del receptor sigma-1 en cerebro mediante
oligonucleoétidos anti-sense disminuye las acciones convulsivas y locomotoras de la cocaina
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(Matsumoto, et al., 2001; Matsumoto, et al., 2002). También ha sido descrito que mientras
agonistas del receptor sigma-1 potencian la toxicidad de la cocaina (Matsumoto, et al., 2002,
Matsumoto, et al., 2003), antagonistas sintéticos del receptor sigma-1 disminuyen las acciones
de la cocaina, asi como sus efectos letales en diferentes modelos animales, sugiriendo su
habilidad para bloquear los efectos psicomotores y toxicos (Matsumoto, et al., 2004). Estos
descubrimientos indican que las acciones de la cocaina, al menos en parte, pueden ser
mediadas por su unién al receptor sigma-1.

De manera interesante, ha sido descrito que el receptor sigma-2 también se encuentra
relacionado con los efectos de la cocaina (Guo y Zhen, et al., 2015). En 2007, Matsumoto y
colaboradores observaron que el tratamiento con ligandos del receptor sigma-2 era capaz de
atenuar algunos de los efectos sobre el comportamiento inducidos por la cocaina en ratones
(Matsumoto, et al., 2007). Sin embargo, estos compuestos no tenfan una alta especificidad
para el receptor sigma-2. Un afio mas tarde Mésangeau y colaboradores sintetizaron una
baterfa de ligandos selectivos para el receptor sigma-2 con la finalidad de ser utilizados como
farmacoterapia contra la toxicidad de la cocaina (Mésangean, et al., 2008). Recientemente ha
sido observado que el tratamiento con antagonistas selectivos del receptor sigma-2 es capaz
de contrarrestar la estimulaciéon locomotora inducida por la cocaina en ratones (Lever, et al.,
2014).

En la actualidad, existe un debate abierto sobre la identidad del receptor sigma-2.
Inicialmente, la caracterizacion de sigma-2 recafa exclusivamente en ensayos de uniéon de
radioligando en los que se bloqueaban previamente los receptores sigma-1 (Hellewell, et al.,
1994). No fue hasta 2011 cuando Xu y colaboradores identificaron al progesterone receptor
membrane component-1 (PGRMC-1) como la entidad potencial del receptor sigma-2, mediante
el disefio de una sonda especifica para este receptor y posterior analisis de la protefna marcada
con dicha sonda mediante espectrofotometria de masas (X, et al, 2077). Ademas, mediante
técnicas de unién de radioligando observaron, por un lado, como tanto ligandos especificos
del PGRMC-1 como ligandos especificos del receptor sigma-2 desplazaban la unién de
[PIJRHM-4, un radioligando de uso comun para medir la densidad de receptores sigma-2.
Y, por otro lado, observaron como al bloquear la expresion del PGRMC-1 mediante el uso
de siRNA, se producfa una disminucién de la unién del radioligando [ “IJRHM-4 a la muestra
(Xu, et al., 2077). Sin embargo, valores de 22 a 28 KDa han sido determinados para PGRMC-
1 (Meyer, et al., 1996; Peluso, et al., 2012) mientras que un valor de solo 21,5 kDa habia sido
determinado para el receptor sigma-2 (Hellewell, et al, 1994). Estas diferencias podrian
explicarse mediante procesos post-traduccionales o un fenémeno de splicing alternativo, pero
han sembrado la duda en un grupo de investigadores. El receptor PGRMC-1 es una proteina
citocromo bs-/ike perteneciente a la familia de receptores de progesterona asociados a
membrana (wembrane-associated progesterone receptor, MAPR) (Mifsud y Bateman, 2002; Cabill,
2007). Sin embargo, PGRMC-1 no une directamente progesterona (Min, et al., 2005) y no
muestra ninguna homologfa con los receptores de esteroides nucleares ni de membrana
(Mifsud y Bateman, 2002). La resolucion de la estructura cristalina del receptor PGRMC-1
muestra la existencia de un dominio de unién a grupos hemo y de una hélice transmembrana
N-terminal mediante la cual se ancla a la membrana celular (Kabe, ¢ al., 2016). En presencia
de un grupo hemo, PGRMC-1 forma estructuras diméricas (Kabe, et al., 2016) (Figura 24).
Hasta la fecha ha sido descrito que este receptor puede interaccionar con el epidermal growth
Sactor receptor (EGEFR) (Abmed, et al., 2070), el citocromo P450 (Hughes, et al., 2007) o la proteina
de uniéon a RNA, PAIR-BP1 (plasminogen activator inhibitor 1 mRINA binding protein) (Peluso, et
al., 2005), entre otros.
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El receptor sigma-2 se expresa en higado, rifiones, cerebro, pulmones, corazén, muasculos y
pancreas (Gerdes, et al., 1998; Krebs, et al., 2000). A nivel subcelular, mediante estudios de
fluorescencia utilizando ligandos marcados, ha sido detectada la presencia del receptor en
mitocondria, lisosomas, reticulo endoplasmico y membrana plasmatica, con la notable
excepcion del nucleo (Zeng, e al., 2007).

Leu130’

Cys129’

Figura 24. Estructura cristalina del receptor PGRMC-1/Sigma-2. Estructura dimérica del receptor PGRMC-1 formada
por la unién de dos monémeros (pintados en azul y verde) a una molécula hemo (naranja). En la ampliacién recuadrada se
representan los residuos aminoacidicos implicados en la unién de la molécula hemo. Extraido de Kabe, ¢t al., 2016.

Debido a su reciente clonacion (X, et al., 2017) el papel del receptor sigma-2 atn esta bien
definido. El receptor sigma-2 se encuentra implicado en la proliferaciéon celular y la
biosintesis de colesterol (Robe, et al., 2009; Abmed, et al., 2012). Ademas, ha sido definido
como un biomarcador del estatus proliferativo de ciertos tumores (an Waarde, ¢t al., 2015).
Ambos subtipos de receptores sigma estan sobreexpresados en las células que de forma
natural muestran una rapida proliferacion, asi como en células cancerosas. Particularmente
el receptor sigma-2 es una diana interesante para detectar tumores, pues su nivel de expresion
en células tumorales proliferativas es 10 veces mayor que en las células tumorales quiescentes
(Van Waarde, et al., 2070). La activacién del receptor sigma-2 a concentraciones del rango
micromolar es capaz de inducir la muerte de distintas células cancerosas (Crawford, et al., 2002;
Berardi, et al, 2009), induciendo la muerte celular via apoptosis o por mecanismos
independientes de apoptosis (Mach, et al., 2013; Zeng, et al., 2014). Asi, se puede concluir que
la inhibicién de la proliferacién tumoral requiere de la acciéon de agonistas del receptor sigma-
2 (Colabufo, et al., 2004), sin embargo, ha sido descrito que es inhibida por antagonistas de
PGRMC-1 (Abmed, et al., 2010; Jonbede, et al, 2010). Esta contradiccion puede ser mas
aparente que real, ya que el concepto de agonista o antagonista en los receptores sigma, al no
tener senalizacién propia, no esta bien definido. Algunos compuestos que originalmente
fueron catalogados como agonistas de sigma pueden ser, en realidad, antagonistas, y viceversa
(Zeng, et al., 2014).

La muerte celular inducida via receptor sigma-2 es una de las areas de investigacion mas
activas alrededor de este receptor. No obstante, han aparecido estudios que lo relacionan con
las acciones de la cocaina (Gareés-Ramirez, et al., 2017). En 2007 fue descrita una atenuacion
de los efectos conductuales inducidos por esta sustancia después del tratamiento con
antagonistas del receptor sigma-2 (Matsumoto, et al., 2007). Lever y colaboradores también
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describieron una atenuacion de los efectos hiperlocomotores provocados por la cocaina en
ratones tratados con antagonistas selectivos del receptor sigma-2 (Lever, et al., 2014).

Ha sido descrito que la cocaina puede interaccionar con el sistema dopaminérgico (Navarro,
et al., 2010). Asi, en un principio se hipotetizé que los ligandos de los receptores sigma-1 y
sigma-2 podrian interferir en la sefializacion inducida por cocaina mediante los receptores de
dopamina (Rowzien, et al., 2002, Kalivas, et al., 2004). Esto fue confirmado por Navarro y
colaboradores al demostrar la interacciéon molecular y funcional entre los receptores sigma-1
y D, de dopamina. El estudio evidencié que la interaccién de la cocaina con el receptor
sigma-1 potenciaba la activacion de la adenilato ciclasa inducida por la activacion del receptor
de dopamina D, y bloqueaba la activacion de la via de las MAP kinasas. Este mecanismo era
independiente del bloqueo de DAT (Navarro, et al., 2010).

1.4.5. Via mesolimbica

La via mesolimbica, o via de la recompensa, es una de las vias dopaminérgicas del cerebro y
el mecanismo cerebral que media la recompensa y proporciona placer al sujeto frente a una
accion concreta. Es un circuito clave para asegurar la supervivencia del individuo pues al
activarse aporta sensacion de placer y bienestar, creando una asociacion positiva con la accion
que ha inducido a su activaciéon (la ingesta de comida, beber cuando se tiene sed, el
establecimiento de vinculos sociales con otros individuos o el sexo, entre otros). El placer
que proporciona al sujeto su realizacion se torna suficiente motivo como para que se desee
repetir la conducta.

La dopamina es el neurotransmisor predominante en el sistema mesolimbico, no obstante,
también ha sido descrita la participacion del glutamato y del GABA (Steketee y Kalivas, 20177).
Esta via esta formada por el area tegmental ventral (VTA), el nacleo accumbens (NAc),
conectando de este modo con el sistema limbico, y finalmente por la corteza prefrontal,
formando asf una interfaz motora-limbica que conecta procesos motivadores con acciones
motoras (Soares-Cunba, et al., 2016). Neuronas dopaminérgicas proyectan desde la VTA hacia
el nucleo accumbens y la corteza prefrontal, liberando dopamina y glutamato al sistema en
respuesta a una accion motivadora (McClure, et al, 2003; Tecuapetla, et al., 2010). Estos
neurotransmisores actian como sefal para iniciar respuestas de adaptacién comportamental
frente a la accion motivadora y promueven la neuroplasticidad, es decir, se inducen cambios
celulares para establecer una asociacién con dicha conducta (Jay, 2003). De este modo, se
refuerzan las conexiones neuronales que involucran a esa accién concreta y, ademas, el
organismo podra emitir una respuesta mas rapida si se reproduce la misma accion. La sefial,
al llegar al nicleo accumbens, establece una modulacién de la conducta motivacional y
establece una relacion entre el evento motivador y las percepciones ambientales (Selings y
Clarke, 2003). El nicleo accumbens, a la vez, recibe aferencias de otros centros cerebrales
asociados con la manifestacion de emociones (amigdala e hipotalamo), memoria
(hipocampo) e informaciéon motora de la corteza (D7 Ciano, et al., 2001; Steketee y Kalivas,
20177). Todo esto servira para afinar ain mas la respuesta y preservar las conductas que han
generado un estado positivo. Por otro lado, del nucleo accumbens proyectan neuronas
GABA¢érgicas hacia la VTA, estableciendo as{ una inhibicién en sentido inverso para modular
el sistema (Szekeree y Kalivas, 2017). Finalmente, el circuito mesolimbico esta conectado con
la corteza prefrontal, que a su vez mantiene conexiones con la corteza motora. A la corteza
prefrontal llegan inervaciones dopaminérgicas procedentes de la VT'A y a la vez, neuronas
glutamatérgicas procedentes de la corteza prefrontal proyectan hacia la VT'A y el nucelo
accumebens (Joffe, et al.,, 2014). La corteza prefrontal es un lugar de asociacién de importantes
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funciones de mediacién de la conducta: la elaboracién de planes conductuales
cognitivamente complejos, los procesos de toma de decisiones y la adecuacion del
comportamiento social adecuado a cada momento (Yang y Raine, 2009). Se considera que la
actividad fundamental de esta region cerebral es la coordinacion de pensamientos y acciones
de acuerdo con metas internas (Miller, et al., 2002), asi como de la intensidad de la respuesta
que sera emitida por el sujeto (Bush, et al., 2002) (Figura 25).
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Figura 25. Representacion esquematica del circuito de recompensa. A) En el cerebro de roedor. La transmisién
dopaminérgica (flechas verdes) desde la VTA y la substanctia nigra (SN). En azul se representa la sefializacién glutamatérgica
y en rojo la GABAérgica. AMY, amigdala; BNST, bed nuclens of the stria terminalis; CeA, nicleo central de la amigdala; DS,
estriado dorsal; LDTg, fegmentum laterodorsal; LHb, habénula lateral; LH, hipotdlamo lateral; PFC, corteza prefrontal; VP,
ventral pallidum. Extraido de Joffe, et al., 2014. B) En el cerebro humano. Coloreado en lila se representan las estructuras
implicadas y las conexiones dopaminérgicas estan representadas por flechas verdes.

Como ha sido mencionado anteriormente, diferentes drogas euforizantes, entre ellas la
cocaina, producen un fuerte aumento de los niveles de dopamina en el espacio sinaptico con
la consecuente sobre-activacion de los circuitos neuronales donde la dopamina es el principal
neurotransmisor, como la via de la recompensa. A lo largo de los dltimos 40 afios multitud
de estudios han relacionado los efectos de las drogas de abuso con la via mesolimbica.
Roberts y colaboradores describieron una inhibicién en los efectos de recompensa de la
cocaina en ratas con el nucleo accumbens lesionado (Roberts, et al., 1977). Mas adelante, en
estudios en ratas adictas a la cocaina, se determiné que el cortex prefrontal esta implicado en
la autoadministracién de cocaina (Goeders y Smith, 1983), y unos afios mas tarde Pettit y Justice
observaron una correlacién entre la cocaina auto-administrada y los niveles de dopamina
extracelular liberada en el nucleo accumbens en roedores (Pettit y Justice, 1991). En estudios
mas recientes en los que han sido combinados el tratamiento con antagonistas
dopaminérgicos y la lesiéon del niacleo accumbens o regiones asociadas, ha sido observada
también la relacion de los efectos producidos por la cocaina y la via mesolimbica (Be/n y
Everitt, 2008; Will, et al, 2016). Estos datos convierten la via mesolimbica y el cortex
prefrontal en las regiones mas importantes para la integraciéon de los efectos de la cocaina,
aunque no son las unicas (Bardo, et al., 1998). Esta es la causa del elevado potencial adictivo
de las drogas de abuso, el sujeto después del consumo de estas sustancias quiere repetir esta
conducta repetidas veces para volver a alcanzar la misma sensacion de placer.

1.4.6. Area tegmental ventral (VTA)

La VTA consiste en un grupo heterogéneo de neuronas agrupadas en distintos nucleos
(Phillipson, 1979) en la base del mesencéfalo, adyacente a la substantia nigra (Oades y Halliday,
1987). La separaciéon anatomica entre estas dos estructuras no es demasiado clara, no
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obstante, si que hay una diferencia mas evidente al analizar hacia donde proyectan las
neuronas de cada una de las dos regiones. Las neuronas de la VI'A proyectan hacia
numerosas areas del cerebro como la habénula lateral, el ndcleo accumbens o la corteza
prefrontal (Bariselli, et al., 2016, Morales y Margolis, 2017), mientras que la de la substantia nigra
proyecta hacia regiones del talamo, el coliculo superior y el nucleo caudado (Nauta y Cole,
1978). Esta diferencia respecto a la destinacion de las aferencias de la VTA y la sustancia
nigra provoca una divergencia en las funciones en las que esta implicada cada una de estas
dos zonas. La VTA se encuentra involucrada en las acciones cognitivas, en la motivacion, el
orgasmo, la recompensa, la adiccién a drogas y las emociones relacionadas con el amor
(Morales y Margolis, 2017). También ha sido observado que la VTA se encuentra implicada en
distintos desordenes psiquiatricos, como la enfermedad de Alzheimer (17, et al., 2013) o
desordenes de déficit de atencién e hiperactividad (ADHD).

Enla VTA, las neuronas dopaminérgicas representan un 55-65% del total (German y Manaye,
71993). No obstante, diversos tipos neuronales a través de sus zputs u outputs contribuyen a
los procesos neurologicos adaptativos o patolégicos relacionados con la motivacion y la
recompensa (Bariselli, et al, 2016). Recientes estudios han demostrado la existencia de
poblaciones neuronales en la VT'A que co-liberan dopamina y glutamato (Stuber, et al., 2010),
dopamina y GABA (Tritsch, et al, 2014), o glutamato y GABA (Root, et al., 2014). Esta
heterogeneidad de la poblacién neuronal parece estar genéticamente programada en el
estadio embrionario. De hecho, han sido descritos el establecimiento de gradientes de
moléculas sefializadoras y de factores de transcripcion que regulan la neurogenesis, migracion
y maduracion de las neuronas del mesencéfalo (Arenas, et al., 2015, Blaess y Ang, 2015).

En esta region los receptores dopaminérgicos tienen un papel muy importante, y sin embargo
coexisten con otros GPCR, tales como el receptor de cortocotropin-releasing factor (CRFR),
involucrado principalmente en los procesos de estrés, el receptor de orexina (Ox,R),
involucrado en el apetito y en el sistema cerebral del suefio-vigilia, el receptor de grelina, la
hormona del hambre, o con receptores moduladores como los receptores sigma-1 y sigma-
2, que juegan un papel importante en los mecanismos de adiccion a las drogas de abuso,
concretamente, a la cocaina.

1.4.7. Receptor de corticotropin-releasing factor (CRFR)

El Cortocotropin-releasing factor (CRF) fue descubierto en 1981 por Vale y colaboradores (I,
et al., 1987). Es un neuropéptido de 41 aminoacidos implicado en el balance homeostatico,
en la movilizacién de recursos y en la respuesta al estrés (Bak y 1ale, 2004). También ha sido
descrito su papel en la regulacion de la ingesta y la saciedad (Spina, et al., 1996; Zhang, et al.
2016), 1a motilidad del tracto gastrointestinal (Maillot, et al., 2000), el tono vascular (Terui, et
al. 2007), el desarrollo, la audicién y la funcién cardiaca (Okosi, et al., 1998). E1 CRF media
todas estas acciones por la uniéon a dos subtipos de receptores, CRF,R y CRF,R (Bale y 1 ale,
2004; Hollenstein, et al., 2014) (Figura 26). Se trata de dos GPCR de clase B con un 70% de
identidad entre ellos, que provienen de distintos genes y expresan diferentes isoformas,
debido a fenémenos de splicing alternativo, segin el tejido donde se encuentren (Bale y 1Vale,
2004). Estos receptores estan ampliamente distribuidos en el SNC y en tejidos periféricos
(Korosi, et al., 2006, Zorrilla, et al., 2014).

El estrés incrementa la vulnerabilidad de los humanos a caer en conductas adictivas ($7zha,

2008). Distintos estudios muestran que agentes estresantes incrementan el comportamiento
de busqueda (Sarmyai, et al., 2007) y auto-administracion de drogas de abuso (Miczek, et al.,
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2008; Mantsch, et al., 2008). Los mecanismos moleculares que participan en la interaccion
entre el estrés y la auto-administracion de cocaina ain estan por determinar. Un posible
candidato a establecer esta conexion es el CRF ya que fue demostrado que tanto el estrés
como las drogas de abuso sensibilizaban las neuronas dopaminérgicas de la VTA a los nputs
excitatorios, aumentado la fuerza de esta sefalizacion mediante modificaciones sinapticas
(Saal, et al., 2003) y este fendmeno podia ser reproducido al aplicar CRF en la VTA (Ungless,
etal., 2003). Ademas, enla VT'A de animales que habian sido puestos en contacto con cocaina
previamente, pero no en animales zaive, la liberacion de CRF inducida por estrés
incrementaba los niveles extracelulares de glutamato y de dopamina a lo largo de toda la via
de la recompensa (Wang, et al., 2007; Holly, et al., 2015; Holly, et al., 2016). A este nacleo llegan
inputs de CRF desde el nucleo paraventricular y el prosencéfalo limbico (Rodarvs, et al., 2007).
Recientemente, ha sido demostrado que poblaciones de neuronas dopaminérgicas de la VT'A
expresan receptores de CRY (Grieder, et al., 2014), siendo el receptor CRF,R el que estd mas
implicado en los comportamientos de busqueda de droga inducidos por estrés (L, ef al.,
2003; Blacktop, et al., 2013).
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Figura 26. Estructura cristalina del receptor CRFiR. A) B) C) Representacion de la estructura del receptor en diferentes
perspectivas. D) Representacion del receptor desde el angulo extracelular, la coloracién representa el potencial
electroestatico de las diferentes regiones. Extraido de Hollestein, et al., 2013.

1.4.8. Receptor de Orexina (OXiR)

Los neuropéptidos orexina-A (hypocretina-A) y orexina-B (hipocretina-B), de 33 y 28
aminodcidos respectivamente, fueron identificados por dos grupos distintos practicamente
de manera simultanea. Por un lado, Sakurai y colaboradores nombraron a este péptido
orexina, derivado de “orexis”, que en griego significa apetito (Sakurai, et al., 1998), mientras
que de Lecea y colaboradores lo llamaron hipocretina, debido a que se sintetiza
mayoritariamente en el hipotalamo y areas adyacentes, y tiene cierto parecido al péptido
secretina (de Lecea, et al., 1998). En la actualidad, ain no ha sido establecido oficialmente una
de las dos nomenclaturas, motivo por el cual en la literatura se encuentran trabajos con uno
u otro nombre para referirse al mismo neuropéptido.

Los péptidos Orexina-A y orexina-B tienen cerca de un 50% de homologfa entre si, ya que
provienen de un mismo precursor, la preproorexina (Gotter, et al., 2012). Ademas, la estructura
de la orexina se encuentra altamente conservada en la mayoria de vertebrados (Wong, et al.,
2077). Estos péptidos son diana de dos receptores distintos que forman el sistema
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orexigénico, el receptor OX R y el receptor OX,R. Estos receptores tienen distinta afinidad
por la orexina. El receptor OX,R tiene mayor afinidad por el péptido orexina-A que por la
orexina-B. Mientras que el receptor OX,R tiene afinidad similar por los dos péptidos
(Sakurai, et al., 1998). Ambos tipos de receptores, ademas, parecen tener una distribucién
diferente en el sistema nervioso, lo que indica que pueden desempefiar papeles diferentes en
las funciones fisiologicas de la orexina (Scammell y Winrow, 2077). Recientemente ha sido
resuelta la estructura de los receptores de orexina-1 (Yzn, et al, 2016) y orexina-2 (Yin, et al.,
2015), lo que permitira trabajar en el disefio de nuevos farmacos que puedan unirse
especificamente a uno u otro receptor para fines terapéuticos.

Desde su descubrimiento, el sistema orexinérgico ha sido uno de los mas estudiados, a pesar
de la localizacion altamente restringida de las neuronas orexinérgicas en el hipotalamo; su
inervacion llega a muchas areas distintas del cerebro, como el locus coernlens, los nuacleos de
rafe o la VT'A (Mediavilla y Riscos, 2014), participando en distintos mecanismos (Peyron, et al.,
1998; Messina, et al., 2016). El hipotalamo ha sido considerado tradicionalmente una region
critica en la conducta alimentaria y la regulaciéon del metabolismo energético (Bernardis y
Bellinger, 1996). Por ello, el hecho de que las neuronas orexinérgicas se concentren en esta
region llevo desde un principio a relacionar a este neuropéptido con la ingesta de alimentos.
Ha sido observado que la administraciéon de orexina en areas hipotalamicas, incluso en
animales saciados, estimula la ingesta de alimentos, siendo mayor el efecto con la orexina-A
que con la orexina-B (Haynes, et al., 1999; Russell, et al., 2002) y, por el contrario, al administrar
un antagonista del receptor de orexina, ha sido observada una disminucién en la ingesta de
alimentos en estos animales (Col, ¢f al, 2015). Ademas, ha sido descrita la implicacién de la
orexina en el ciclo suefio-vigilia, disponiendo al cerebro en estado de conciencia; y ha sido
comprobado que la administraciéon intracerebroventricular de orexina prolonga el periodo
de vigilia y reduce el tiempo de sueno (Sakwraz, 2007). Finalmente, también ha sido
relacionada la alteracién de los niveles o del funcionamiento del sistema orexinérgico con la
aparicion de determinados trastornos clinicos, como la narcolepsia (Mediavilla y Riscos, 2074).
Estas acciones en las que esta implicada la molécula de orexina son mediadas por su unién y
posterior activacion de dos GPCR, el receptor de orexina-1 (OX|R) y el receptor de orexina-
2 (OX,R), pertenecientes a la familia A, o rhodopsin-like, de GPCR (Messina, et al., 2016).
(Figura 27).

La orexina también tiene un papel importante en los procesos de recompensa y en la adiccion
a sustancias de abuso (Sakwrai, 2014; Mabler, et al., 2014). Como ya ha sido indicado
anteriormente, las neuronas orexinérgicas del hipotalamo proyectan a diferentes regiones del
nucleo accumbens y la VT'A, que forman parte del sistema de recompensa (Wise, 2002). Ha
sido descrito que las neuronas orexinérgicas del hipotdlamo pueden ser activadas por
estimulos de comida o de drogas de abuso, siendo su activacion relevante en la dependencia
a diferentes sustancias de abuso como morfina, heroina o cocaina (Harris y Aston-Jones, 2006,
Narita, et al., 2006, Cason, et al., 2010). Diversos trabajos sostienen que existe una dicotomia
en la funcién de la orexina relacionada con los dos receptores de orexina identificados. Por
un lado, el receptor OX,R estarfa implicado en los mecanismos de suefio-vigilia (Ezor;, et al.,
20174), mientras que el receptor OX,R estarfa implicado en los mecanismos relacionados con
la recompensa y el apetito (Mabler, et al. 2074).

El sistema orexinérgico también se encuentra implicado en el proceso de recaida a través de
la activacion de la via del estrés, la cual incluye la participacion del receptor CRF. Ha sido
observado que la administracion de orexina-A induce una recaida dosis-dependiente de la
busqueda de cocaina, y que este comportamiento es evitado al tratar al animal con un
antagonista no-selectivo de CRF. Ademas, un antagonista selectivo de OX;R bloquea la
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recaida inducida por estrés en animales en los que ya ha sido extinguido el comportamiento
de busqueda de cocaina (Boutrel, et al., 2005). La VTA es un area cerebral clave en la habilidad
del sistema orexinérgico para promover la busqueda de cocaina. Wang y colaboradores
demostraron que la administracion intra-VTA de orexina-A inducia la recaida en la auto-
administracion de cocaina, proceso que se asociaba a la liberacién de glutamato y dopamina
enla VTA (Wang, et al., 2009).

Hasta el momento, a pesar de que tanto el péptido CRF como la orexina-A se encuentran
involucrados en la recaida en el consumo de cocaina inducida por estrés, sus mecanismos
siempre han sido estudiados de forma independiente. Es de nuestro interés estudiar la
relacién que se establece entre ellos para intentar dar una explicacion al mecanismo por el
cual la adiccion a las drogas de abuso esta interconnectada con estos sistemas.

A B

. Suvorexant

Figura 27. Estructura cristalina de los receptores OX R y OX;R. A) Estructura del receptor OX;R (azul) unido a una
molécula de Suvorexant (amarillo). Extraido de Yin, e al, 2016. B) Estructura del receptor OX;R (naranja) unido a una
molécula de Suvorexant (amarillo). Extraido de Y7z, ez al., 2075.

1.4.9. Receptor de grelina (GHS-R)

La grelina es una hormona orexinérgica. Se trata de un péptido de 28 aminoacidos con una
modificacién posttraduccional, la acilacion del residuo serina-3, necesaria para su activacion
(Yang, et al., 2008). Alrededor del 70 — 90% de la grelina que se detecta en plasma se encuentra
en su forma no acilada, lo cual es explicado en parte por la corta vida media de la forma
acilada, unos 8 minutos (Kgjima, et al., 1999). La grelina actia como senal interna para
predisponer al sujeto a la ingesta de alimentos; este hecho le ha dado el nombre popular de
“hormona del hambre”. La grelina es sintetizada predominantemente por células endocrinas
especializadas del estbmago, las células oxinticas (Kojima, et al., 1999). Las células oxinticas
son clasificadas como osciladores relacionados con el hambre, haciendo que los niveles de
grelina en plasma se incrementen antes de la comida y disminuyan después de esta (Cabral, et
al., 2017), fluctuando circadianamente (Sélver y Balsam, 2010). El organismo, ademas, mediante
distintos sensores como la reduccién del volumen del estémago o la deteccién de un déficit
calérico, entre otros, induce la sintesis de grelina. Este péptido tiene la capacidad de cruzar
la barrera hematoencefalica, mecanismo aun por describir, y alcanzar los receptores de grelina
localizados en areas cerebrales especificas como el hipotalamo, el hipocampo, la amigdala, 1a
VTA vy regiones dopaminérgicas del mesencéfalo y del estriado (Mason, et al., 2014). Esta
hormona estimula el apetito por su accién en el hipotilamo promoviendo la liberacion
hipofisiaria de la hormona de crecimiento (Szanley, et al., 2005). También induce respuestas
en tejidos periféricos, incrementa la movilidad y secrecion gastrica de HCI, modula la funciéon
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pancreatica endocrina y el metablismo de la glucosa. Ademas, ha sido relacionada con
diferentes efectos cardiovasculares (Li/leness y Frishman, 2016) y ha sido visto que promueve
la proliferacién de adipocitos del tejido adiposo blanco (Wells, 2009; Lanfranco, et al., 2010).
La grelina actia mediante su union al receptor de grelina, un GPCR de la familia A que recibe
el nombre de growth hormone secretatogue (GHS) receptor. Existen dos subtipos del receptor de
grelina, el receptor de grelina 1a (GHS-R1a) y el receptor de grelina 1b (GHS-R1b), una
variante truncada del receptor GHS-R1a al que le faltan los dominios transmembrana 6 y 7.
La carencia de estos dos dominios transmembrana impide a la grelina interaccionar con este
receptor, y ademds, al no tener concretamente el dominio transmembrana 6, no puede
interaccionar con la proteina G, de modo que la grelina no puede ni activar ni sefializar a
través de GHS-R1b (Mary, et al., 2013). Esta variante truncada del receptor de grelina habia
sido considerada un vestigio evolutivo sin ningin papel en la sefalizacién mediada por
grelina, no obstante, en los ultimos afios han aparecido estudios que empiezan a arrojar luz
sobre el papel que desarrolla el GHS-R1b. Las células que expresan el receptor GHS-R1a
también expresan el receptor GHS-R1b. Ha sido descrita la capacidad del receptor GHS-R1a
para homodimerizar y heteromerizar con GHS-R1b; esta caracteristica permitirfa al receptor
GHS-R1b regular de manera negativa la sefializacion mediada a través de GHS-R1a (Mary, et
al., 2013). Han sido propuesto dos mecanismos distintos para la modulacién negativa de
GHS-R1b sobre GHS-R1a: por un lado, la retencién intracelular de GHS-R1a cuando este
se encuentra formando complejos con GHS-R1b debido a la incapacidad del receptor GHS-
R1b de llegar a la membrana plasmatica (Chow, et al., 2012), y por otro lado un mecanismo
alostérico mediante el cual el complejo GHS-R1a-GHS-R1b produce un cambio
conformacional en el receptor GHS-R1a, adquiriendo este una conformacién que no le
permite sefializar (Mary, et al., 2013). Estos mecanismos no tendrian por qué ser excluyentes
(Mary, et al. 2013).

Como ha sido comentado con anterioridad, los receptores de grelina GHS-R1a y GHS-R1b
coexisten en la VT'A (Zigman, et al., 2006). La VTA, como ya ha sido descrito, tiene un papel
muy importante en los mecanismos y conductas relacionados con la recompensa, incluidos
los comportamientos cuya finalidad es obtener recompensas naturales como la comida (Wise,
2002). La via de la recompensa se activa con la experiencia, la expectativa de recompensa o
la exposicion a estimulos placenteros (Richardson y Gratton, 1998). Es por ello que distintos
trabajos proponen la grelina como un agente capaz de participar en la via de la recompensa,
regulando el apetito mediante la anticipacion de las sensaciones que produce la ingesta de
alimentos, generando asi una expectativa y un refuerzo positivo. Abizaid y colaboradores
observaron que la microinyeccion de un antagonista del receptor de grelina en la VTA era
capaz de bloquear los efectos orexinérgicos que induce la administracion periférica de grelina,
ademas demostraron que la estimulacién con grelina inducia un aumento en la liberaciéon de
dopamina en las neuronas de la VT'A (Abizaid, et al. 2006) y del nicleo accumbens (Jerthag, et
al., 2006, Abizaid y Horvath, 2008, Skibicka, et al., 20717). También ha sido observado en
ensayos de preferencia de lugar condicionado en ratones que estos animales pasan mas
tiempo en las zonas asociadas a una recompensa alimentaria, viéndose reducido este tiempo
al tratar a los animales con un antagonista del receptor GHS-R1a y en ratones £nockout para
este mismo receptor (Egeciogl, et al., 2010; Perello, et al., 2010). Estos resultados ponen en
evidencia el papel de la grelina en el sistema de recompensa. La constatacién de la
intervencion de este péptido en la activacion de la via mesolimbica plantea nuevas cuestiones
acerca de su posible papel en la adicciéon a drogas de abuso, concretamente a la cocaina. En
este nucleo cerebral los receptores de grelina coinciden en el espacio con otros receptores
clasicamente asociados a la adiccién como los receptores dopaminérgicos o los receptores
sigma. Deberd ser estudiado si existe una interaccion entre ellos y determinar el papel
funcional de esta.
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Como ha sido comentando anteriormente, uno de los efectos observados tras el consumo
de cocaina es la eliminacién de la sensacién de apetito. Este fendmeno ya era conocido por
los chamanes de las antiguas civilizaciones andinas, y aun hoy en dia el mascar hoja de coca
o beber infusiones de coca es un recurso utilizado por trabajadores del ambito rural de centro
y sud-américa para afrontar las duras condiciones laborales a las que se ven sometidos.
También entre los porteadores que realizan travesias a lo largo de la cordillera de los andes,
y no pueden viajar cargando con grandes cantidades de comida, es frecuente el uso de la hoja
de coca para apaciguar, entre otras cosas, la sensaciéon de hambre. No obstante, a pesar del
conocimiento popular de este fenémeno desconocemos las bases moleculares mediante las
cuales la cocaina es capaz de modular los efectos de la grelina. Poder elucidar el mecanismo
que se esconde tras este fenémeno es de gran interés, por ejemplo, para el futuro disefio de
farmacos que permitan un control del apetito.

1.5. SENSORES DE CALCIO

1.5.1. Papel fisiolégico del calcio en el organismo

Hasta el momento ha sido descrita la modulaciéon de los GPCR mediante la interaccién con
otros GPCR, con isoformas del mismo receptor (GHS-R1a-GHS-R1b) o a través de
receptores moduladores, como los receptores sigma-1 o sigma-2. No obstante, también ha
sido descrito que los sensores de calcio pueden ejercer esta funcién sobre los GPCR.

El calcio es un segundo mensajero imprescindible para el correcto funcionamiento de todas
las células. Participa en la transduccién de sefial, en la division celular, en la diferenciacion y
en la apoptosis (Carafoli, 2002; Orrenius, et al., 2003). Su concentracion intracelular oscila desde
niveles submicromolares hasta milimolares (Tsien y Tsien, 1990; Ghosh, et al., 2017). Estos
cambios de concentraciéon de los niveles del calcio son importantes para la regulaciéon de
diversos procesos, aunque también dependen de la velocidad especifica, de la frecuencia o
de la magnitud de la sefial (Zamspese y Pizzo, 2012). La combinacién de cambios inducidos por
el calcio y que caracterizan su sefial son conocidos como “la firma del calcio” (Hashimoto y
Kudla, 2017).

Si centramos nuestra atencion en el SNC, la senalizacion mediada por calcio es fundamental
para la comunicacion entre neuronas (Berridge, 1998). La transmisién neuronal requiere un
incremento muy rapido y muy localizado de la concentracién de calcio en la zona pre- y post-
sinaptica. Una entrada masiva de calcio a la neurona post-sinaptica contribuye a la plasticidad
sinaptica a corto y a largo plazo (Catterall y Few, 2008; Mochida, et al., 2008). La transcripcion
génica dependiente de calcio se encuentra involucrada en el control de procesos cruciales
como el desarrollo, la maduracién y el refinamiento de la sinapsis, debiendo estar
estrictamente regulada (Greer y Greenberg, 2008). Es por ello que un amplio espectro de
proteinas sensoras de calcio actian como tampon para regular los niveles intracelulares de
calcio, modulando y restringiendo el impacto espacial y temporal de este ion como segundo
mensajero. Estas proteinas pues, juegan un papel central en la regulacién de la sefializacion
inducida por calcio (D7 Donato, ¢t al., 2013).

Las proteinas con capacidad para unir calcio se caracterizan por sufrir un cambio de
conformaciéon cuando varia la concentracion de calcio en el medio. Este cambio de
conformacién permite la interaccion del sensor con distintos efectores, y la transmision de
la informaciéon mediante fosforilaciones, o cambios en la expresion génica (Hashimoto y Kudla,
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20177). Esto provoca, en ultimo lugar, la modulacién de la actividad neuronal (McCue, et al.,
2010).

Existen diferentes proteinas de union a calcio, con diferente distribucion a nivel subcelular y
tisular. En funcién del papel que desarrollan estas proteinas de unién a calcio se clasifican en
tres gandes grupos: los sensores de calcio, como por ejemplo la calmodulina (CaM) (Levine,
et al, 1983), se caracterizan por una baja afinidad por el calcio, sin embargo cuando unen
calcio experimentan importantes cambios conformacionales, permitiendo asi la interaccion
de los sensores con las distintas proteinas efectoras; el segundo grupo se encuentra formado
por las proteinas tamponadoras, como por ejemplo, S100G o parvalbumina (Schrider, et al.,
1996), estas proteinas tienen gran afinidad por el calcio aunque no muestran grandes cambios
conformacionales, actuando unicamente como quelantes de calcio (Schwaller, 2009); en Gltimo
lugar se describieron las proteinas estabilizadas por calcio, como por ejemplo la termolisina
(Buchanan, et al., 1986). Las proteinas sensoras y tamponadoras de calcio se caracterizan por
mostrar un domino EF-hand, mediante el cual unen calcio (Mikhaylova, et al., 2017). Este

dominio consiste en 29 aminoacidos con una estructura formada por una hélice-a seguida

de un /Jogp que une otra hélice-au (Burgoyne, 2007). El motivo EF-hand fue caracterizado en la
proteina parvalbumina (Krestsinger y Nockolds, 1973), y se sabe que es uno de los dominios mas
comunes codificados por el genoma humano, estando presente en 122 proteinas.

En este trabajo nos centraremos en el estudio de los sensores de calcio a nivel del sistema
nervioso central. Los sensores de calcio neuronales tienen como ancestro comun la
calmodulina (Mikhaylova, et al., 2017). Segun la evolucion y la historia de su descubrimiento,
los sensores de calcio de la superfamilia de la CaM pueden separarse en dos grandes grupos:
la superfamilia de los sensores de calcio neuronales (NCS); y la superfamilia
caldendrin/calcium-binding proteins/Calneuron. Algunos autores utilizan un nombre mas
genérico para esta ultima superfamilia: las proteinas de unién a calcio neuronales (neuronal
caleinm-binding proteins, nCaBP) (Mikhaylova, et al., 2077). Al compartir un ancestro comun, las
proteinas que forman parte de estas superfamilias de sensores presentan una estructura
parecida, con cuatro dominos EF-band de unién a calcio, aunque no todos ellos son
tuncionales (Mikbaylova, et al., 2077). No obstante, a pesar de la homologfa estructural con la
CaM, los NCS y los nCaBP presentan multiples diferencias a nivel de secuencia aminoacidica.
Ademas, las implicaciones funcionales de la unién del calcio a estas proteinas pueden ser
completamente distintas. Este hecho incrementa el potencial y la versatilidad del ion calcio
(Lkura y Ames, 2006, Burgoyne, 2007).

1.5.2. Calmodulina (CaM)

La superfamilia de la calmodulina (CaM) engloba al grupo mas numeroso de sensores de
calcio (Kawasaki, et al., 1998). La CaM es la proteina mas importante de esta superfamilia y
probablemente el sensor de calcio intracelular mas esencial. Su importancia se hace evidente
por el hecho de que esta proteina es codificada en el genoma humano por tres genes
independientes (CALMT7-3) que codifican para proteinas idénticas (Sorensen, et al., 2013).
También es indicativo de su relevancia el grado de conservacion de esta proteina, la cual no
ha sufrido cambios en su secuencia aminoacidica desde la apariciéon de los vertebrados
(Friedberg y Rhoads, 2007). La calmodulina es una proteina relativamente pequefia, formada
por 148 aminoacidos dispuestos en una estructura de hélice-a con dos dominios globulares,
uno en el extremo N-terminal y otro en el extremo C-terminal; cada uno de los cuales
contiene dos dominios EF-hand donde se unen las moléculas de calcio (Sorensen, et al., 2013)
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con una afinidad de 5 — 10 microMolar (Mzkbaylova, et al., 2017) (Figura 28A). El hecho de
que los dominios N-terminal y C-terminal presenten una cinética de unién a calcio diferente
incrementa aun mas la versatilidad de este sensor (Tadross, et al., 2008), pudiendo unir hasta
cuatro iones de calcio, sufriendo cambios conformacionales con cada nueva union. Estos
cambios le permiten unirse de forma especifica a mas de 120 proteinas (enzimas, canales
i6nicos, factores de transcripcion y proteinas del citoesqueleto), ejerciendo una funcién de
sensor o de transductor de sefial (Marcelo, et al., 2016). Esta proteina tiene la capacidad de
poder utilizar tanto el calcio citoplasmatico como también las reservas de calcio del reticulo
endoplasmatico o sarcoplasmatico. Ciertas sefiales extracelulares como la insulina del
pancreas, estimulos adipogénicos del tejido adiposo blanco u hormonas, entre otros, al unirse
a sus respectivos receptores inducen un aumento en los niveles de calcio intracelular. La
CaM, al unir calcio, puede interaccionar con diferentes efectores como protefnas quinasas
downstream, las cuales promoveran el crecimiento celular, la regulacion del balance energético,
la sintesis de proteinas o la regulaciéon de la expresion génica entre otras funciones (Marvelo,
¢t al., 2016) (Figura 28B).
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Figura 28. Calmodulina. A) Representacién de la estructura de la CaM unida a cuatro iones de calcio (esferas verdes).
Extraido de McCue, et al., 2070. B) Esquema de la cascada de sefializacién mediada por la CaM. Extraido de Marvelo, et al.,
2016.

La CaM se expresa en todas las células eucariotas, aunque principalmente se localiza en
cerebro y corazén, y en distintas estructuras subcelulares, desde la membrana plasmatica
hasta diferentes organulos como el reticulo endoplasmatico o la mitocondria. Este sensor se
ha visto involucrado en distintos procesos relacionados con el metabolismo (Marcelo, et al.,
2016), la apoptosis (Ozcan y Tabas, 2010), la inflamacioén (Racioppi y Means, 2008; Ainscongh, et
al., 2015), la contracciéon muscular (Shen, et al., 2016), la modulacién del latido del corazén
(Sorensen, et al., 2013), la memoria a largo plazo (Limbdck-Stokin, et al., 2014), el desarrollo del
sistema nervioso (Ghosh y Greenberg, 1995), la respuesta inmune (Racioppi y Means, 2008), la
proliferacion celular y la autofagia (Berchtold y 1Villalobo, 2014), entre otros. Ademas, también
ha sido relacionada la CaM con los procesos cancerosos debido al incremento de los niveles
de esta proteina en las células tumorales (Berchtold y Villalobo, 2014).

En los ultimos afios ha sido descrito que este sensor de calcio es capaz de interaccionar con

distintos receptores acoplados a proteina G, entre ellos el receptor metabotrépico 7 de
glutamato (E/ Far, et al., 2007). Este receptor contiene un lugar de unién a la calmodulina en
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su cola C-terminal del receptot, que coincide con el lugar de unién de la subunidad Gy de
la proteina G (E/ Far, et al, 2007). Mas adelante, Wang y colaboradores describieron la
interaccion de esta proteina con el tercer bucle intracelular del receptor p-opioide (Wang, et
al., 1999). En este estudio se concluy6 que la calmodulina reducia la interacciéon del receptor
p-opioide con la proteina G, probablemente mediante un mecanismo de competencia (Zhang,
et al, 2005). Mas adelante, Turner y colaboradores demostraron mediante estudios de
coinmunoprecipitacion y la técnica de BRET en células vivas, la interaccién de la CaM con
el receptor de serotonina 5-HT,, (Turner, et al., 2004). También fue descrita la interaccion de
la calmodulina con la regién N-terminal del tercer bucle intracelular del receptor D, de
dopamina en una zona comprometida en la interaccion entre el receptor y la proteina G
(Bofill-Cardona, et al., 2000). Posteriormente se demostrd que la activacion del receptor D, por
agonistas especificos incrementaba la colocalizacién del receptor con la calmodulina
endégena en células HEK-293T y en cultivos primarios neuronales (Lix, et al. 2007).
Finalmente, no fue hasta el 2008 que se encontrd 7 vitro un epitopo del extremo C-terminal
del receptor A,, de adenosina capaz de interaccionar con la CaM (Woods, et al., 2008). En este
estudio se demostré que el epitopo de interaccion del receptor D, de dopamina con la
calmodulina no se vefa modificado cuando el receptor de dopamina heteromerizaba con el
receptor de adenosina A,,, sugiriendo la posibilidad de que la CaM pudiese jugar un papel
de /inker para establecer la interacciéon entre estos dos receptores. Estudios posteriores
confirmaron que la calmodulina puede oligomerizar con el heteromero de receptores A,,-D,
y modular su funcién de manera calcio-dependiente (Navarro, et al., 2009; Ferré, et al., 2010).
Tal y como ha sido comentado anteriormente, el heterémero A,,-D, juega un papel
importante en la modulacién de la actividad de las neuronas GABAérgicas, y es por ello que
puede ser considerado una diana para el desarrollo de farmacos para desordenes
neuropsiquiatricos como la enfermedad de Parkinson o adiccién a drogas de abuso.

1.5.3. Neuronal calcium sensor (NCS)

Los miembros iniciales de esta superfamilia, la S-modulina, la visinina, la recoverina, la
frecuentina/NCS-1, la proteina visinin-like-1 (VLP1) y la hipocalcina, fueron agrupados bajo
la nomenclatura de sensores de calcio neuronales (NCS) en base a su capacidad por unir
calcio y a la semejanza en su estructura. Esta nomenclatura fue utilizada por primera vez por
De Castro y colaboradores el afio 1995 (De Castro, et al., 1995). Posterioriormente, esta familia
se ha ido expandiendo a partir de su ancestro comun, la frecuentina (McCue, ¢t al. 2010). Estas
proteinas conservan unicamente un 20% de identidad con la calmodulina (Burgoyne, 2007), y
sin embargo mantienen los cuatro dominios EF-hand, aunque la unién de calcio se produce
unicamente a través de dos o tres de estos dominios (Mikhaylova, et al., 2077) (Figura 29).

Los sensores neuronales de calcio (NCS) regulan muchos procesos celulares tales como la
neurotransmision (Pongs, et al., 1993), la exocitosis (McFerran, et al., 1998; Haynes, et al., 2005),
el aprendizaje (Gomez, et al., 2007), la plasticidad sinaptica ($ippy, et al., 2003), la regulacion de
canales i6nicos (Weiss, et al, 2000), la endocitosis de receptores (Kabbani, et al., 2002), el
crecimiento (Hui, et al., 2006) y la supervivencia neuronal (Nakamura, et al., 2006). La gran
variedad de funciones en las que estas proteinas se encuentran implicadas las ha relacionado
con diferentes trastornos y enfermedades neurolégicas como la epilepsia, la esquizofrenia, el
Alzheimer o incluso el cancer (Braunewell, 2005). Ha sido detectado un aumento en los niveles
de la proteina NCS-1 en tejido cerebral de pacientes con esquizofrenia o con trastornos de
bipolaridad (Kob, ¢t al., 2003), lo que resultaria en un incremento en la excitabilidad neuronal,
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un incremento de la concentracién de calcio intracelular y consecuentemente, provocaria la
muerte celular.

La proteina NCS-1 fue descubierta originalmente como frecuentina en Drosophila melanogaster
(Pongs, et al., 1993) y fue nombrada NCS-1 unos afios mas tarde al considerarse que su
expresion se encontraba restringida a células neuronales (Nef, et al, 1995). Estudios
posteriores demostraron que NCS-1 puede encontrarse también en otros tipos celulares,
aunque sus niveles de expresion son menores (McFerran, et al., 1998; Kapp-Barnea, et al., 2003,
Blasiole, et al., 2005). Esta proteina se encuentra altamente conservada, con un 100% de
identidad entre mamiferos y un 60% de identidad entre hongos y humanos (Bowurne, et al.,
2007). La afinidad de esta proteina por el calcio es de 440 nanoMolar, siendo superior a la de
la CaM (Mikhaylova, et al., 2009). La unién de calcio se produce a través de tres de sus cuatro
dominios EF-hand (Figura 29). Una vez unidas las moléculas de calcio, la proteina NCS-1
puede modificar dramaticamente la funcién de algunos GPCR (Mikhaylova, et al., 2009).
Como ha sido mencionado anteriormente, ha sido descrita su capacidad para interaccionar y
modificar la funcién de los receptores A,, de adenosina (Navarro, et al, 2012) y D, de
dopamina (Pandalaneni, et al., 2015).

8-y

Figura 29. Estructura cristalina del sensor de calcio NCS-1. A) Representacion esquematica de la proteina NCS-1, con
los diferentes dominios EF-hand implicados con la unién de calcio. B) Estructura cristalina del sensor NCS-1 con moléculas
de calcio unidas (esferas verdes). Adaptado de McClue, et al., 2010.
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1.5.4. Neuronal calcium-binding proteins (nCaBP)

Todos los miembros de esta superfamilia tienen una estructura bipartida, por un lado
presentan un extremo N-terminal no relacionado con otras proteinas conocidas y variable en
cuanto a tamafo y estructura dentro de la misma familia y, por otro lado, un extremo C-
terminal con cuatro dominios EF-hand que recuerda a los de la calmodulina, aunque la unién
de calcio solo se produce a través de dos o tres de sus cuatro dominios EF-hand (Mikhaylova,
et al., 2009). Respecto al extremo C-terminal, la caldendrina es el homdélogo mas cercano a la
calmodulina expresado en cerebro, lo que lo convirtié en el miembro fundador de toda una
familia génica nombrada CaBPs por Haeseleer y colaboradores (Seidenbecher, et al., 1998;
Haeseleer, et al., 2002). Ademas, la variabilidad existente en el extremo N-terminal de estas
proteinas es determinante para su localizacién subcelular y consecuentemente, su funcion
(Mikhaylova, et al., 2017).

Principalmente, las nCaPB se encuentran restringidas a ciertas zonas del cerebro (Berustein, et
al., 2003), retina y oido (Cui, et al., 2007), solapandose con las zonas de expresion de NCS-1
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(Mikhaylova, et al., 2009). La afinidad por el calcio no es homogénea en esta familia de
sensores, siendo ligeramente inferior en el caso de la caldendrina, de 2,5 microMolar
(Mikhaylova, et al., 2006), y superior en el caso de otras proteinas de esta superfamilia como
la calneurona-1 y calneurona-2, de 200 nanoMolar (Mikhaylova, et al., 2009).

La CaM y los sensores nCaBP pueden interaccionar con proteinas diana similares, pero sus
diferencias conllevan formas de regulacion distintas. Por ejemplo, tanto la calmodulina como
las nCaBP pueden unirse a canales de calcio dependientes de voltaje Ca, 1, en los que la unién
de la calmodulina promueve una inactivaciéon dependiente de calcio mientras que las nCaBP
prolongan la apertura del canal (Cw, et al., 2007). Ha sido postulado que estos receptores se
encuentran implicados en la regulacion de los niveles intracelulares de calcio a través del
control de los canales de calcio (Zhou, et al., 2004), la distribucién subcelular de diferentes
proteinas o la organizacion del citoesqueleto. No obstante, la funcionalidad de muchos de
los miembros de esta superfamilia aun esta por determinar.

Otras proteinas importantes de esta superfamilia son las calneuronas, calneurona-1 (caln-1)
y calneurona-2 (caln-2), también conocidas como CaBP-7 y CaBP-8 respectivamente. Estas
dos protefnas son muy parecidas entre ellas, con una secuencia de 219 y 215 aminoacidos
respectivamente, conservando un 63% de identidad (Mikbaylova, et al., 2006). Recientemente
han sido descritas dos isoformas de la caln-1 que presentan un domino N-terminal mas largo.
Estas son formadas por splicing alternativo dando lugar a dos proteinas de 261 y 293
aminodacidos. No obstante, la funcién de la extensién del dominio N-terminal atn esta por
determinar (Hdrasky, et al., 2015). De manera interesante, los bancos de datos muestran que
la secuencia aminoacidica de las proteinas calneurona-1 y calneurona-2 son 100% idénticas
entre humanos, rata y ratén. Este alto nivel de conservacion indica que incluso la mitad C-
terminal de las calneuronas tiene un significado funcional relacionado con su estructura
(Mikhyalova, et al., 2006) (Figura 30). A pesar de que diferentes estudios han demostrado que
la caldrendrina y las calneuronas estan muy relacionada, algunos autores defienden,
basandose en estudios filogenéticos, que las calneuronas constituyen una nueva subfamilia
de sensores de calcio relacionados con la calmodulina y que la apariciéon de las proteinas
relacionadas con la caldendrina y las relacionadas con la calneurona aparecieron a la vez
durante la evolucion de los vertebrados (McCue, et al., 2010). Las calneuronas se encuentran
ampliamente distribuidas por el cerebro, coexistiendo con la caldendrina, con una
prominente expresion a nivel neuronal pero no en células gliales, presentando una
distribuciéon muy similar en cerebro de rata y humano (Hdrasky, et al, 2015). A nivel
subcelular, tanto la caln-1 como la caln-2 se detectan en fracciones de membrana y fracciones
proteicas solubles esto sugiere que, a diferencia de la caldendrina, podrian interaccionar con
proteinas citoplasmaticas.

Ambas calneuronas contienen unicamente dos dominios EF-hand funcionales y pueden unir
calcio con una gran afinidad (Mzkhyalova, et al., 20006), a diferencia de otras proteinas de la
familia nCaBP, como la caldendrina, que al tener ciertos residuos aminoacidicos distintos en
los dominios EF-hand, provocan la unién constitutiva del ion Mg®" en lugar del ion de Ca®"
(Wingard, et al., 2005). La organizaciéon de los dominios EF-hand funcionales de las
calneuronas es una caracterfstica exclusiva de estas protefnas que no coincide con lo
observado en otros sensores de calcio (Burgoyne, et al. 2004). La presencia de los dominios
EF-hand no funcionales, caracteristica de las proteinas NCS y CaBP, se considera que puede
ser debida a una mejora sustancial en la dinamica y la especificidad en la interaccién con sus
proteinas diana. Es por ello que se puede concluir que la estructura de los dominios EF-hand
no funcionales del extremo C-terminal resulta indispensable para su funcién celular
(Mikhyalova, et al., 2006). A estos dos sensores se les ha atribuido un papel regulador en la
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sintesis de fosfolipidos y del trafico de protefnas desde el complejo de Golgi hasta la
membrana plasmatica (Mzkbaylova, et al., 2009; Hradsky, et al., 2015). No obstante, aun quedan
funciones pendientes por determinar.

s

N-terminus

C-terminus

Figura 30. Prediccion de la estructura de la proteina calneurona-1. Extraido de Mikhyalova, et al., 2006.

Entender las relaciones que se establecen entre estas proteinas, tanto GPCR, moduladores y
sensores, en condiciones fisiolégicas y en modelos de adicién a cocaina, serda crucial para
elucidar los mecanismos moleculares mediante los cuales esta droga induce sus efectos tanto
a corto como a largo plazo. Ademas, entender la sucesién de eventos que conducen de una
toma inicial de la sustancia de abuso hasta una adiccion ayudara al desarrollo de terapias
efectivas que nos permitan luchar contra uno de los mayores problemas médicos y sociales
de la actualidad.
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2. OBJETIVOS

Actualmente es aceptada, por practicamente la totalidad de la comunidad cientifica, la capacidad
de los GPCR para interaccionar con otros GPCR formando homo- o heterooligdmeros, asi
como con otras proteinas moduladoras o sensoras, confiriéndole al complejo nuevas
propiedades farmacolégicas diferentes a las de los receptores implicados cuando actian por
separado. Esto sugiere la necesidad de revisar y modificar toda la farmacologfa actual, basada
fundamentalmente en el estudio de receptores monoméricos.

La importancia del estudio de los heterémeros es mayuscula a la hora de describir los
mecanismos moleculares implicados en enfermedades asociadas a los GPCR, abriendo una
nueva puerta al disefio de nuevas, y mas eficaces, terapias. En la actualidad, la adiccién a cocaina
supone un grave problema médico y social que requiere de un esfuerzo por parte de la
comunidad cientifica para llegar a elucidar las bases moleculares que se esconden tras esta
devastadora enfermedad. En el grupo de investigacion donde ha sido desarrollada esta Tesis, el
estudio de la adicciéon a cocaina ha sido siempre una prioridad, llegando a romper el paradigma
clasico de accién de la cocaina al demostrar que esta droga no solo provoca sus efectos al
bloquear el transportador pre-sinaptico DAT, sino que también produce parte de sus efectos al
unirse al receptor sigma-1, el cual interacciona con el receptor D, de dopamina modulando su
sefializacion. Con este precedente, el primer y segundo objetivos de esta Tesis han sido:

Objetivo 1. Investigar la formacion de heterémeros entre los receptores D; y D, de
dopamina y los moduladores sigma-1R y sigma-2R como un nuevo mecanismo de
accion de la cocaina.

En multitud de trabajos ha sido descrita la estrecha relacion entre la exposiciéon a situaciones de
estrés y la recaida en la bisqueda y el consumo de cocaina. Con el fin de investigar la relacion
existente entre los mecanismos de estrés y los mecanismos de adiccion a cocaina ha sido
propuesto el segundo objetivo de la Tesis:

Objetivo 2. Estudiar el efecto de la adiccién a cocaina sobre el sistema de estrés,
identificando cambios en la farmacologia y expresion de los receptores CRF y Orexina-1.

Uno de los efectos observados posteriores al consumo de cocaina es la desaparicion de la
sensacion de apetito. Sin embargo, a pesar de tratarse de un conocimiento ancestral transmitido
de generacién en generacion, nunca ha sido estudiado el mecanismo molecular que relaciona la
cocaina con la disminucién del apetito. Una de las hormonas mas importantes en la regulacion
del apetito es la grelina, conocida popularmente como la hormona del hambre. Esta hormona
actia mediante la unién al receptor GHS-Rla. No obstante, existe una segunda isoforma
truncada del receptor de grelina incapaz de unir la hormona y de sefalizar, el GHS-R1b. Esta
isoforma truncada ha sido considerada un vestigio de la evoluciéon durante muchos afios, pero
recientemente ha sido relacionada con un posible papel regulador sobre GHS-R1a. Es necesario
entender el funcionamiento y regulacién del sistema de la grelina para poder estudiar como la
adicciéon a cocaina puede influir sobre la sensacién de apetito. En este contexto, se han
propuesto el tercer y cuarto objetivos de esta Tesis:

Objetivo 3: Describir el posible rol funcional y estructural de la isoforma GHS-R1b del
receptor de grelina.

Objetivo 4: Investigar el efecto de la cocaina sobre el receptor GHS-Rla en células

transfectadas y cultivos primarios de neuronas e identificar cambios en la expresion del
receptor GHS-R1a en diferentes estadios de adiccion a cocaina.
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En la actualidad, la modulacién de los GPCR mediante otras proteinas y sensores esta
adquiriendo una mayor relevancia. Uno de los segundos mensajeros mas importantes a nivel
celular es el Ca®>". Ha sido descrita la modulacién por Ca*" del heterémero formado por los
receptores A,, de adenosina y D, de dopamina mediante la interaccién con la proteina sensora
de calcio calmodulina. Aunque la calmodulina es el sensor de calcio mas estudiado, la célula
posee otras proteinas sensoras de calcio que sufren un fuerte cambio conformacional en
respuesta a incrementos citoplasmaticos de los niveles del ion. Estas proteinas confieren la
posibilidad de una modulacién mucho mas fina de los GPCR ampliando la versatilidad de estos
receptores. Dentro de este marco, el quinto objetivo de esta Tesis ha sido:

Objetivo 5: Determinar si las proteinas sensoras de calcio NCS-1, calneuron-1 y
caldendrina interaccionan con el heteromero de receptores A,, de adenosina — D, de
dopamina e investigar el papel del Ca** en esta interaccién.

El cambio conceptual de una farmacologia clasica de homémeros de receptores a una nueva
construida con heterémeros como entidades funcionales con caracteristicas distintas a las de los
receptores individuales nos conduce a la bisqueda de las bases estructurales y la arquitectura de
estos nuevos complejos diméricos o de orden superior. La aparicién de nuevas tecnologias ha
permitido la descripcion de la estructura cristalina de diferentes GPCR, asi como de la
interaccion de los GPCR con la proteina G. El disefio de péptidos especificos contra las regiones
transmembrana de los GPCR ha permitido conocer las interfases de interaccion entre distintos
GPCR, abriendo nuevas avenidas para el disefio de nuevas terapias mas eficaces para el
tratamiento de diversas patologias donde los heterémeros puedan verse involucrados. Con el fin
de investigar la estructura cuaternaria de los heterémeros de receptores y las relaciones existentes
entre los elementos que forman estos complejos ha sido tomado como modelo el heterémero A,
de adenosina — A,, de adenosina ya que constituye un paradigma en el campo de los
heterémeros. En este contexto, el sexto y ultimo objetivo de esta Tesis ha sido:

Objetivo 6. Investigar la estructura cuaternaria del heteromero de receptores A, y A,, de

adenosina, asi como determinar la relacion que se establece entre estos receptores y la
proteina G heterotrimérica.
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Gemma Navarro Brugal y Enric Isidre Canela Campos
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La tesis doctoral de David Aguinaga Andrés “Interaccion molecular y funcional entre receptores
involucrados en la ingesta de alimentos y el consumo de drogas de abuso” se presenta como un
compendio de publicaciones.

El manuscrito “Cocaine inhibits dopamine D, receptor signaling via sigma-1-D, receptor
heteromers” ha sido publicado en PLoS One con un factor de impacto de 3.53. El manuscrito
“Sigma-2 receptors mediate cocaine effects on dopamine D, receptor signaling” esti en
vias de preparacion para ser enviado a Molecular Psychiatry con un factor de impacto de 13.31. El
manuscrito “Orexin - Corticotropin-releasing factor receptor heteromers in the ventral
tegmental area as targets for cocaine” ha sido publicado en The Journal of Neuroscience con un
factor de impacto de 5.92. El manuscrito “A significant role of the truncated ghrelin receptor
GHS-R1b in ghrelin-induced signaling in neurons” ha sido publicado en The Journal of Biological
Chemistry con un factor de impacto de 4.26. El manuscrito “Cocaine blocks ghrelin effects via
interaction with sigma-1 receptors” ha sido enviado a Newropsychopharmacology con un factor de
impacto de 6.39. El manuscrito “Intracellular calcium levels determine differential
modulation of allosteric interactions within G protein-coupled receptor heteromers” ha
sido publicado en Chemistry & Biology con un factor de impacto de 6.64. El manuscrito
“Quaternary structure of a G-protein-coupled receptor heterotetramer in complex with G;
and G,” ha sido publicado en BioMed Central Biology con un factor de impacto de 6.96. Finalmente,
el manuscrito “Cross-comunication between G; and G, in a G-protein-coupled receptor
heterotetramer guided by a receptor C-terminal domain” ha sido enviado a Nature
communications con un factor de impacto de 11.32.

En el trabajo “Cocaine inhibits dopamine D, receptor signaling via sigma-1-D, receptor
heteromers”, el doctorando David Aguinaga Andrés ha llevado a cabo los experimentos
correspondientes a la técnica de BRET. En el trabajo “Sigma-2 receptors mediate cocaine
effects on dopamine D, receptor signaling” exceptuando la generaciéon de animales adictos a
cocaina y la posterior obtencién de cortes cerebrales, el doctorando David Aguinaga Andrés ha
realizado la totalidad del trabajo experimental. En el trabajo “Orexin - Corticotropin-releasing
factor receptor heteromers in the ventral tegmental area as targets for cocaine” el
doctorando David Aguinaga Andrés ha efectuado los experimentos correspondientes a la técnica
de BRET. Asi mismo, ha llevado a cabo la determinacion de la sefializacion de la via ERK1/2 'y
AKT mediante el uso de la técnica de Western blot. En el trabajo “A significant role of the
truncated ghrelin receptor GHS-R1b in ghrelin-induced signaling in neurons” el
doctorando David Aguinaga Andrés ha realizado los cultivos primarios de neuronas y ha efectuado
la totalidad del trabajo experimental realizado en dichos cultivos primarios. En el trabajo “Cocaine
blocks ghrelin effects via interaction with sigma-1 receptors”, exceptuando la generacion de
animales adictos a cocaina y la posterior obtencién de cortes cerebrales y el modelaje estructural,
el doctorando David Aguinaga Andrés ha llevado a cabo la totalidad del trabajo experimental. En
el trabajo “Intracellular calcium levels determine differential modulation of allosteric
interactions within G protein-coupled receptor heteromers” el doctorando David Aguinaga
Andrés ha realizado los cultivos primarios de neuronas. Ademads, ha efectuado todos los
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experimentos correspondientes a la técnica de PLA. En el trabajo “Quaternary structure of a G-
protein-coupled receptor heterotetramer in complex with G; and G,” el doctorando David
Aguinaga Andrés ha llevado a cabo los experimentos correspondientes a la técnica de BRET. En
el trabajo “Cross-comunication between G; and G, in a G-protein-coupled receptor
heterotetramer guided by a receptor C-terminal domain” el doctorando David Aguinaga
Andrés ha llevado a cabo los experimentos correspondientes a la técnica de BRET.

Barcelona, a 3 de abril de 2017

Dra. Gemma Navarro Brugal Dr. Enric Isidre Canela Campos
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Los resultados de la presente tesis estan reflejados en los siguientes manuscritos:

- 3.1. Gemma Navarro, Estefania Moreno, Jordi Bonaventura, Marc Brugarolas, Daniel
Farré, David Aguinaga, Josefa Mallol, Antoni Cortés, Vicent Casadd, Carme Lluis, Sergi
Ferré, Rafael Franco, Enric I. Canela y Peter . McCormick. Cocaine inhibits dopamine
D, receptor signaling via sigma-1-D, receptor heteromers.

Manuscrito publicado en PLoS Oze.

- 3.2. David Aguinaga, Mireia Medrano, Ignacio Vega-Quiroga, Katia Gysling, Enric 1.
Canela, Gemma Navarro” y Rafael Franco . Sigma-2 receptors mediate cocaine effects
on dopamine D, receptor signaling.

Manuscrito en preparacion para ser enviado a Molecular Psychiatry.

- 3.3. Gemma Navarro, César Quiroz, David Moreno-Delgado, Adam Sierakowiak,
Kimberly McDowell, Estefania Moreno, William Rea, Ning-Sheng Cai, David Aguinaga,
Lesley A. Howell, Felix Hausch, Antonio Cortés, Josefa Mallol, Vicent Casad6, Carme
Lluis, Enric I. Canela, Sergi Ferré y Peter McCormick. Orexin - Corticotropin-releasing
factor receptor heteromers in the ventral tegmental area as targets for cocaine.

Manuscrito publicado en The Journal of Neuroscience.

- 3.4. Gemma Navarro, David Aguinaga’, Edgar Angelats, Mireia Medrano, Estefania
Moreno, Josefa Mallol, Antonio Cortés, Enric I. Canela, Vicent Casadd, Peter J.
McCormick, Carme Llufs y Sergi Ferré. A significant role of the truncated ghrelin
receptor GHS-R1b in ghrelin-induced signaling in neurons.

Manuscrito publicado en The Journal of Biological Chemistry.

- 3.5. David Aguinaga, Mireia Medrano, Edgar Angelats, Ignacio Vega-Quiroga, Katia
Gysling, Enric 1. Canela, Rafael Franco y Gemma Navarro. Cocaine blocks ghrelin
effects via interaction with sigma-1 receptors.

Manuscrito enviado a Neuropsychopharmacology.

- 3.6. Gemma Navarro, David Aguinaga, Estefania Moreno, Johannes Hradsky, Pasham
P. Reddy, Antoni Cortés, Josefa Mallol, Vicent Casadd, Marina Mikhaylova, Michel R.
Kreutz, Carme Llufs, Enric I. Canela, Peter J. McCormick y Sergi Ferré. Intracellular

calcium levels determine differential modulation of allosteric interactions within G
protein-coupled receptor heteromers.

Manuscrito publicado en Chemistry & Biology.
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3.7. Gemma Navarro, Arnau Cordom{, Monika Zelman-Femiak, Marc Brugarolas,
Estefania Moreno, David Aguinaga, Laura Perez-Benito, Antoni Cortés, Vicent Casado,
Josefa Mallol, Enric I. Canela, Carme Lluis, Leonardo Pardo, Ana J. Garcfa-Saez, Peter J.
McCormick y Rafael Franco. Quaternary structure of a G-protein-coupled receptor
heterotetramer in complex with G; and G..

Manuscrito publicado en BioMed Central Biology.

3.8. Gemma Navarro, Arnau Cordomi, Marc Brugarolas, Estefania Moreno, David
Aguinaga, Laura Perez-Benito, Sergi Ferré, Antoni Cortés, Vicent Casadd, Josefa Mallol,
Enric I. Canela, Carme Lluis, Leonardo Pardo, Peter J. McCormick y Rafael Franco.
Cross-comunication between G; and G, in a G-protein-coupled receptor
heterotetramer guided by a receptor C-terminal domain.

Manusctrito enviado a Nature communications.

*Estos autores han contribuido del mismo modo al correspondiente trabajo.
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3.1. COCAINE INHIBITS DOPAMINE D: RECEPTOR SIGNALING VIA
SIGMA-1-D; RECEPTOR HETEROMERS

Gemma Navarro, Estefania Moreno, Jordi Bonaventura, Marc Brugarolas, Daniel Farré, David
Aguinaga, Josefa Mallol, Antoni Cortés, Vicent Casadd, Carme Llufs, Sergi Ferré, Rafael Franco,
Enric I. Canela y Peter ]. McCormick.

Manuscrito publicado en PLLOS ONE, abril 2013; 8(4).

En condiciones normales el cerebro mantiene un delicado equilibrio entre los zzputs de recompensa
controlado por las neuronas que contienen los receptores de la familia D,-/ike de dopamina y los
inputs aversivos procedentes de las neuronas que contienen los receptores D,-/ike de dopamina. La
cocaina es capaz de subvertir la entrada equilibrada de estos inputs mediante la alteracion de la
sefializacion celular de estas dos vias de tal manera que la via de la recompensa donde se encuentra
el receptor D, de dopamina, domina. En este trabajo se ofrece una explicacion a nivel celular y
bioquimico de cémo la cocaina puede lograr tal hecho. Explorando el efecto de la cocaina sobre
la funcién de los receptores D, de dopamina, se presentan evidencias de la interaccién molecular
y funcional del receptor 6,R con los receptores D, de dopamina. Mediante el uso de técnicas
biofisicas, bioquimicas y de biologia molecular, ha sido descubierto que los receptores D, (la
isoforma larga del receptor D,) puede formar complejos con los receptores o;R, un resultado
especifico de los receptores D,, ya que los receptores D;R y D,R no forman heterémeros. Ha sido
demostrado que los heterémeros del receptor 6,R-D, consisten en oligomeros de orden superior,

se encuentran en el estriado de ratén y que la cocaina, al unirse a los heterémeros del receptor o, R-
D,, inhibe la sefializacion downstream tanto en cultivos celulares como en neuronas estriatales de
ratén. Por el contrario, en el cuerpo estriado de los animales &nockout de 6,R estos complejos no
se encuentran y esta inhibicién no se observa. En conjunto, estos datos muestran el mecanismo
mediante el cual la exposicion inicial a cocaina puede inhibir la sefalizacién a través de las neuronas
que contienen el receptor D,, desestabilizando el delicado equilibrio de sefializacién que influye en
la busqueda de drogas que deriva de las neuronas que contienen el receptor D, y D, en el cerebro.
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Sigma-1-D, Receptor Heteromers

Gemma Navarro', Estefania Moreno', Jordi Bonaventura', Marc Brugarolas®, Daniel Farré’,
David Aguinaga’, Josefa Mallol’, Antoni Cortés’, Vicent Casadé’, Carmen Lluis’, Sergi Ferre?,
Rafael Franco®®, Enric Canela'®, Peter J. McCormick'*®

1 Centro de Investigacién Biomédica en Red de Enfermedades Neurodegenerativas (CIBERNED) and Institute of Biomedicine of the University of Barcelona (IBUB) and
Department of Biochemistry and Molecular Biology, Faculty of Biology, University of Barcelona, Barcelona, Spain, 2 National Institute on Drug Abuse, Intramural Research
Program, National Institutes of Health, Department of Health and Human Services, Baltimore, Maryland, United States of America, 3 Centro de Investigacion Médica
Aplicada, Universidad de Navarra, Pamplona, Spain

Abstract

Under normal conditions the brain maintains a delicate balance between inputs of reward seeking controlled by neurons
containing the D;-like family of dopamine receptors and inputs of aversion coming from neurons containing the D,-like
family of dopamine receptors. Cocaine is able to subvert these balanced inputs by altering the cell signaling of these two
pathways such that D, reward seeking pathway dominates. Here, we provide an explanation at the cellular and biochemical
level how cocaine may achieve this. Exploring the effect of cocaine on dopamine D, receptors function, we present
evidence of ¢, receptor molecular and functional interaction with dopamine D, receptors. Using biophysical, biochemical,
and cell biology approaches, we discovered that D, receptors (the long isoform of the D, receptor) can complex with o,
receptors, a result that is specific to D, receptors, as D and D, receptors did not form heteromers. We demonstrate that the
o1-D,, receptor heteromers consist of higher order oligomers, are found in mouse striatum and that cocaine, by binding to
o, -D; receptor heteromers, inhibits downstream signaling in both cultured cells and in mouse striatum. In contrast, in
striatum from o, knockout animals these complexes are not found and this inhibition is not seen. Taken together, these
data illuminate the mechanism by which the initial exposure to cocaine can inhibit signaling via D, receptor containing
neurons, destabilizing the delicate signaling balance influencing drug seeking that emanates from the D; and D, receptor
containing neurons in the brain.
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Introduction knockout mice showed the importance of dopamine D; receptor
In cocaine action as the activation of D, receptors was an absolute
requirement for the induction of the cellular and behavioral
responses to cocaine [7]. In addition to opposing the locomotor
effects of D), Dy containing neurons also serve to oppose drug
reinforcement [8]. In the context of cocaine it is known that the Dy

such as l?arkll?son s, Huntington’s and m drug addiction [1]. is essential for cocaine’s effects [9] as Dy receptors are required to
GABAergic striatal efferent neurons constitute more than 95% of

The striatum is the main input structure of the basal ganglia and
consists of subcortical structures involved in the processing of
information related with the performance and learning of complex
motor acts and motivational processes and is altered in conditions

enhance the rewarding properties of cocaine [10]. In Dy —/—
mutant animals the release of dopamine evoked by cocaine
injection is dramatically higher compared to WT animals, and an
intact Dy-mediated signaling is required to elicit the rewarding and

D, receptors and GABAergic enkephalinergic neurons, which reinforcing effects of cocaine [11]. At the mechanistic level it was
express the peptide enkephalin and dopamine D, receptors [3]. In

the striatal neuronal population [2]. There are two major subtypes
of GABAergic striatal efferent neurons: GABAergic dynorphiner-
gic neurons, which express the peptide dynorphin and dopamine

shown there is a switch from Dy to a D; mediated increase on
the case of drug addiction, and specifically cocaine, the GABAA-IPSC in cocaine treated rats [12], and in models of long-
dopaminergic pathway plays a critical role in the pathology term cocaine treatment it has been shown that D; increases and
[4.5], specifically, the two populations of D; and Dy containing Dy levels decrease [13]. Finally, it has been shown that the
neurons. These two pathways can control novelty seeking and activation of postsynaptic Dy on striatopallidal neurons can
reward-dependent learning as well as having opposite effects on facilitate drug reinforcement via inhibition of these neurons [8].
motor activity [6]. Early studies performed in D, receptor All of these studies point to a balance between D; and Dy in

PLOS ONE | www.plosone.org 1 April 2013 | Volume 8 | Issue 4 | e61245



controlling the motivational processes and reinforcement in drugs
of abuse, and specifically cocaine.

The initial mechanistic steps of cocaine binding and its effects
on these two striatal populations of neurons (D; and Dy receptor
containing neurons) are not well understood. What is known is
cocaine 13 able to exert part of its behavioral and cellular effect by
elevating dopamine levels in the striatum [14]. It achieves this by
binding to and inhibiting the presynaptic dopamine transporter
(DAT) [15]. Cocaine is a high-affinity inhibitor of DAT and upon
binding to DAT cocaine causes a rapid increase in extracellular
dopamine levels. Although DAT inhibition is required for
cocaine’s effects, it is not the only required mechanism of action
per the effects of Dy and Dy receptors discussed above. In fact,
Cocaine is able to modulate dopamine signaling, via both the D,
and Dy family of dopamine receptors, which when activated can
lead to stimulation or inhibition of signaling pathways. This
provokes the question, how does cocaine seemingly influence two
different receptor pathways? One potential answer lies in the fact
that cocaine does not seem to bind the dopamine receptors directly
but can bind to a receptor heteromer made up of the D;-like
receptor family member, D; and the &-receptor [16]. Through
this latter interaction, cocaine can potentiate D; receptor-
mediated adenylyl cyclase activation, induce ERK1/2 phosphor-
ylation and counteract the MAPK activation induced by D,
receptor stimulation [16]. However, as discussed above, Dy also
plays a role in the early effects of cocaine. Here we explore the
initial molecular events after cocaine exposure on the dopamine
receptor Dy like family and test the hypothesis that ¢, receptor
may provide the link between cocaine and the D; and Dy receptor
signaling balance.

Materials and Methods

Ethics Statement

The study received the approval of the Catalan Ethical
Committee for Animal Use (CEAA/DMAH 4049 and 5664)
and all procedures were performed to minimize animal suffering.

Fusion Proteins and Expression Vectors

Sequences encoding amino acids residues 1-155 and 155-238
of YFP Venus protein, and amino acids residues 1-229 and 230—
311 of RLuc8 protein were subcloned in pcDNA3.1 vector to
obtain the YFP Venus (nVenus, cVenus) and RLuc8 (nRLuc8,
cRLuc8) hemi-truncated proteins expressed in pcDNA3.1 vector.
The human cDNA for the long isoform of dopamine Dy receptors
(Dy receptors), adenosine Ay or G receptors cloned in pcDNA3.1
were amplified without their stop codons using sense and antisense
primers harboring either unique EcoRI and BamHI sites (or EcoRI
and Apnl sites for &, receptor). The fragments were then subcloned
to be in-frame with Rluc, EYFP or GFP? into the EcwRI and
BamHI or Kpnl restriction site of an Rluc-expressing vector (pRluc-
N1, PerkinElmer, Wellesley, MA), an EYFP expressing vector
(EYFP-N3; enhanced yellow variant of GFP; Clontech, Heidel-
berg, Germany) or an GFP? expressing vector (GFP?-N2,
Clontech) respectively, to give the plasmids that express receptors
fused to either RLuc, YFP or GFP? on the C-terminal end of the
receptor (Do-RLuc, Do-YFP, Dy»-GFP?, &,-Rluc, 6,-YFP, Ag-
RLuc or Aga-YFP receptors respectively). The human ¢cDNAs for
Dy and o, receptors cloned in pcDNA3.1 were amplified without
its stop codon using sense and antisense primers harboring unique
Kpnl and EcoRI sites to clone Dy and & receptors in pcDNA3.1-
cVenus, pcDNA3.1-nVenus, pcDNA3.1-cRLuc8 or pcDNA3.1-
nRLuc8. The amplified fragments were subcloned to be in-frame
with the multiple cloning sites of the vectors to give the plasmids
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that express Dy and o) receptors fused to either nVenus, cVenus,
nRLuc8 or cRLuc8 on the C-terminal end of the receptor (Dy-
cVenus, Dy-nVenus, Dy-cRLuc8, Do-nRLuc8, o-nVenus, ;-
cVenus, 6;-nRluc8 or 6-cRluc8, respectively). When analyzed by
confocal microscopy, it was observed that all fusion proteins
showed similar subcellular distribution than naive receptors (see
results and results not shown). Fusion of RLuc and YFP to D, or
Aga receptors did not modify receptor function as previously
determined by cAMP assays [17].

Cell Culture and Chemical Reagents

HEK-293T cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) supplemented with 2 mM L-glutamine, 100 U/
ml penicillin/streptomycin, and 5% (v/v) heat inactivated Fetal
Bovine Serum (FBS) (all supplements were from Invitrogen,
Paisley, Scotland, UK). CHO cell lines were maintained in o-
MEM medium without nucleosides, containing 10% fetal calf
serum, 50 pg/mL penicillin, 50 pg/mL streptomycin, and 2 mM
L-glutamine (300 pg/mL). Cells were maintained at 37°C in an
atmosphere of 5% COy, and were passaged when they were 80—
90% confluent, i.e. approximately twice a week. HEK-293T or
CHO cells were transiently transfected with the corresponding
cDNAs by PEI (PolyEthylenImine, Sigma, St. Louis, MO, USA)
method as previously described [18]or the corresponding siRNA
by lipofectamine (Invitrogen™ ™, Carlsbad, USA) method following
the instructions of the supplier. siRNA that targets both human
and rodent o; RNA and a scrambled control siRNA were
purchased from Invitrogen (catalog HSS 145543). All ligands used
are diagrammed in Figure S1. Cocaine-HCI was purchased from
Spanish Agencia del Medicamento n°: 2003C00220. PD144418
and PRE were purchased from Tocris, Bristol, UK. Quinpirole
and raclopride were purchased from Sigma, St. Louis, MO, USA.

Immunocytochemistry

For immunocytochemistry, cells were fixed in 4% paraformal-
dehyde for 15 min and washed with PBS containing 20 mM
glycine (buffer A) to quench the aldehyde groups. Then, after
permeabilization with buffer A containing 0.2% Triton X-100 for
5 min, cells were treated with PBS containing 1% bovine serum
albumin. After 1 h at room temperature, cells were labeled with
the primary mouse monoclonal anti-Rluc receptor antibody (1/
200, Millipore, CA, USA) or mouse monoclonal anti-G, receptor
antibody (1/200; Chemicon) for 1 h, washed, and stained with the
secondary Cy3 donkey anti-mouse antibody (1/200, Jackson
Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA, USA). D,
receptors fused to YFP protein were detected by their fluorescence
properties. Samples were rinsed and observed in a Leica SP2
confocal microscope (Leica Microsystems, Mannheim, Germany).

BRET and BRET with BiFC Assays

HEK-293T cells growing in six-well plates were transiently co-
transfected with a constant amount of cDNA encoding for the
receptor fused to RLuc or nRLuc8 and cRLuc8 proteins and with
increasingly amounts of cDNA corresponding to the receptor
fused to YFP or nVenus and cVenus proteins (see figure legends).
To quantify receptor-YFP expression or receptor-reconstituted
YIP Venus expression, cells (20 pg protein) were distributed in 96-
well microplates (black plates with a transparent bottom) and
fluorescence was read in a Fluoro Star Optima Fluorimeter (BMG
Labtechnologies, Offenburg, Germany) equipped with a high-
energy xenon flash lamp, using a 10 nm bandwidth excitation
filter at 400 nm reading. Receptor-fluorescence expression was
determined as fluorescence of the sample minus the fluorescence of
cells expressing the BRET donor alone. For BRET or BRET with

April 2013 | Volume 8 | Issue 4 | e61245



BiFC measurements, the equivalent of 20 pg of cell suspension
were distributed in 96-well microplates (Corning 3600, white
plates; Sigma) and 5 UM coelenterazine H (Molecular Probes,
Eugene, OR) was added. After 1 minute for BRET or after 5 min
for BRET with BiFC of adding coelenterazine H, the readings
were collected using a Mithras LB 940 that allows the integration
of the signals detected in the short-wavelength filter at 485 nm
(440-500 nm) and the long-wavelength filter at 530 nm (510—
590 nm). To quantify receptor-RLuc or receptor-reconstituted
RLuc8 expression luminescence readings were also performed
after 10 minutes of adding 5 UM coelenterazine H. Both
fluorescence and luminescence of each sample were measured
before every experiment to confirm similar donor expressions
(about 150,000 luminescent units) while monitoring the increase
acceptor expression (10,000-70,000 fluorescent units). The net
BRET 1is defined as [(long-wavelength emission)/(short-wave-
length emission)]-Cf where Cf corresponds to [(long-wavelength
emission)/ (short-wavelength emission)] for the donor construct
expressed alone in the same experiment. BRET is expressed as
mili BRET units, mBU (net BRET x1000).

SRET Assays

HEK-293T cells growing in six-well plates were transiently co-
transfected with constant amounts of cDNAs encoding for both
receptor fused to RLuc and GFP? proteins and with increasingly
amounts of cDNA corresponding to the receptor fused to YFP
protein and SRET was determined as previously described using
a Mithras LB 40 [19].

Striatal Slices Preparation

Brains from WT littermates and o, receptor KO CD1 albino
Swiss male mice (8 weeks old, 25 g of weight) were generously
provided by Laboratorios Esteve (Barcelona, Spain) [20]. Brains
were rapidly removed from animals and striatal slices were
obtained as previously indicated [16,21].

Coimmunoprecipitation

Striatal slices from WT littermates and &, receptor KO mice
were treated with medium or with 150 UM cocaine for 30 min.
The striatal tissue was disrupted with a Polytron homogenizer in
50 mM Tris-HCI buffer, pH 7.4, containing a protease inhibitor
mixture (1/1000, Sigma). The cellular debris was removed by
centrifugation at 13,000 g for 5 min at 4°C, and membranes were
obtained by centrifugation at 105,000 g for 1h at 4°C.
Membranes were solubilized in ice-cold immunoprecipitation
buffer (phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.4, containing 1%
(v/v) Nonidet P-40) and incubated for 30 min on ice before
centrifugation at 105,000 ¢ for 1 h at 4°C. The supernatant
(1 mg/ml of protein) was processed for immunoprecipitation as
described in the immunoprecipitation protocol using a Dyna-
beads® Protein G kit (Invitrogen) using goat anti-Dy receptor
antibody (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). As
negative control anti-FLAG antibody (1:1000, Sigma) was used.
Protein was quantified by the bicinchoninic acid method (Pierce)
using bovine serum albumin dilutions as standards. Immunopre-
cipitates were separated on a denaturing 10% SDS-polyacryl-
amide gel and transferred onto PVDF membranes. Membranes
were blocked for 90 min in 5% Bovine (1% fat) dry milk and PBS-
Tween 20 (0.05% V/V). The following primary antibodies were
incubated overnight at 4°C in 5% milk and PBS-Tween 20 (0.05%
V/V): mouse anti-Dy receptor antibody (1:1000, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) or mouse anti-G; receptor
antibody B-5 (sc-137075) (1:800, Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA) and, after washing three times for 10 min in PBS
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Tween-20 (0.05% V/V), membranes were incubated with the
secondary antibody rabbit anti-mouse-HRP (1:20,000, Dako,
Glostrup, Denmark) for 1 h at room temperature in 5% milk
and PBS-Tween 20 (0.05% V/V). After three washes with PBS
Tween-20 (0.05% V/V) and a final wash with PBS, bands were
detected with the addition of SuperSignal West Pico Chemilumi-
nescent Substrate (Pierce) and visualized with a LAS-3000
(Fujifilm). Analysis of detected bands was performed by Image
Gauge software (version 4.0) and Multi Gauge software (version
3.0).

In Situ Proximity Ligation Assays (PLA)

Striatal slices from WT and &, receptor KO mice treated or not
with 150 UM cocaine for 30 min, were mounted on slide glass and
heteromers were detected using the Duolink II in situ PLA
detection Kit (OLink; Bioscience, Uppsala, Sweden). Slices were
thawed at 4°C, washed in 50 mM Tris-HCI, 0.9% NaCl pH 7.8
buffer (IBS), permeabilized with TBS containing 0.01% Triton
X-100 for 10 min and successively washed with TBS. After 1 h
incubation at 37°C. with the blocking solution in a pre-heated
humidity chamber, slices were incubated overnight in the antibody
diluent medium with a mixture of equal amounts of the primary
antibodies mouse anti-o; receptor antibody B-5 (sc-137075, 1:500,
sce above) and the guinea-pig anti-Dy receptor antibody (1:500
Sigma) which specificity for Dy receptors was previously demon-
strated [21]. Slices were washed as indicated by the supplier and
incubated for 2 h in a pre-heated humidity chamber at 37°C with
PLA probes detecting mouse or guinea pig antibodies, Duolink II
PLA probe anti-mouse plus and Duolink II PLA probe anti-guinea
minus (prepared following the instructions of the supplier) diluted
in the antibody diluent to a concentration of 1:5. After washing at
room temperature, slices were incubated in a pre-heated humidity
chamber for 30 min at 37°C, with the ligation solution (Duolink IT
Ligation stock 1:5 and Duolink II Ligase 1:40). Detection of the
amplified probe was done with the Duolink II Detection Reagents
Red Kit. After exhaustively washing at room temperature as
indicated in the kit, slices were mounted using the mounting
medium with DAPI. The samples were observed in a Leica SP2
confocal microscope (Leica Microsystems, Mannheim, Germany).
Images were opened and processed with Image J confocal.

Immunohistochemistry

Striatal slices from W'T and o receptor KO mice were thawed
at 4°C, washed in TBS, permeabilized with TBS containing 0.1%
Triton X-100 for 10 min and successively washed with TBS. Slices
were rocked in Blocking reagent 1% (Roche, Sant Cugat del
Vallés, Spain) for 1 h at 37°C in a humidified atmosphere and
incubated overnight at 4°C in a humidified atmosphere with the
primary antibodies: mouse anti-G; receptor antibody B-3 (sc-
137075, 1:100, see above) or the guinea-pig anti-Dy receptor
antibody (1:100 Frontier Institute, Ishikari, Hokkaido, Japan), in
0.1% TBS-Tween, 0.1% BSA-Acetylated (Aurion, Wageningen,
The Netherlands), 7% SND. Slices were washed in TBS-Tween
0.05% and left for 2 h at room temperature in a humidified
atmosphere with the corresponding secondary antibodies: goat
anti-mouse (1:200, Alexa Fluor 488, Invitrogen) and goat anti-
guinea pig (1:200, Alexa Fluor 488, Invitrogen) in the same
medium. Then, the slices were washed in TBS-Tween 0.05%,
followed by a single wash in TBS before mounting in Mowiol
medium (Calbiochem, Merck, Darmstadt, Germany), covered
with a glass and left to dry at 4°C for 24 h. The sections were
observed and imaged in a Leica SP2 confocal microscope.
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cAMP Determination

Non transfected or transiently transfected CHO cells (see figure
legends) were treated for 10 min with the indicated concentrations
of Dy receptor agonist quinpirole, 30 UM cocaine or 100 nM of
the o receptor agonist PRE-084 alone or in combination. cAMP
production was determined using [*H]cAMP kit (Amersham
Biosciences, Uppsala, Sweden) following the instructions from the
manufacturer.

ERK 1/2 Phosphorylation Assays

WT and KO ice striatal slices were treated for the indicated
time with the indicated concentrations of cocaine and/or Dy
receptor ligands, frozen on dry ice and stored at —80°C. When
ERK1/2 phosphorylation assays were performed in cell cultures,
CHO cells (48 h after transfection) were cultured in serum-free
medium for 16 h before the addition of the indicated concentra-
tion of cocaine or/and Dy receptor ligands for the indicated time.
Both, cells and slices were lysed in ice-cold lysis buffer (50 mM
Tris-HC1 pH 7.4, 50 mM NaF, 150 mM NaCl, 45 mM pB-
glycerophosphate, 1% Triton X-100, 20 uM phenyl-arsine oxide,
0.4 mM NaVO, and protease inhibitor cocktail) and ERK 1/2
phosphorylation was determined as indicated elsewhere [16,22].

CellKey Label-free Assays

The CellKey system provides a universal, label-free, cell-based
assay platform that uses cellular dielectric spectroscopy (CDS) to
measure endogenous and transfected receptor activation in real
time in live cells [23]. Changes in the complex impedance (DZ or
dZ) of a cell monolayer in response to receptor stimulation were
measured. Impedance (Z) is defined by the ratio of voltage to
current as described by Ohm’s law (Z=V/I). CHO cell clones
stably expressing Dy receptors were grown to confluence in
a CellKey Standard 96 well microplate that contains electrodes at
the bottom of each well. For untreated cells or for cells
preincubated (overnight at 37°C) with PTx (10 ng/ml), medium
was replaced by HBSS buffer (Gibco) supplemented with 20 mM
HEPES 30 minutes prior to running the cell equilibration
protocol. A baseline was recorded for 5 minutes and then cells
were treated with increasing concentrations of the Dy receptor
agonist quinpirole or cocaine alone or in combination and data
was acquired for the following 10 minutes. To calculate the
impedance, small voltages at 24 different measurement frequencies
were applied to treated or non-treated cells. At low frequencies,
extracellular currents (iec) that pass around individual cells in the
layer were induced. At high frequencies, transcellular currents (itc)
that penetrate the cellular membrane were induced and the ratio
of the applied voltage to the measured current for each well 1s the
impedance. The data shown refer to the maximum complex
impedance induced extracellular currents (Ziec) response to the
ligand addition.

Results

o, Receptors form Heteromers with Dopamine D,
Receptors but not with the Other D,-like Receptor Family
Members

We first examined whether the receptors of the Do-like family
could directly interact with &, receptors and thus be a target for
cocaine binding. To do this we used the Bioluminescence
Resonance Energy Transfer (BRET) technology in HEK-293T
cells expressing a constant amount of Dy (long isoform), D3 or D,
dopamine receptors fused to Remilla Luciferase (RLuc) and in-
creasing amounts of &, receptors fused to Yellow Fluorescence
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Protein (YFP). Clear BRET saturation curves were obtained in
cells expressing Do-RLuc receptors and increasing amounts of 6;-
YFP receptors with a BRET,,,,, of 55=7 mBU and a BRET};, of
28%6 (Fig. la). In contrast, in cells expressing D3-RLuc or Dy-
RLuc and ,-YFP receptors a low and linear non-specific BRET
signal was obtained thus confirming the specificity of the
interaction between Do-RLuc and &;-YFP receptors (Fig. 1b).
As a further control, cells were cotransfected with c;-YFP
receptors and adenosine Ags-Rluc receptors and no specific
BRET signal was obtained (Fig. 1a). These results indicate that o,
receptors selectively interact with dopamine Dy receptors and not
with the other members of the Dy-like receptor family.

The o), receptors are predominantly found in the endoplasmic
reticulum membrane and the plasma membrane [24] with one
hypothesis that it may be acting as a chaperone protein [25]. The
expression of 6; and Dy receptors at the plasma membrane level
was explored by analyzing the co-localization of both receptors by
confocal microscopy. HEK-293T cells were used in the assays
since they constitutively express G receptors, but not DAT [16].
As expected, a punctate o receptor staining in naive (Fig. 1c left
panels, top images) or cocaine-treated (Fig. lc right panels, top
images) HEK-293T cells was detected. After transfection of the
cDNA corresponding to Dy receptors, a co-localization of o,
receptor and Dy, receptors was detected at the plasma membrane
level in cells not treated with cocaine (Fig. lc left panels, bottom
images) or in cells treated with 30 UM cocaine for 30 min (Fig. lc
right panels, bottom images).

Higher Order Complex Formation between o, Receptors
and Dopamine D, Receptors

Recent crystal structures have demonstrated that homodimers
of GPCRs are possible, a fact that has been confirmed for
dopamine Dy receptors [26-30]. Considering that ¢, may act as
a chaperone like molecule we investigated the possible formation
of higher order receptor complexes between 6; and Dy receptor
homomers. To test this we first needed to know whether G-
receptors could form dimers, something that had not been
reported. First, we tested if o receptors can form dimers by
BRET experiments in HEK-293T cells expressing a constant
amount of ¢;-RLuc receptors and increasing amounts of 6;-YFP
receptors. A positive and saturable BRET signal was obtained with
a BRET,,,,, of 165235 mBU and a BRET5, of 2212 (Fig. 2a)
indicating that 6;-6; homodimers can exist and demonstrating,
for the first time, the oligomerization of &, receptors. Next, we
tested whether Dy receptor homomers could interact with o;-
receptors by a combined BRET and FRET assay termed
Sequential Resonance Energy Transfer (SRET) [19]. This assay
involves two sequential energy transfer events, one bioluminescent
energy transfer between Rluc and a blue shifted GFP? and
a second fluorescent energy transfer event between excited GFP?
and YFP (see Fig. 2b top scheme). In HEK-293T cells expressing
a constant amount of Dy-RLuc and D,-GFP? receptors and
increasing amounts of 61-YFP receptors, a net SRET saturation
curve was obtained with a SRET ., of 269+ 33 SU and a SRET}5
of 92+24 (Fig. 2b). Cells expressing constant amounts of
adenosine Ags-RLuc and Ags-GFP? receptors and increasing
amounts of 6;-YFP receptors provided very low and linear SRET,
according to the lack of interaction between Agx receptors and G,
receptors. These results demonstrate that o, receptors are able to
form heteromers with Dy-Dy receptor homomers. A net SRET
saturation curve was also obtained using HEK-293T cells
expressing constant amounts of &;-Rluc and Dy-GFP? and
increasing amounts of o;-YFP (SRET,,,.,: 140x8 SU; SRET5:
9+3) but not when Dy-RLuc and Dy-GFP® receptors were
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Figure 1. Molecular interaction between ¢, receptors and D, receptors in living cells. BRET saturation experiments were performed with
HEK-293T cells co-transfected with: (a) D,-RLuc cDNA (0.4 ng, squares) or adenosine A,5-RLuc cDNA as negative control (0.2 ug, triangles) and
increasing amounts of o;-YFP cDNA (0.1 to 1 ug cDNA), (b) D3-RLuc cDNA (0.5 pg, squares) or Ds-RLuc ¢cDNA (0.5 pg, triangles) and increasing
amounts of o;-YFP cDNA (0.1 to 1 g cDNA). The relative amount of BRET acceptor is given as the ratio between the fluorescence of the acceptor
minus the fluorescence detected in cells only expressing the donor, and the luciferase activity of the donor (YFP/RIuc). BRET data are expressed as
means *+ S.D. of five to six different experiments grouped as a function of the amount of BRET acceptor. In (c) confocal microscopy images of HEK-
293T cells transfected with D,-YFP or 1-RLuc (top panels) or co-transfected with D,-YFP and o;-RLuc (bottom panels), treated (right images) or not
(left images) with 30 uM cocaine for 30 min. o, receptors (red) were identified by immunocytochemistry and D, receptors (green) were identified by
its own fluorescence. Co-localization is shown in yellow. Scale bar:10 um.

doi:10.1371/journal.pone.0061245.9001

replaced by Agy RLuc and Aypx-GFP? receptors (Fig. 2¢). These
results demonstrate that Dy receptors are able to form heteromers
with ©,-0; receptor homomers. Finally, we tested for a higher
order interaction of receptor heteromers constituted by 6; and Dy
receptor homomers (G,-6,-Dg-Dy). This was done using a modi-
fied BRET assay that involves a double complementation assay
[30]. A diagram showing the BRET with luminescence/fluores-
cence complementation approach (BRET with Bil'C assay; see
Methods) is shown in Figure 2d (top panel). Briefly, one receptor
fused to the N-terminal fragment (nRluc8) and another receptor
fused to the C-terminal fragment (cRluc8) of the Rluc8 act as
BRET donor after Rluc8 reconstitution by a close receptor-
receptor interaction and one receptor fused to an YFP Venus N-
terminal fragment (nVenus) and another receptor fused to the YFP
Venus C-terminal fragment (cVenus), act as BRET acceptor after
YFP Venus reconstitution by a close receptor-receptor interaction.
Accordingly, cells were co-transfected with a constant amount of
the two cDNAs corresponding to Dy-nRLuc8 and Dy-cRLuc8
(equal amounts of the two cDNAs) and with a constant amount of
the two cDNAs corresponding to &;-nVenus and ©;-cVenus
(equal amounts of the two cDNAs). Specific BRET would only be
possible if RLuc reconstituted by Dyo-nRLuc8-Do-cRLuc8 di-
merization is close enough to YFP Venus reconstituted by &;-
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nVenus-6;-cVenus dimerization. Higher order heterotetramers
were in fact observed as evidenced by a positive BRET signal
(Fig. 2d). As negative controls, cells expressing only three fusion
proteins and the fourth receptor not fused provided neither
a significant fluorescent signal nor a positive BRET (Figure 2d).
Collectively these results indicate that -Dy receptor heteromers
seem to be constituted by the interaction of receptor homomers
and the minimal structural unit is the ©;-6-Dy-Dy receptor
heterotetramer.

The Effect of o, Receptor Ligands on o,-D, Receptor
Heterotetramer

It is known that cocaine can bind to &, [25,31,32]. We sought
to measure the effect of cocaine binding to o, receptors on 6,-Dy
receptor heteromers using BRET. We performed BRET experi-
ments in HEK-293T cells expressing a constant amount of Do-
RLuc receptors and increasing amounts of &-YIP receptors in
the presence or in the absence of cocaine. The BRET saturation
curve was reduced when cells were treated for 30 min with 30 uM
of cocaine (BRET, . 35*6 mBU; BRET;,: 26%8) indicating
that cocaine binding to &, receptors induces structural changes in
the ©1-Dy receptor heteromer. The cells treated (10 min) with the
o, agonist PRE084 (100 nM; BRET,,,: 408 mBU; BRET:
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Figure 2. Higher order complex formation between ¢, receptors and dopamine D, receptors in living cells. In (a) BRET saturation
experiments were performed with HEK-293T cells co-transfected with o;-RLuc cDNA (0.2 ng) and increasing amounts of o;-YFP ¢cDNA (0.1 to 0.6 ug
cDNA). A schematic representation of a BRET process is shown at top in which the receptor fused to RLuc acts as donor and the receptor fused to YFP
acts as acceptor. In (b) and (c) SRET saturation experiments were performed with HEK-293T cells co-transfected with: (b) a constant amount of D,-
RLuc (0.6 ng) and DZ—GFP2 (1 ng) receptor cDNA (squares) or Aya-RLuc (0.3 pg) and AZA—GFP2 (0.5 ug) receptor cDNA, as negative control (triangles),
and increasing amounts of o;-YFP receptor (0.2 to 1.5 ug cDNA), () a constant amount of o;-Rluc (0.3 pg) and D,-GFP? (1 ug) (triangles) or A,-GFP?
(0.5 uM) as negative control (squares) receptor cDNA and increasing amounts of c;-YFP receptor cDNA (0.2 to 1.5 png). The relative amount of
acceptor is given as the ratio between the fluorescence of the acceptor minus the fluorescence detected in cells only expressing the donor, and the
luciferase activity of the donor (YFP/Rluc). A schematic representation of a SRET process is shown at top images in which two sequential energy
transfer events between Rluc and GFP? (BRET process) and between GFP? and YFP (FRET process) occurs. In (d) BRET with luminescence/fluorescence
complementation approach was performed measuring BRET in cells co-transfected with 1 ng of the two cDNAs corresponding to D,-nRLuc8 and D,-
cRLuc8 and with 1.5 ug of the two cDNAs corresponding to c;-nVenus and o;-cVenus (5). As negative controls, cells transfected with the same
amount of cDNA corresponding to D,-nRLuc8, D,-cRLuc8, 51-nVenus and cVenus (1), D,-nRLuc8, D,-cRLuc8, o;-cVenus and nVenus (2), D,-nRLuc8,
o;-nVenus, 6;-cVenus and cRLuc8 (3), or D,-cRLuc8, o;-nVenus, 6;-cVenus and nRLuc8 (4) did not display any significant luminescence or positive
BRET. A schematic representation of a BRET with luminescence/fluorescence complementation approach is given at the top image in which one
receptor fused to the N-terminal fragment (nRluc8) and another receptor fused to the C-terminal fragment (cRluc8) of the Rluc8 act as BRET donor
after Rluc8 reconstitution by a close receptor-receptor interaction and one receptor fused to an YFP Venus N-terminal fragment (nVenus) and another
receptor fused to the YFP Venus C-terminal fragment (cVenus), act as BRET acceptor after YFP Venus reconstitution by a close receptor-receptor
interaction. BRET or SRET data are expressed as means = S.D. of five to six different experiments grouped as a function of the amount of BRET or SRET
acceptor.

doi:10.1371/journal.pone.0061245.g002

31£6) but not with the antagonist PD144418 (1 uM; BRET,,,«:
48+3 mBU; BRET5,: 20%5) also showed a decrease in the BRET
saturation curves. Interestingly, the ¢, antagonist PD144418 is
able to revert the effect induced by cocaine (BRET,,,.: 529
mBU; BRET5,: 31%=7 in the presence of cocaine and PD144418)
(Fig. 3a). To know if structural changes in ;-G receptor
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homomers or in Dy-Dy receptor homomers can account for the
ligand-induced effect on ©,-Dy receptor heteromers, we per-
formed BRET experiments first in cells expressing 1-RLuc and
o~ YFP receptors as indicated in Fig. 2a. Cells were treated for
10 min with 100 nM of the agonist PRE084 or 1 UM of the
antagonist PD144418 or for 30 min with 30 UM of cocaine alone
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or with 1 uM PD144418. As shown in Fig. 3b, no significant
changes in BRET,,,, or BRET;, were observed. Then, changes in
the BRET saturation curve obtained in cells expressing a constant
amount of Dy-RLuc receptors and increasing amounts of Dy-YIFP
receptors (BRET, .« 443 mBU; BRET;5: 12+4) were analyzed.
The BRET saturation curve changed in cells treated for 10 min
with 100 nM of PRE084 (BRET,,,,: 275 mBU; BRET5y: 11£4)
or 30 min with 30 pM of cocamne (BRET, .. 29%2 mBU;
BRET5p: 19%5) but not in cells treated for 10 min with 1 uM of
PD144418 (BRET,,.x: 4423 mBU; BRET;,: 9%3). Again the
antagonist, PD144418, was able to revert the effect induced by
cocaine (BRET,,..: 4312 mBU; BRET;,: 16%£3 in cells pre-
treated with PD144418 and cocaine) (Fig. 3c). These data suggest
structural changes in the complex brought about by binding of
either the o, agonist PRE084 or cocaine. To test whether the
effect of PRE084 or cocaine on Dy-Dy heteromers are due to the
presence of G| receptors, assays were performed in cells whose o,
receptor expression was knocked-down using an RINAi approach
(Fig. 3d). When we transfected a specific small interfering RNA
(siRNA), a robust silencing of & receptor expression was obtained
(Fig. S2). The treatment with the specific siRNA completely
abolished the effect of cocaine or PRE084 on the BRET saturation
curve. The treatment with PD144418 or PD144418 and cocaine
had no effect on these knocked-down cells (Fig. 3d). These results
suggest that ligand binding to &, receptors induces strong changes
in the structure of the Dy-Dy receptor homomers in the ¢,-Dy
receptor heteromers.

Cocaine Binding to o, Receptors Modulates the D,
Receptor Signaling in Transfected Cells

The cocaine-induced modifications of the quaternary structure
of Dy receptor homodimers in the ;-Dy receptor heteromer
described above suggest that cocaine can modulate the function-
ality of Dy receptors. To study how cocaine affects Dy receptor-
mediated signaling, Chinese hamster ovary (CHO) cells were used
as they provided a lower baseline of signaling for which to detect
downstream changes and have been shown to constitutively
express G receptors but not DAT [16]. The effect of cocaine on
Dy receptor agonist-induced, G protein-mediated signaling was
measured using a label free assay that measures changes in cell
impedance in response to stimulation. In CHO cells stably
expressing Dy receptors, increasing cocaine concentrations (10 nM
to 100 uM) did not give any G protein-mediated signaling, neither
Giso, Gs or G (Fig. 4a) as compared to known control receptors
(Fig. S3). The signaling obtained upon Dy receptor activation with
the agonist quinpirole (0.1 nM to 1 uM) showed a G; profile
(increases in impedance) that was completely blocked when cells
were treated with the G; specific pertussis toxin (PTx) (Fig. 4b). We
observed a small but significant decrease in the G; activation
induced by quinpirole when cells where pre-treated for 1 h with
30 UM cocaine (Fig. 4c). These results indicate that cocaine by
itself is not able to induce a G protein-mediated signaling but can
partially inhibit the ability of Dy receptors to signal through G;. A
downstream consequence of G; mediated signaling is the ability to
decrease cAMP signaling. In addition to the label free experiments
above we determined the levels of cAMP in CHO cells stably
expressing Do receptors using forskolin and then measured
whether cocaine was able to decrease the forskolin-induced cAMP
formation. We found cocaine alone could not decrease the levels of
cAMP after treatment with forskolin compared to the Dy agonist
quinpirole (Fig. 4d). However, cocaine significantly dampened the
quinpirole-induced decreases of forskolin-mediated increases in
cAMP levels (Fig. 4d). This effect was blocked when cells were
transfected with siRNA against the o©; receptor (IFig. 4d),
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demonstrating that cocaine’s ability to counteract the action of
quinpirole was mediated by o) receptors. Similar results were
obtained when instead of cocaine the &, receptor agonist PRE084
was used (Fig. S4) reinforcing the concept that o receptor ligands
induce a significant decrease in the ability of Dy receptors to signal
through G;.

Apart from G protein-mediated signaling, many GPCRs are
able to signal in a G protein-independent way [33-37]. ERK 1/2
phosphorylation is one of the MAPK pathways that has been
described to be activated in a G protein-independent and arrestin-
dependent mechanism [36]. Several reports have highlighted the
importance of ERK 1/2 activation in Dy receptors containing
neurons for the effects of cocaine [38-41]. We sought to
understand how cocaine might influence &,-Dy receptor hetero-
mer-mediated ERK 1/2 signaling. Varying concentrations of
cocaine and varying the time of treatment did not lead to any
significant change in ERK 1/2 phosphorylation in response to
cocaine in cells not expressing Dy receptors (Fig. S5). Importantly,
cocaine per se dose-dependently (Fig. S6a) and time-dependently
(Fig. S6b) activated ERK 1/2 phosphorylation in cells expressing
Dy receptors. This effect was mediated by & receptors since it was
strongly diminished in cells transfected with the ©; receptors
siRNA (Figs. S6a and S6b). The Dy receptor agonist quinpirole
was also dose-dependently (Fig. S6c¢) and time-dependently (Fig.
S6d) able to activate ERK 1/2 phosphorylation but, as expected,
this effect was not mediated by o) receptors since it was not
diminished in cells transfected with the o receptors siRNA (Figs.
S6¢ and S6d). These results point out that ¢; or Dy receptor
activation in the ©-Dy receptor heteromer induces ERK 1/2
phosphorylation. Thus, cocaine, like quinpirole, can act as an
agonist at the MAPK activation level for the heteromer.

A property of some receptor heteromers is the ability of the
antagonist of one receptor to block the function of the agonist of
the partner receptor, a property defined as cross-antagonism
[22,42]. In cells expressing Dy receptors we looked for cross-
antagonism among ©;-Dy receptor heteromers. Indeed we found
the cocaine-induced ERK 1/2 phosphorylation was counteracted
not only by the &, receptor antagonist PD144418 (1 uM) but also
by the Dy receptor antagonist raclopride (10 uM) (Fig. 5a).
Analogously, the Dy receptor agonist quinpirole-induced ERK 1/
2 phosphorylation was blocked by raclopride but also by
PD144418 (Fig. 5b). These data suggest that antagonist binding
leads to structural changes within the receptor heteromer that
block signaling through the partner receptor. By definition an
antagonist cannot signal on its own, therefore this cross-
antagonism can only derive from the direct protein-protein
interactions established between the receptors in the &;-Dy
receptor heteromer. This hypothesis is further supported by the
fact that silencing cells of the o, receptor led to a complete loss in
this cross-antagonism. That is, the effect of PD144418 on
quinpirole-induced ERK1/2 phosphorylation was not observed
when cells were transfected with the siRNA for o, receptors
(Fig. 5b).

As mentioned above cocaine can inhibit DAT and increase the
dopamine concentration in the striatum; so, in the presence of
cocaine both receptors in the 6;-Dy receptor heteromer could be
activated. Therefore we asked, what happens to ERK 1/2
phosphorylation after co-activation of both receptors? Surprising-
ly, a negative cross-talk was detected. When cells expressing Do
receptors were treated with both 1 uM quinpirole and 30 uM
cocaine there was a decrease in ERK 1/2 phosphorylation
compared to quinpirole alone (Fig. 5c). This difference was not
seen if the cells were depleted of 6, receptors via siRNA (Fig. 5c).
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Figure 3. Effect of ¢, receptor ligands on ¢,-D, receptor heteromer. BRET was measured in HEK-293T cells cotransfected with: (a) D,—Rluc
cDNA (0.4 ng) and increasing amounts of o;-YFP receptor cDNA (0.1 to 1 pug), (b) o;-Rluc cDNA (0.2 pg) and increasing amounts of 5,-YFP receptor
cDNA (0.1 to 1 ug), (c) Dy-Rluc cDNA (0.4 ug) and increasing amounts of D,-YFP receptor cDNA (0.2 to 2 ug) or (d) siRNA corresponding to o
receptor (see Methods), D,—-Rluc cDNA (0.4 pg) and increasing amounts of D,-YFP receptor cDNA (0.2 to 2 pug), not treated (black), treated for 30 min
with 30 UM cocaine (red), treated for 10 min with 100 nM PRE084 (blue) or 1 UM PD144418 (green) or treated for 30 min with 30 uM cocaine and
1 UM PD144418 (orange). The relative amount of BRET acceptor is given as the ratio between the fluorescence of the acceptor minus the
fluorescence detected in cells only expressing the donor, and the luciferase activity of the donor (YFP/RIuc). BRET data are expressed as means * SD

of four to six different experiments grouped as a function of the amount of BRET acceptor.

doi:10.1371/journal.pone.0061245.g003

c1-D, Receptor Heteromers are Found in the Brain
Striatum

The BRET experiments and the signaling experiments are all
suggestive of functional complexes that can lead to changes in Dy
receptor function. However, all of these experiments were
performed in transfected cells. To establish whether these
complexes and their functional implications can be seen in tissue
we obtained striatum from wild type (WT) and & knockout (KO)
mice. The striatum express Dy receptor containing neurons of the
indirect motor pathway and is one of the key areas of the brain
where cocaine imposes its effects. First we examined whether -
Dy receptor heteromers could be detected in native tissue. We
performed Western blot experiments and found the expression of
both receptors in the striatum of WT mice and the expression of
Dy receptors but not o, receptors in the striatum of KO mice
(Fig. 6a). Next we performed co-immunoprecipitation experiments
and found the antibody against Dy receptor could indeed co-
precipitate Dy receptors and o, receptor (Fig. 6a) in WT' mice
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striatum treated or not with 150 UM cocaine. This co-pre-
cipitation was not observed when tissue from o, receptor KO
animals was used (Fig. 6a). Although supportive of the BRET
experiments above and highly suggestive of heteromers in
striatum, we wanted to ensure that these complexes were not an
artifact of the detergent solubilization. To test this we used the
recently developed proximity ligation assay on slices of striatum
from both WT and o; KO mice [42]. Using immunohistochem-
istry, we first checked the expression of o) receptors in WT
animals but not in KO animals (Fig. S7) and the expression of Dy
receptors in both WT and KO animals (Fig. S8). Next we
performed the proximity ligation assay on striatal slices from WT
animals. The slices were treated or not with 150 UM cocaine