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RESUM

Els receptors acoblats a proteina G o GPCR conformen la major superfamilia de
proteines de membrana cel-lular en organismes eucariotes. De fet, en humans s'han
descrit més de 800 tipus de GPCR diferents que suposen al voltant d'un 5% del total del
genoma huma. En l'actualitat, ostenten una gran rellevancia terapeutica, ja que més del
30% dels farmacs aprovats per la FDA (Food and Drug Administration) tenen com a diana
terapeutica un d'aquests receptors. Per aquest motiu, els GPCR presenten un gran
potencial per a la recerca biomedica. A més, aquests receptors sdn capacos
d'interaccionar especificament entre ells, originant noves unitats funcionals amb
propietats diferents a les que presenten els receptors individualment. En aquest sentit,
el procés d'heteromeritzacié entre GPCR és una estrategia puntera pel descobriment de
noves dianes terapeutiques per tal de fer front a diverses patologies altament esteses
en la nostra societat tals com les malalties neurodegeneratives o |'obesitat.

L'objectiu principal d'aquesta Tesi Doctoral ha estat estudiar la possible interaccid
molecular entre diversos receptors acoblats a proteina G. En primer lloc, s'ha estudiat
la interaccié dels receptors cannabinoides CB1 i CB, amb el receptor de grelina GHS-R1a,
per tal d'explicar un dels mecanismes d'accié a través del qual els cannabinoides sén
capacos de modular processos fisiologics com la sensacié de gana i el control del pes
corporal. També s'ha valorat |'expressié dels heteromers CB1R-GHS-R1a i CB,R-GHS-R1a
en ratolins alimentats amb una dieta hipercalorica com a model animal d'obesitat. Els
resultats d'aquesta Tesi Doctoral ens demostren que els receptors cannabinoides CB; i
CB; sén capacos d'interaccionar amb el receptor de grelina GHS-R1a i, en ambdds
contextos heteromeérics, trobem un bloqueig de la senyalitzacié Gi cannabinoide. A més,
s'ha demostrat una sobreexpressid dels heteromers CB1R-GHS-R1a i CB,R-GHS-R1a en
episodis d'obesitat. A més, s'ha caracteritzat I'agonisme esbiaixat de diverses formes
acides i variniques dels fitocannabinoides CBD, CBG i A°-THC al interaccionar amb els
receptors CB1, CB; i amb I'heteromer CB1R-CB3R.

El segon gran objectiu d'aquesta Tesi Doctoral ha consistit en valorar la possible
interaccio entre els receptors d'adenosina Aza i As i determinar la seva implicacio en
malalties neurodegeneratives, emprant ratolins APPswina com a model animal
d'Alzheimer i ratolins tractats amb cuprizona com a model animal d'Esclerosi Multiple.
La funcionalitat caracteristica dels nous heteromers descrits en aquest estudi s'ha
determinat mitjancant |'analisi de diverses vies de senyalitzacié com sén |'acumulacié
d'AMPc intracel-lular, la mobilitzacié del Ca?*, la fosforilacid de les MAPK, el reclutament
de R-arrestines i la redistribucié dinamica de masses. El segon gran bloc de resultats
d'aquesta Tesi Doctoral demostra que els receptors d'adenosina Aza i As sén capacos
d'interaccionar formant una nova unitat funcional que resulta en un bloqueig de la
senyalitzacié G; del receptor As. Paral-lelament, s'ha determinat una sobreexpressio dels
heteromers A2aR-AsR en malalties neurodegeneratives tals com I'Alzheimer i I'Esclerosi
Mudltiple. Per tant, els heteromers A,aR-AsR es postulen com a grans dianes
terapeutiques per combatre aquest tipus de patologies fent Us, per exemple,
d'antagonistes del receptor A;a que bloquegin el caracter pro-inflamatori d'aquest
receptor mentre potencien el caracter anti-inflamatori del receptor As.



ABSTRACT

G protein coupled receptors or GPCRs are the largest superfamily of cell membrane
proteins in eukaryotic organisms. In fact, more than 800 different types of GPCRs have
been described in humans, accounting for about 5% of the total human genome.
Currently, they are considered of great therapeutic relevance because more than 30% of
FDA-approved drugs have one of these receptors as a therapeutic target. For this reason,
GPCRs have great potential in biomedical research. Moreover, these receptors can
specifically interact with each other, giving rise to new functional units with different
properties from those of the individual receptors. Therefore, the process of
heteromerization between GPCRs is a novel strategy for the discovery of new therapeutic
targets to combat different pathologies that are highly prevalent in our society, such as
neurodegenerative diseases and obesity.

The main objective of this PhD Thesis has been to study the possible molecular
interactions between different types of G protein coupled receptors. Firstly, the possible
interaction of the cannabinoid receptors CB: and CB; with the ghrelin receptor GHS-R1a
has been analyzed in order to explain one of the mechanisms of action through which
cannabinoids are able to modulate physiological processes such as the food intake and
the control of body weight. In addition, the expression of CBiR-GHS-R1a and CB;R-GHS-
R1a heteromers has been assessed in mice fed with a high-fat diet as an animal model
of obesity. The results of this PhD Thesis demonstrate that the cannabinoid receptors CB1
and CB; are able to interact with the ghrelin receptor GHS-R1a and, in both heteromeric
contexts, the interaction results in a blockade of Gi cannabinoid signaling. Furthermore,
overexpression of CB;R-GHS-R1a and CB;R-GHS-R1a heteromers has been demonstrated
in episodes of obesity. Moreover, the biased agonism of different acidic and varinic forms
of the phytocannabinoids CBD, CBG and A°-THC has been characterized when interacting
with CB1R, CB2R and the CB;R-CB3R heteromer.

Next, the second major objective of this PhD Thesis has been to assess the possible
interaction between adenosine Aza and As receptors and to determine their physiological
role in neurodegenerative diseases, using APPswind mice as an animal model of
Alzheimer's disease and cuprizone treated mice as an animal model of Multiple Sclerosis.
The characteristic functionality of the new heteromers described in this study has been
determined by analyzing several signaling pathways such as intracellular cAMP
accumulation, Ca’** mobilization, ERK1/2 phosphorylation, f3-arrestin recruitment and
dynamic mass redistribution. Finally, the second major block of results of this PhD Thesis
demonstrates that the A;a and Az adenosine receptors are able to interact forming a new
functional unit that results in a blockade of the G; signaling of the As receptor. In parallel,
overexpression of AzaR-AsR heteromers has been found in animal models of
neurodegenerative diseases such as Alzheimer's disease and Multiple Sclerosis.
Therefore, A2aR-A3R heteromers are postulated as novel therapeutic targets to combat
this type of pathologies, using A.a receptor antagonists in order to block the pro-
inflammatory character of this receptor while potentiating the anti-inflammatory
character of the As receptor.



Siguis on siguis, tot aixo és per tu.
Espero que estiguis molt orgullosa del teu fill.
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1. Introduccio

1.1. Els receptors acoblats a proteina G
1.1.1. Caracteristiques generals

Els receptors acoblats a proteina G (GPCR), també anomenats com receptors de set
dominis transmembrana (7TM), constitueixen el major i més versatil grup de receptors
de superficie cel-lular implicats en la transduccié de senyal'. Al voltant del 2% del
genoma huma codifica per aquests GPCR?*3 donant lloc a més de 1000 proteines de les
quals més del 90% s'expressen a nivell del Sistema Nerviés Central (SNC)* conformant
aixi la major superfamilia de proteines de I'organisme®. Tal i com el seu nom indica, quan
els GPCR soén activats mitjancant un lligand especific, produeixen la transduccié del
senyal acoblant proteina G. Els GPCR poden trobar-se expressats en practicament
qualsevol organisme eucariota, inclosos insectes® i plantes’, indicant que es tracta de
proteines d'origen ancestral. De fet, inclUs en bacteris ha estat identificada una proteina
amb set dominis transmembrana sensible a la llum que s'anomena rodopsina
bacteriana. No obstant, no esta clar que aquesta proteina comparteixi un origen comu
amb els GPCR eucariotes, ja que no s’acobla a proteina Giles seves seqliéncies manquen
d'homologia®.

Els GPCR sén activats per una gran varietat de lligands, tant endogens com exogens,
entre els quals s'inclouen hormones, péptids, aminoacids, lipids, nucleotids, ions i fotons
de llum. Quan aquests receptors uneixen el lligand, inicien la transduccié de senyal a
través d'un gran nombre d'efectors com sén |'adenilat ciclasa, les fosfolipases o els
canals ionics, entre d'altres, encarregant-se aixi ,de moltes funcions en el SNCi periféric,
on regulen processos biologics com la proliferacié, la supervivéncia cel-lular, el
metabolisme, la diferenciacio cel-lular, les respostes inflamatories i immunologiques o
la neurotransmissié®!. A més, sén moltes les patologies presents en I'organisme huma
que es troben associades a mutacions i polimorfismes d'aquests receptors, i és per aixo
que els GPCR soén diana d'un nombre cada vegada més elevat d'agents terapeéutics.
Aproximadament, s'estima que un 40% dels farmacs comercialitzats actualment i al
voltant d'un 25% dels 200 farmacs més venuts avui en dia modulen l'activitat dels GPCR
actuant com agonistes o antagonistes'.

1.1.2. Estructura dels GPCR

Per tal que una proteina sigui classificada com a GPCR cal que compleixi dues
caracteristiques. En primer lloc, aquesta proteina ha d'estar constituida per una Unica
cadena proteica que sigui capac¢ de creuar set vegades la membrana plasmatica. Per
tant, haura de presentar una estructura que contingui set seqliencies de 25-35 residus
aminoacidics amb un alt grau d'hidrofobicitat, constituint 7 hélixs-a que travessen la
membrana cel-lular. Aquestes helixs es troben connectades per tres loops intracel-lulars,
qguedant un domini ami terminal (N-terminal) orientat cap a l'espai extracel-lular i un
domini carboxil terminal (C-terminal) orientat cap a |'espai intracel-lular, formant-se aixi
una Unica unitat que permet que un lligand extracel-lular exerceixi el seu efecte especific
dins la cel-lula. La segona caracteristica que ha de complir una proteina per ser
considerada com un GPCR és la capacitat d'acoblar proteina G, de la qual es parlara
detalladament més endavant?!2.
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1. Introduccio

La primera estructura cristal-lina d'un GPCR va ser descrita |I'any 2000, concretament, es
va determinar |'estructura cristal-lina del receptor de rodopsina bovi*3. Un any més tard,
es va publicar I'estructura cristal-lina d'aquest receptor de rodopsina acoblat a la
proteina G, fet que va permetre una millor interpretacio dels canvis estructurals que
poden patir els GPCR al acoblar-se a la proteina G heterotrimérica'**. Actualment, han
estat descrites més de 100 estructures tridimensionals de GPCR; un nombre que no
deixa de créixer gracies a |'avenc tecnologic dels dltims anys'®’. La caracteritzacio de
I'estructura d’un GPCR permet el disseny de nous agonistes i antagonistes per aquest
receptor!®, Aquestes noves perspectives referents al coneixement estructural dels GPCR
han obert un gran ventall de possibilitats en la recerca de nous agents terapéutics®.

1.1.3. Classificacio dels GPCR

Encara que els receptors acoblats a proteina G no comparteixen una gran homologia en
la seva seqliencia d'aminoacids, es poden classificar segons diferents sistemes i
caracteristiques. El sistema de Kolakowski és el més utilitzat actualment i es basa en Ia
classificacid dels GPCR segons la seva estructura i caracteristiques genétiques en 6
families (A-F).

La familia A, també coneguda com rhodopsin-like, conté el 90% de tots els GPCRi és la
més estudiada. L'homologia entre aquest tipus de receptors és molt baixa, es troba
limitada a un unic residu conservat que correspon a l'arginina del motiu Asp-Arg-Tyr
(DRY) del tercer domini transmembrana®®ia la formacié d’un pont disulfur que connecta
el primer i el segon loop extracel-lulars. A més, molts receptors d'aquesta familia tenen
una cisteina palmitolada en I'extrem C-terminal que serveix d'ancoratge a la membrana
plasmatica. En aquesta familia de GPCR, la unid del lligand es produeix majoritariament
en una cavitat formada pels dominis transmembrana, encara que en alguns GPCR el
reconeixement es produeix en els loops extracel-lulars i el domini N-terminal, com és el
cas de la unid de petits péptids*.

La familia B inclou un grup d’aproximadament uns 50 GPCR diferents, que uneixen una
varietat d'hormones peptidiques i neuropéptids. Aquesta familia es caracteritza per
tenir un extrem N-terminal llarg (d'uns 100 residus) que conté diverses cisteines formant
una xarxa de ponts disulfur?®. Aquests receptors presenten una morfologia similar a la
familia A, pero no es troben palmitolats i els residus conservats sén diferents. D'altra
banda, la familia C es caracteritza per tenir els extrems N i C terminals forca llargs (d'uns
500-600 aminoacids) i una caracteristica Unica d'aquests receptors és que contenen un
tercer loop intracel-lular curt i altament conservat??. L'estructura del lloc d'unié del
lligand ha estat deduida mitjancant estudis de cristal-lografia de |'extrem N-terminal del
receptor metabotropic de glutamat solubilitzat. Excepte per les dues cisteines
conservades en els loops extracel-lulars 1i 2, que formen un pont disulfur implicat en la
unio a lligand, aquesta familia no té cap caracteristica en comu amb les families A i B.
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Les families D i E sdn les més petites en nombre de receptors i estan formades per
receptors de feromones de llevat. Finalment, quatre receptors del segon missatger AMP
ciclic constitueixen la familia F, que és la més petita pero Unica, ja que no presenta cap
caracteristica comuna amb les altres families de receptors’.

El sistema de classificacid de Kolakowski és el que es troba més ampliament acceptat,
pero el fet d'haver-se realitzat un estudi filogenetic de tota la superfamilia de GPCR en
el genoma de mamifers, ha donat lloc a una nova classificacié més precisa. Aquesta nova
classificacio divideix els GPCR humans en cinc families principals: Glutamate, Rhodopsin,
Adhesion, Frizzled/Tasted2 i Secretin. Aquesta nova classificacio rep el nom de GRAFS
degut a les inicials dels diversos grups que la conformen. Els grups Rhodopsin, Secretin i
Glutamate es corresponen amb la classificacid A-F ja que es tracta de les families A, B i
C respectivament, mentre que els altres dos grups (Adhesion i Frizzled/Tasted2) no
mantenen cap relacid amb la classificacié A-F. Els autors d'aquesta nova classificacié
defensen la teoria de que els receptors acoblats a proteina G van sorgir a partir d'un
antecessor comu, el qual va anar evolucionant mitjancant duplicacions géniques, des de
la major simplicitat que presentava en els seus origens fins a I’enorme complexitat que
ens mostra aquesta superfamilia de GPCR en I'actualitat. La gran diversitat que conté
aquesta superfamilia de proteines de membrana ens demostra la gran complexitat
fisiologica que tenen en els organismes vius?3.

1.1.4. Vies de senyalitzacio dels GPCR

Els receptors acoblats a proteina G deuen el seu nom a I'habilitat que tenen per reclutar,
interaccionar i regular la funcid de la proteina G. Aquesta proteina G és heterotrimeérica
i, per tant, esta constituida per les subunitats a (39-46 kDa), 8 (37 kDa) i y (8 kDa). Quan
es produeix la unid del lligand al receptor, s’evidencien canvis conformacionals que es
transmeten des del receptor fins la proteina G. Es en aquest moment quan el receptor
actua com un guanine nucleotide exchange factor (GEF), provocant que la subunitat a
de la proteina G alliberi GDP i uneixi GTP?*. Per tant, és aquest intercanvi de GDP per
GTP el que desestabilitza el trimer, provocant un canvi estructural entre la subunitat a i
el dimer B/y. Seguidament, tant la subunitat o com el dimer B/y actuaran com a
molecules capaces d'interactuar i modular, activant o inhibint, una amplia varietat de
segons missatgers. La transduccio del senyal acaba quan I'activitat intrinseca GTPasa de
la subunitat a de la proteina G hidrolitza el GTP a GDP i fosfat®>. D'altra banda, la
senyalitzacid mediada pel dimer R/y finalitza amb la reestructuracié de la proteina G
quan el receptor ha produit el seu efecte?*.

Existeixen quatre tipus de subunitats a en mamifers, que es caracteritzen per la seva
estructura primaria i per la cascada de senyalitzaciéd que activen®®. En el cas de les
subunitats as o a;, la proteina efectora és I'adenilat ciclasa (AC). No obstant, ambdues
subunitats presenten senyalitzacions antagoniques ja que la subunitat as estimula
I'adenilat ciclasa mentre que la subunitat a; la inhibeix. L'adenilat ciclasa és un enzim
que catalitza la conversié d'ATP a AMPc (un important segon missatger cel-lular) i aquest
AMPc actuara activant la proteina quinasa A (PKA), que s'encarrega de fosforilar diverses
proteines, entre elles receptors, canals ionics, enzims o factors de transcripcid, regulant
aixi la seva activitat i, conseqiientment, el funcionament de la cél-lula.
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D'altra banda, la subunitat aq/11 activa la fosfolipasa CR (PLCR), enzim que hidrolitza
fosfatidil inositol bifosfat (IP2) generant fosfatidil inositol trifosfat (IP3) i diacilglicerol
(DAG), compostos capacos d'augmentar els nivells de calci intracel-lulars. Per ultim, Ia
subunitat ai2/13 s'encarrega de regular les proteines Rho en ser activada (Figura 1)%’.

Moltes de les respostes mediades pels GPCR no consisteixen Unicament en |'estimulacio
de segons missatgers convencionals, siné que son el resultat de la integracié de diverses
vies de senyalitzacié. Un clar exemple és la via de les MAPK. L'activacio de la ruta de les
MAPK a través d’un GPCR depén principalment del dimer R/y de la proteina G%.
Concretament, I'activacid de les MAPK es realitza per la via Ras, Raf, MEK i ERK. El procés
és iniciat per I'activacio de les subunitats B/y, donant lloc al reclutament de Sos cap a la
membrana, activant aixi, l'intercanvi de GDP per GTP en la proteina Ras. Aquesta
proteina Ras acabara la cascada de senyalitzacié fosforilant les ERK1/2°. Concretament,
I'activacié de les ERK1/2 requereix de la fosforilacié de dos residus treonina i serina
separats per un sol aminoacid. Aquesta activacid/fosforilacié de les ERK1/2 fa que
puguin passar del citoplasma al nucli per tal de fosforilar i activar altres quinases i
diversos factors de transcripcid, activant I’expressio génica®®

Lligands:
- Aminoacids

- Amines
. / -E’(‘aptidsiprote'l‘nes
ols -Lipids
o - Nucleotids i nucleosids
- lons
- Altres: fotons, odorants...

GPCR

Proteina G

Respostes biologiques:

‘// \ \ Regulacié metabolica, diferenciacio,

neurotransmissié, mort cel-lular i

regulacié immunologica
““ Actlvacm
- via MAPK

. Senyalltzacm
Adenilat Fosfolipasa Rho
ciclasa ( c ' (GTPasesJ intracel-lular / Regulacié de

/ I'expressio génica

Figura 1: Senyalitzacié intracel-lular de les proteines Ga més importants.
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Cal destacar que la senyalitzacié dels GPCR és realment complexa, ja que també poden
realitzar un efecte sense acoblar proteina G. Un exemple de via independent a proteina
G podria ser el reclutament de R-arrestines, ja que, al llarg de les dues ultimes décades,
s'ha demostrat I'habilitat de les R-arrestines per realitzar transduccié de senyal de
manera independent a la proteina G3°. A més, s'ha descrit que aquestes RB-arrestines
poden actuar com a proteines scaffolding de diversos components de la via de
senyalitzacié de les ERKs, aproximant-los i facilitant aixi I'activacié d'aquesta via'. El
reclutament de B-arrestines és un dels principals mecanismes per dessensibilitzar els
GPCR un cop han produit la seva accid, internalitzant-los i reduint aixi la disponibilitat
del receptor en la membrana plasmatica i la seva capacitat d'unir Iligand i transduir
senyals32. D’aquesta manera, la cél-lula es protegeix davant d'estimuls exagerats.

1.1.5. Activacio dels GPCR

Existeixen una gran varietat de compostos capacos d'unir-se als GPCR. Aquests
compostos es podran unir al receptor en el seu centre ortosteéric o principal i/o en el seu
centre al-lostéric o modulador®3. Els compostos capacos d'unir-se al centre ortostéric
activant el GPCR s'anomenen agonistes mentre que els lligands que bloquegen el
receptor s'anomenen antagonistes. Els agonistes poden ser totals o parcials, segons la
seva eficacia al promoure una resposta bioquimica en el receptor. En el centre ortostéric
també s’uneixen els agonistes inversos, que sén capacos d'activar el receptor d'una
manera antagonica a com ho farien els agonistes totals o parcials i també inhibeixen la
resposta basal que presenta el receptor en abséncia de lligand. D'altra banda, els
compostos que s'uneixen al centre al-losteric del receptor actuaran com a moduladors.
Poden ser positius o negatius, augmentant o disminuint, respectivament, |'efecte d'un
agonista sobre el propi receptor. També s'han descrit compostos capagos d'unir-se al
centre al-lostéric perd incapagos de modificar la senyalitzacié del receptor, compostos
qgue reben el nom de moduladors al-lostérics neutres que presenten la funcié
estabilitzadora d'evitar que s’uneixin altres moduladors al-lostérics3*. Es important tenir
en compte que en l'actualitat encara existeixen GPCR pels quals encara no s'ha
identificat el seu lligand endogen. Aquests receptors s'anomenen receptors orfes.

El concepte de selectivitat funcional o agonisme esbiaixat (biased agonism) fou introduit
inicialment per Kenakin I'any 2009%, perd no s'ha analitzat profundament fins fa pocs
anys. Aquest fenomen es basa en com un lligand activa una senyalitzacid especifica en
un GPCR per sobre de qualsevol altre. Per tant, el lligand que desencadena aquesta
resposta especifica, estabilitza una de les conformacions del receptor de les diverses
que pot induir un lligand3®. La bibliografia descriu la selectivitat funcional a diversos
nivells; per un costat, es pot considerar I'agonisme esbiaixat d’un lligand a nivell de la
senyalitzacié depenent o independent de proteina G, afavorint una via de senyalitzacié
per sobre d’altres3’28 perd també existeix selectivitat funcional en quant a I'acoblament
dels GPCR a diferents proteines G heterotrimeriques, ja que alguns receptors sén
capacos d'acoblar-se a més d'un tipus de subunitat o®°.
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L’agonisme esbiaixat és un fenomen que té una gran rellevancia i s'utilitza actualment
en el disseny de nous farmacs o inclus en la millora de I'eficacia i la reduccié d'efectes
adversos en farmacs ja existents, activant o inhibint especificament la via de
senyalitzacid terapéutica o causant de la malaltia (Figura 2)%°. En aquest sentit, un lligand
amb selectivitat funcional pot esdevenir més interessant que un altre que activi o
bloquegi de manera equilibrada totes les vies de senyalitzacid mediades pel receptor
diana*.

Lligand B: Lligand C:
Lligand A:
Lligand sesgat amb Lligand sesgat amb
Lligand balancejat senyalitzaci6 preferencial senyalitzacié preferencial
per proteina G per R-arrestines

—

- =2

Gy

[ Efectes terapéuticsj[ Efectes indesitjats J (Efectes terapéutich Efectes indesitjats

Figura 2: Selectivitat funcional dels GPCR.

.

Actualment, existeixen diferents metodes per a la quantificacié de I'agonisme esbiaixat
d'un lligand especific sobre un receptor determinat, pero el més conegut i acceptat és
el bias factor®®. Per al seu calcul necessitem dos valors: el valor d'efecte maxim (r) i la Ka
qgue s'obté aplicant I'antilogaritme de la concentracid mitjana efectiva (ECso) 0 de la
concentracié mitjana inhibitoria (ICso), depenent de si el lligand d'interés actua activant
o bloquejant la via de senyalitzacié estudiada. Es important escollir un lligand i una via
de senyalitzacié de referéncia que habitualment seran el lligand endogen i la via de
senyalitzacioé principal del receptor d'interes. Tenint en compte tota aquesta informacio,
el bias factor es calcula aplicant la seglient féormula matematica, on j1 és la via de
senyalitzacid d'estudi i j> és la via de senyalitzacié de referéncia®?.

log bias = AIog(r/KA)L - AIog(r/KA)j2
bias = 1011
Un bias factor superior a 1 ens indica que el lligand d'estudi té una major preferéncia a
senyalitzar per una determinada via que el lligand de referéncia. Pel contrari, un valor

inferior a 1 ens indicara el contrari.
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En definitiva, el concepte de selectivitat funcional i la seva quantificacié es presenten
com a grans eines a considerar per a la caracteritzacié de lligands nous o ja existents,
amb la finalitat d’avaluar de manera precisa la resposta que desencadenen sobre un
receptor en concret.

1.2. Oligomeritzacié de GPCR
1.2.1. Interaccié entre GPCR

Tradicionalment, els mecanismes d'unié a lligand i transduccié de senyal induits pels
receptors acoblats a proteina G consideraven aquests receptors com a unitats
monomeriques o proteines independents. No obstant, a mitjans dels anys 90, diversos
estudis van demostrar que aquests receptors no actuen de manera independent, siné
que eren capacos d'interaccionar entre ells, adquirint aixi noves propietats funcionals i
diferents mecanismes de regulacié. En aquell moment, hi havia certes evidéncies
farmacologiques, com per exemple, corbes complexes d'unidé a lligand, que només
podien ser interpretades amb la formacié de complexes dimeérics o multimeérics entre
diferents GPCR*3, Van ser Maggio i els seus col-laboradors els que, mitjancant assajos de
complementacid i co-immunoprecipitacid, van determinar la formacié d'heterodimers
entre els receptors a2-adrenérgics i els M3 muscarinics**.

El fenomen d’oligomeritzacié entre GPCR engloba tant la homodimeritzacio, que s'entén
com l'associacio fisica entre dos receptors identics, com la heterodimeritzacio, en la que
es produeix I’associacié entre dos receptors amb propietats diferents. A més, aquesta
associacioé es pot produir entre monomers, formant dimers de receptors, perd també es
pot produir entre dimers o estructures d’ordre superior, formant tetramers o oligdmers
(Figura 3). En un inici, les técniques de deteccié d'oligomers eren limitades i només es
parlava de la formacié de dimers. Perd, actualment, gracies als avengos experimentals,
és possible determinar I’estructura de complexos oligomerics de manera més precisa,
demostrant aixi la formacio de trimers, tetramers o complexes d’ordre superior®=*,

L'oligomeritzaci6 de GPCR és un fenomen que produeix un seguit de canvis
conformacionals en els receptors afectant diversos aspectes funcionals tals com la
ontogénia, la transduccio de senyal, la farmacologia, la internalitzacid o, inclus, la unié
de lligand*®*°. Es més, s’ha descrit que aquests GPCR poden constituir un nivell superior
d'organitzacio en el que els homo- o heterodimers interaccionin entre si donant lloc ala
formacié de complexos supramoleculars constituits per oligbmers de receptors que
poden acoblar més d'una proteina G>%°2,

L'oligomeritzacié de GPCR ha fet apareixer una seria problematica a nivell farmacologic,
ja que la majoria de farmacs que tenen com a diana un GPCR, han estat dissenyats
partint de la base que aquests receptors actuen de manera individual. Vist des d’una
nova perspectiva, el fet que aquests receptors formin complexos oligomérics ha afegit
una nova dimensio en el disseny de nous farmacs i, a la vegada, ha fet replantejar-se
seriosament la validesa d'alguns d'ells>2.
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Figura 3: Oligomeritzacié de GPCR.
1.2.2. Tecniques experimentals de deteccio d'oligomers de GPCR

La deteccid i demostracié de la formacid d’oligomers de GPCR sempre ha estat lligada a
I’evolucié i perfeccionament de nombroses técniques experimentals, entre les quals
s'inclouen:

- La Co-immunoprecipitacid: va ser la tecnica més utilitzada inicialment, amb ella es van
determinar complexos oligomeérics com la formacié d'homodimers entre els receptors
R2-adrenérgics®®, &-opioides®®, receptors metabotropics mGlusR®> i receptors de
serotonina 5-HTc°®, entre d'altres. Es tracta d'una técnica que ha tingut un paper molt
important en la deteccié d'interaccions proteina-proteina, perd que actualment ha
perdut un pes important, degut a un gran inconvenient: la formacié de dimers
artefactuals al utilitzar detergents per solubilitzar aquestes proteines, ja que son
majoritariament de naturalesa hidrofobica.

- Transferéncia d'Energia Ressonant per Bioluminiscencia (BRET): aquesta técnica
demostra la interaccid entre dues proteines mitjancant I’Us de proteines de fusio. La
tecnica requereix d’un receptor fusionat a la proteina luminescent Renilla luciferase, que
actuara com a donadora, i l'altre receptor fusionat a la proteina fluorescent verda (GFP)
o groga (YFP), que actuaran com acceptores. D'aquesta manera, si els dos receptors
d'estudi es troben interaccionant (distancia entre ells inferior a 10 nm), al tractar les
cel-lules vives amb el substrat de la Renilla luciferase, la coelenterazine H, I’enzim
catalitzara I'oxidacio d’aquest compost emetent bioluminescéncia que es transferira de
la proteina donadora a l'acceptora, i aquesta ultima emetra a una longitud d'ona
coneguda, demostrant-se aixi la interaccié fisica entre ambdds receptors (Figura 4)°’.

- Transferencia d'Energia Ressonant per Fluorescencia (FRET): es tracta d'una técnica
amb les mateixes bases moleculars que el BRET perd en aquest cas no es fa servir la
Renilla luciferase com a proteina donadora sind que es fa servir una altra proteina
fluorescent, de manera que si els dos receptors es troben interaccionant, els espectres
d'emissio de les proteines fluorescents donadora i accceptora es solaparan i s'obtindran
dos pics d'emissié®®.
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- Transferéencia d'Energia Ressonant Seqliencial (SRET): aquesta técnica permet la
deteccid d'heteromers formats per tres proteines, en cel-lules vives, mitjangant la
combinacio de les tecniques de BRET i FRET. El primer receptor d'estudi es troba fusionat
ala Renilla luciferase i, al produir-se I'oxidacio del substrat coelentarizine H, actuara com
a proteina donadora excitant el fluorocrom al que esta fusionat el segon receptor
d'estudi que, en excitar-se, emetra a una longitud d'ona capac¢ d'excitar el fluorocrom al
que esta fusionat el tercer receptor d'estudi. Els fluorocroms als quals estan fusionats el
segon i tercer receptor d'estudi son, majoritariament, les proteines fluorescents verda
(GFP) i groga (YFP)*>°.

- Assaig de Lligacidé per Proximitat (PLA): aquesta técnica és I'Unica que ens permet
detectar interaccions fisiques entre receptors en cultius primaris i teixit, sense
necessitat de transfeccid. Consisteix en marcar els receptors d'interes mitjangant
anticossos primaris especifics que seran reconeguts per anticossos secundaris conjugats
a dues sondes d'oligonucleotids complementaries a una tercera sonda d'ADN circular
que es subministra amb el kit comercial. Si ambdds receptors es troben interaccionant
(distancia inferior a 30 nm), després d'una incubacié amb una lligasa i una polimerasa,
les dues sondes d'oligonucleotids seran capaces d'hibridar i amplificar-se, essent
detectades facilment al microscopi confocal com a clusters de coloracié vermella sobre
nuclis blaus tenyits amb Hoechst (Figura 4)%°.

- Complementacioé Bimolecular (BiFC): aquesta técnica es basa en la fusié dels receptors
d'interés a dues meitats (hemiproteines) no fluorescents de la proteina YFP (nYFP i
cYFP). De manera que, quan ambdds receptors es troben interaccionant, les dues
hemiproteines seran capaces de reconstruir la proteina YFP, emetent a una longitud
d’ona caracteristica. La combinacié d'aquesta técnica amb altres técniques com el BRET
i/o el FRET permet detectar oligbmers de GPCR d'ordre superior®’. A més, es poden fer
servir peptids analegs als dominis transmembrana dels receptors d’interes per tal de
determinar d'una manera molt concreta quins son els dominis transmembrana
especifics implicats en la interaccid entre ambdds receptors®?.

Transferéncia d'energia per ressonancia

de bioluminiscéncia (BRET) Assaig de lligacié per proximitat (PLA)

s

f>3{\ X

T

Figura 4: Representacio grafica de les técniques experimentals de BRET i PLA.
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1.2.3. Consegqiiéncies funcionals de la formacié d'oligomers de GPCR

El fenomen d'oligomeritzacié es troba implicat en la regulacié de la funcionalitat del
receptor a diferents nivells, des de la modulacié de |'expressié del receptor a la
superficie cel-lular fins al fet de conferir noves propietats farmacologiques als receptors
que formen part del complex heteroméric. De fet, ha estat ampliament descrit que
I'oligomeritzacid confereix una gran diversitat farmacologica ja que, per exemple, la unié
d'un lligand a un receptor que forma part d'un dimer pot influir en la unié d'un altre
lligand al segon receptor del dimer®3%4, A més, I'oligomeritzacié també pot modificar les
propietats de senyalitzacié d'un determinat lligand afectant a la selectivitat
d'acoblament entre el receptor corresponent i la seva proteina G, resultant aixi en una
potenciacié, atenuacid o acoblament amb una altra proteina G®. La formacio
d'oligobmers també pot influir en la diversitat farmacologica, és a dir, un lligand pot
augmentar o perdre afinitat per unir-se a un receptor depenent del complex on es trobi.
Per tant, el fenomen d'oligomeritzacid ha proporcionat una nova perspectiva en el
disseny de farmacs que actuin a través d'aquests complexos ja que és important tenir
en compte que les propietats funcionals dels receptors individuals canvien dins del
context heteromeéric. Aquesta funcionalitat nova que mostren els receptors quan es
troben formant complex s'anomena "oligomer fingerprint" i es basa en processos com
la cooperativitat positiva o cross-talk positiu, en la que veiem com ['activacié d'un
receptor produeix una potenciacid de la funcionalitat del receptor vei, la cooperativitat
negativa o cross-talk negatiu, en la que veiem com l'activacié d'un receptor produeix
una disminucié de la funcionalitat del receptor vei i, per ultim, el fenomen de cross-
antagonisme en el que veiem com el bloqueig d'un receptor amb el seu antagonista
especific també produeix el bloqueig de la funcionalitat del receptor vei (Figura 5)°%.

El primer heteromer descrit amb propietats diferents als receptors individuals fou
I'heterodimer format pels receptors k i 5-opioide®’. Aquest heterodimer no presenta
gaire afinitat per lligands selectius dels receptors k i 6 -opioide. Aix0 és degut a que,
qguan els receptors es troben formant part d'un complex heteromeric, perden la seva
afinitat pels lligands especifics pero, en canvi, si que presenten una alta afinitat per
lligands selectius parcials. L'heterodimer format pels receptors p i 6-opioide també
mostra propietats funcionals propies, ja que el tractament amb I'antagonista especific
d'un dels receptors produeix un increment en la funcionalitat del receptor vei. En la
mateixa linia, el tractament amb ambdds agonistes especifics conjuntament, déna lloc
a una potenciacié sinérgica de la transduccié del senyal®®.

D'altra banda, ha estat demostrat que la unié d'un lligand a un receptor que es troba en
un complex heteromeric, pot afectar a la unié d'un altre lligand al receptor vei,
apareixent doncs un mecanisme a través del qual un lligand pot modular I'eficacia i/o
poténcia d'un altre lligand del complex. Un exemple interessant podria ser el dels
receptors de dopamina i adenosina, entre els quals ha estat descrita una cooperativitat
negativa ja que els agonistes del receptor A: inhibeixen la unié dels agonistes del
receptor D1 en I'heterodimer A1R-D1R i, I'estimulacid del receptor Aa en I'heterodimer
A2aR-D2R, desemboca en una reduccio de I'afinitat dels agonistes del receptor D, a la
vegada que es veu afectat I'acoblament a la proteina G i la transduccié del senyal del
receptor dopamineérgic®.
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Paral-lelament, en I'heteromer format pels receptors A, i CB1 passa el mateix, ja que
I'activacio del receptor Aza, disminueix |'activitat del receptor CB1’°. Un altre exemple
podria ser I'heterodimer format pels receptors Aa i A; d'adenosina, on veiem que
I'estimulacié del receptor Aza disminueix molt considerablement I'afinitat del receptor
A1 pel seu agonista i s'inhibeix aixi la seva senyalitzacié’?.

Cross-talk negatiu Cross-talk positiu Cross-antagonisme

Agonista 1 Agonista 2 Antagonista

U/

O
[l Senyalitzacié GJ (T Senyalitzacié GJ [NO Senyalitzacié GJ

O

Figura 5: Dibuix esquematic dels fenomens de cross-talk negatiu, cross-talk positiu i
cross-antagonisme.

Una nova caracteristica de la formacié d'oligomers de GPCR és la possibilitat que es
produeixi un canvi d'acoblament a proteina G. Va ser a I'any 2004 quan es va demostrar
per primera vegada que els receptors de dopamina D; i D, podien formar heteromers
en cél-lules transfectades’?. El receptor D1 és capag d'acoblar proteina Gs mentre que el
receptor D, acobla proteina Gi, perdo quan ambdds receptors es troben formant un
heteromer, s'acoblen a una proteina diferent, una proteina Gq. Per tant, I'activacié dels
receptors dopaminergics D1 i D2 en I'heteromer no indueix una transduccio del senyal
via AMPc sind que es produeix una mobilitzacié del calci intracel-lular®?73.

1.2.4. Implicacié funcional dels oligomers de GPCR en patologies neurologiques

La familia dels receptors de GPCR engloba uns 850 membres, 350 dels quals sén dianes
terapeutiques potencials. El fet que I'oligomeritzacié de GPCR confereixi nous perfils de
senyalitzacié i I'aparicid del concepte "oligomer fingerprint" ha provocat que s'obrin
noves fronteres i linies d'investigacié en el desenvolupament de farmacs que actuen
sobre aquests oligdmers’. Actualment, existeixen diversos dimers de GPCR descrits en
la literatura que presenten un paper rellevant en diverses patologies. Un exemple clar
seria el dimer A;aR-D2R, que es troba en |'estriat dels mamifers i presenta un rol crucial
en la regulacié de patologies neurodegeneratives severes tals com la malaltia de
Parkinson. Ambdds receptors sén capacos d'interaccionar de manera que es produeix
un bloqueig de la senyalitzacié del receptor dopaminergic D, per part del receptor
d'adenosina Azai aquest bloqueig només es pot revertir en presencia de I'antagonista
especific del receptor Aza, fet que permet obtenir efectes anti-parkinsonians davant
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d'una co-administracié d'agonistes del receptor D, amb antagonistes del receptor
An’>7®. Per tant, el bloqueig del receptor Aa per part d'un antagonista especific,
permetra un augment en la senyalitzacié del receptor Dy, produint-se aixi una millora de
la transmissié dopaminérgica que desembocara en una contribucié positiva en el
tractament de la malaltia del Parkinson. A més, els antagonistes del receptor
d'adenosina Axa que han estat testats en assajos clinics han demostrat que sén segurs
per 'organisme huma, com és el cas de l'istradefylline”’ .

S’han descrit altres complexos dopamineérgics implicats en desordres neurologics tals
com la depressié, I'esquizofrénia o I'addiccid a substancies d’abus, com podria ser
I'heteromer format pels receptors D; i D2, que va ser caracteritzat per primera vegada
en l'estriat de rata’®’°. Un altre exemple és I'heteromer format pels receptors D1 i D3,
on l'estimulacié del receptor D3 potencia l'efecte del receptor Di, afavorint la
transmissié dopamineérgica en els ganglis basals®. D'altra banda, el complex A1R-D1R, es
troba fortament implicat en I'addiccié a la cocaina, ja que aquesta substancia d'abus és
capag d'interaccionar amb I'heteromer bloquejant la interaccié dels protomers que en
formen part i desfent el complex®.. Cal tenir en compte que aquests heteromers de
GPCR també es troben implicats en la dependencia al cannabis ja que, per exemple, al
unir-se el A°-tetrahidrocannabinol al receptor CB1, pot regular I'efecte del receptor de
serotonina 5-HT,a quan ambdds receptors estan formant un complex heteromeéric823,

Finalment, és important destacar que els heteromers de GPCR han fet aparéixer noves
estrategies farmacologiques per regular el pes corporal. El receptor MC4R (melanocortin
4 receptor) és un dels GPCR més importants implicats en la regulacié del pes i el control
de la ingesta. Se sap que les seves mutacions heterozigotiques son la causa geneética
principal d'obesitat en humans®. Aquest receptor MCsR és capa¢c de formar
homodimers i heterodimers amb altres GPCRs com el GPR7 (G-protein coupled receptor
7), que es troben fortament involucrats en la regulacid del pes, indicant aixi que els
complexes del receptor MCsR poden ser grans dianes terapéutiques per als nous
farmacs contra |'obesitat en humans®88,

1.3. L'obesitat

L'obesitat és una malaltia multifactorial complexa que es basa en I'acumulacié de greix
corporal que acaba desembocant en efectes negatius en |'organisme de l'individu que la
pateix. La causa principal de |'obesitat és una perdua del balang energétic entre les
calories consumides en |'alimentacidiles calories cremades pel nostre organisme durant
un periode de temps llarg®. L'obesitat és un fenomen global que es pot trobar en
qualsevol indret del mén, exceptuant algunes regions del sud-est asiatic com Japd o
Corea del Sud. Es important tenir en compte que una persona es considera obesa quan
el seu index de massa corporal (IMC) és igual o superior a 30. Aquest index de massa
corporal o IMC es calcula dividint el pes d'un individu en quilograms entre el quadrat de
l'alcada d'aquest individu en metres®. El fet de patir obesitat incrementa,
considerablement, el risc de patir altres patologies tals com la diabetis de tipus I, les
malalties cardiovasculars, el sindrome metabodlic, la malaltia cronica dels ronyons, la
hiperlipidemia, la hipertensié, I'apnea obstructiva durant els periodes de son,
I’osteoartritis, la depressid i, a més, alguns tipus de cancer®.
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Aixi, I'obesitat no és només un problema per si mateix, sind que pot desembocar en
altres patologies realment greus.

Avui dia, estan descrits molts mecanismes a través dels quals es pot desenvolupar
I'obesitat, perd esta acceptat que la causa principal és el fet que I'organisme acumuli
més energia de la que és capag de consumir. No obstant, estudis recents demostren que
té més rellevancia la qualitat nutricional dels aliments consumits que la propia quantitat
d'aquests a I'hora de desenvolupar obesitat®?>. A més, existeixen diversos factors
genetics que determinaran la predisposicié dels individus per acumular greix i guanyar
pes més facilment®3,

Epidemiologicament, |'obesitat es pot classificar en tres tipus en funcié del seu grau de
severitat. L'obesitat de tipus | la pateixen els individus que presenten un IMC d'entre 30
i 34,9 mentre que la de tipus Il es mostra en individus amb un IMC d'entre 35i39,9i la
de tipus Ill en individus amb un IMC superior a 40 (Figura 6). L'obesitat de tipus Ill o
obesitat morbida és la que presenta més risc a desenvolupar diverses patologies
cardiaques i metaboliques i no es pot tractar Unicament amb dieta i exercici sind que
s'han de fer servir estratégies més drastiques com podria ser la cirurgia bariatrica®. Es
important destacar que la prevalenca d'aquesta patologia s'ha doblat des de I'any 1980
i s'estima que un ter¢ de la poblacié global presenta uns IMC corresponents a
organismes obesos 0, com a minim, amb sobrepeés. La patogenesi de I'obesitat engloba
diversos factors tals com el desgast caloric, I'exercici fisic o la sensacié de gana, pero
presenta interaccions complexes amb altres factors externs a l'individu com el seu estat
socioeconomic, factors hereditaris i ambientals o la disponibilitat d'un bon sistema
sanitari®®. La historia familiar dels individus també pot ser un factor determinant en el
desenvolupament d’aquesta patologia, tant a nivell geneétic/hereditari com a nivell
d'estil de vida inculcat®®. Actualment, ens trobem davant d'un impactant marqueting
d’algunes grans empreses com la Coca-Cola o el McDonald's on es promou el consum
de menjari begudes altament ensucrades que modulen negativament el comportament
huma i fan que la majoria de la poblacio prefereixi consumir aquest tipus d'aliments que
son tant densos caloricament. Esta descrit que aquest tipus de "menjar brossa" amb
percentatges molt elevats tant de greix com de sucre, poden estimular el cervell huma
en les mateixes arees que ho podrien fer substancies d’abus com la cocaina o la heroina,
estimulant el circuit de la recompensa del nostre cervell i generant una forta addiccié®’.
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Figura 6: Representacio grafica dels diferents estadis d'index de massa corporal.

Fisiologicament, s'ha determinat que la flora intestinal dels individus també pot tenir un
paper rellevant en el desenvolupament de |'obesitat. S’"ha demostrat que variacions en
el microbioma intestinal d'un individu causen alteracions directes en el metabolismeii el
pes corporal de I'organisme hoste®. Cal tenir en compte que el cos huma conté al
voltant de 3,8 x 10 microorganismes, localitzats principalment al tracte
gastrointestinal. Normalment, tots aquests microorganismes tenen funcions
beneficioses i imprescindibles per a |'organisme hoste, com pot ser contribuir en el
metabolisme de lipids i carbohidrats, en la sintesi de vitamines i aminoacids, en la
proliferacié de cel-lules epitelials, en la proteccié front a patogens o en la modulacid
hormonal, perd un desbalang entre aquestes poblacions microbianes, procés que
s'anomena disbiosi, pot provocar un seguit de patologies greus com inflamacions
intestinals, malnutricio, diabetis, cancer, desordres neurologics o obesitat®. Existeixen
nombrosos estudis que demostren que les alteracions en el microbioma intestinal estan
estretament relacionades amb I'aparicié d'obesitat. De fet, en pacients amb obesitat i
alteracions en el microbioma intestinal, s'ha descrit que els enzims implicats en el
metabolisme de la glucosa s'expressen a nivells inferiors, fet que demostra que les
alteracions del microbioma poden produir canvis fenotipics en |'organisme, inclis més
greus que els que podriem trobar davant d'alteracions filogenétiques*®.

Geneticament, diversos estudis d'obesitat en individus amb cert parentesc demostren
que al voltant del 40% dels casos d'obesitat resulten de |I'heréncia de certs factors
genétics. En els dltims 20 anys, els factors ambientals han incrementat molt
considerablement els ratis d'obesitat pero els factors genétics juguen un paper clau en
el desenvolupament d'aquesta patologia. Actualment, s'han identificat uns quants gens
associats amb la obesitat tals com FTO, MC3R, MC4R, POMC, PCSK1 i NEGR1, tots ells
tenen una forta implicacié en la regulacié de vies de senyalitzacié implicades en
I'homeostasi de I'organisme i el control del pes corporal®l,
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No obstant, és l'epigenética la que juga un paper important en l'increment tant
pronunciat de la prevalenca de l'obesitat, ja que mecanismes epigenétics com la
metilacio de I'ADN, I'empaquetament d'histones i la regulacié per miRNAs, poden ser
transmesos perfectament d'una generacié a una altra tant mitoticament com
meioticament. Els microRNAs (miRNAs) sén cadenes no codificants d'entre 18 i 25
nucleodtids que regulen I'expressid i el silenciament genics i s'ha demostrat que nivells
alts d'alguns miRNAs es troben associats a valors d'IMC molt elevats!2, D'altra banda,
existeixen formes d'obesitat que estan estretament associades a una inhibicio de la
metilacié del IGF2 (insulin growth factor 2) o d'altres gens com el HIF3A (hypoxia-
inducible factor 3a), el IRS1 (insulin receptor substrate 1) o el GLUT4 (glucose transport
4)193 per tant, la consideraci6 de les causes genétiques i epigenétiques de |'obesitat és
una eina molt valuosa per al desenvolupament de noves estratégies i tractaments per
fer front a aquesta patologia.

Terapéuticament, l'obesitat és una malaltia dificil d'abordar i, degut a la manca
d'intervencions farmacologiques especifiques, la millor opciéd per combatre aquesta
patologia és la modificacié de I'estil de vida. Una millora en els habits diaris acostuma a
comportar un descens important del pes corporal i una consequient reduccié dels riscos
cardiovasculars®. No obstant, existeixen tractaments farmacologics per fer front a
aquesta patologia, perd només es recomanen en aquells individus amb un IMC superior
a 30. La FDA (Food and Drug Administration) ha aprovat diversos farmacs pel tractament
de [I'obesitat, tals com Ila Naltrexone-Bupropion, |'Orlistat, el Liraglutide o la
Phentermine-Topiramate'®>%. A més, diverses investigacions han confirmat que
existeixen 11 compostos vegetals provinents de les families Celastraceae,
Zingiberaceae, Theaceae, Magnoliaceae i Solanaceae que presenten un gran potencial
anti-obesitat ja que regulen el metabolisme de greixos, potencien els nivells hormonals
i regulen la microflora intestinal, entre d'altres'®”1%, Per als individus amb un IMC
superior a 40, que son incapacos de perdre pes modificant el seu estil de vida i que
tampoc han obtingut bons resultats emprant estrategies farmacologiques, la cirurgia
bariatrica és una opcid factible, ja que es tracta d'un procés en el que no només hi ha
una perdua pronunciada del pes corporal, sind que també es redueix la inflamacié
cronica intestinal, s'afavoreix el microbioma intestinal i, en alguns casos, inclis és
possible una remissié de la diabetis de tipus 1119%11° En darrer lloc, una nova estratégia
terapeutica que esta guanyant pes en |"actualitat és el transplantament de microbiota
fecal, on es produeix el traspas dels microorganismes presents en la femta d'individus
sans a pacients obesos per tal d'afavorir el seu metabolisme i produir aixi un descens del
pes corporal®,

Resumint, actualment es pot considerar |'obesitat com una pandémia silenciosa ja que
es preveu que en pocs anys s'haura triplicat la prevalenca d'aquesta patologia si ens
fixem en els valors nets del 1975. A més, I'obesitat s'ha convertit en la malaltia associada
a l'estil de vida que provoca més morts prematures i es pot considerar com a resultat de
la combinacid de factors ambientals com la nutricié o I'estil de vida amb la predisposicid
genética del desenvolupament post natal®.
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1.4. La grelina

La grelina és un péptid de 28 aminoacids amb una funcid principal orexigenica a nivell
hormonal. Per tal de produir la seva accid, requereix d'una modificacid post-
traduccional que es basa en l'acilacié de la serina que es troba en la posicié 3 de la
cadena aminoacidica''!. Aquesta acilacié és produida per un enzim anomenat GOAT,
que es tracta d'una proteina que es troba ancorada a la membrana del reticle
endoplasmatic mitjancant 11 dominis transmembrana i que s'expressa, sobretot, en les
cél-lules de I'estdmac que s'encarreguen de la produccié de grelina''?. No obstant, al
voltant del 80% de la grelina que es detecta en plasma en I'’ésser huma es troba en la
seva forma no acilada o inactiva, ja que la forma acilada d'aquest peptid presenta una
vida mitjana molt curta, d'uns 8 minuts!!3. Aquesta grelina és sintetitzada
majoritariament per un tipus de cel-lules endocrines que es troben a I'estédmac,
anomenades cél-lules oxintiques. Aquestes cel-lules actuen com oscil-ladors que regulen
la sensacié de gana, fent que els nivells de grelina en plasma augmentin i disminueixin,
fluctuant de forma circadiana mitjangant diversos sensors fisiologics, com la reduccié de
la mida de I'estdmac o la deteccidé d'un deéficit caloric, a través dels quals el nostre
organisme és capac d’induir la sintesi de grelina'*®. Després de ser sintetitzat, aquest
peptid orexigenic s’allibera al torrent sanguini i viatja fins al SNC on és capag de creuar
la barrera hematoencefalica i interaccionar amb els receptors de grelina ubicats
sobretot en regions cerebrals com I'hipotalem, I'hipocamp, I'area tegmental ventral,
I'amigdala i les regions dopaminérgiques del mesencéfal i I'estriat!!®. De fet, aquesta
hormona augmenta la sensacié de gana sobretot per la seva accié en els receptors
localitzats en I’hipotalem cerebral®!®,

D'altra banda, és important tenir en compte que, apart de la seva funcié orexigenica a
nivell central, la grelina té moltes altres funcions en teixits periférics. A nivell estomacal,
afavoreix la mobilitat gastrica i la secrecié d'acid gastric, a nivell pulmonar, promou la
vasodilatacio i disminueix els processos inflamatoris, a nivell cardiac, redueix la pressio
sanguinia i augmenta el desgast cardiac, a nivell hepatic, afavoreix la lipogenesi, a nivell
pancreatic, disminueix la secrecid d'insulina i regula el metabolisme de la glucosa,
mentre que a nivell de teixit adipds blanc, disminueix la oxidacid lipidica®'’. Aixi, la funcié
principal de la grelina és produir la sensacié de gana a nivell del SNC, pero presenta
moltes altres funcions periferiques que representen un paper clau d'aquesta hormona
orexigénica en la regulacié de I’'homeostasi en I'organisme huma (Figura 7).
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Figura 7: Funcions centrals i perifériques de la grelina.
1.4.1. El receptor de grelina (GHS-R)

La grelina realitza la seva funcié mitjancant la unié al receptor de grelina, un GPCR de la
familia A que rep el nom de growth hormone secretagogue receptor (GHS-R).
Concretament, existeixen dues variants del receptor de grelina, el receptor de grelina
la (GHS-R1a) i el receptor de grelina 1b (GHS-R1b), que es tracta d'una variant truncada
del receptor GHS-R1a que manca dels dominis transmembrana 6 i 7. La falta d'aquests
dos dominis transmembrana impedeix que la grelina pugui interaccionar amb aquesta
variant i, a més, al no tenir el domini transmembrana 6, aquesta variant tampoc és capag
d'acoblar proteina G ni senyalitzar®'®. La variant GHS-R1a del receptor de grelina consta
de 366 residus en la seva cadena aminoacidica, mentre que la variant 1b esta formada
per 289 aminoacids!'?. Al ser activat per la grelina, el receptor GHS-R1a sera capag
d'acoblar proteina Gg, que activara la fosfolipasa C, alliberant inositol-3-fosfat (IP3) i
diacilglicerol (DAG) i desembocant en un augment en l'alliberacio de calci des del reticle
endoplasmatic a l'espai intracel-lular. A més, hi ha GPCR que s’anomenen receptors
promiscus, ja que poden acoblar més d’una proteina G. Un cas clar és el receptor de
grelina; aquest, s’acobla a proteina Gq principalment, pero també a proteina Gi, produint
una inhibicié de I'enzim adenilat ciclasa que desembocara en una disminucio dels nivells
d'AMP ciclic intracel-lulars. D'altra banda, aquesta variant 1a també és capag d'activar
la via de fosforilacié de les MAPK mitjancant les subunitats B/y de la proteina G a la qual
s'acobla (Figura 8)**°.

Durant molts anys, es creia que la variant truncada del receptor de grelina, GHS-R1b,

era simplement un vestigi evolutiu i no presentava cap funcié. Pero després de diversos
estudis i publicacions, es va determinar quin és el paper fisioldgic de la variant GHS-R1b.

33



1. Introduccio

Primerament, es va demostrar que les cel-lules que expressen la variant GHS-R1b també
expressen conjuntament la variant GHS-R1a. També es va observar que aquestes dues
variants sén capaces d'homo i heterodimeritzar entre si, fet que permet que la variant
GHS-R1b tingui una funcidé reguladora sobre la variant GHS-R1a. Concretament, els
estudis demostren que GHS-R1b exerceix una regulacio negativa sobre GHS-R1a i s'han
proposat dos mecanismes pels quals es produeix aquesta modulacid. Per un costat,
quan les variants GHS-R1a i GHS-R1b es troben interaccionant, la variant 1b pot produir
la retencid intracel-lular de la variant 1a i impedir que arribi a la membrana plasmatica,
on seria capac de produir la transduccié del senyal?°. D'altra banda, el segon mecanisme
consisteix en que les dues variants es troben interaccionant formant un complex que
produeix un canvi conformacional sobre el receptor GHS-R1la que impedeix que
senyalitzi'*®, De fet, aquests dos mecanismes no tenen perqué ser excloents. No
obstant, cal destacar que estudis més recents han demostrat que el receptor GHS-R1b
presenta un comportament dual, que varia en funcid dels nivells d'expressié d'aquesta
variant. Gemma Navarro i col-laboradors varen demostrar al 2016 que davant d'una
baixa expressid del receptor GHS-R1b, aquest produira una regulacié positiva sobre el
receptor GHS-Rla ja que afavoreix el seu transport cap a la membrana plasmatica,
mentre que davant d'uns nivells alts d'expressid del receptor GHS-R1b, aquest modulara
negativament al receptor GHS-R1a produint canvis conformacionals en ell que inhibiran
el seu transport a membrana i la seva transduccié del senyal*??,

GHS-R1a GHS R1b

|

/1N
é}éf;ev

Adenilat Fosfo||pasa Activacio
ciclasa via MAPK

Figura 8: Representacio grafica de les dues variants del receptor de grelina.

Funclo reguladora sobre
la variant GHS-R1a

La zona del cervell on trobem una major expressié dels receptors GHS-R1a i GHS-R1b és
I'area tegmental ventral (TVA), que es troba altament implicada en mecanismes i
comportaments relacionats amb el circuit de la recompensa®?2. Es per aquest motiu que
diversos estudis proposen el péptid de la grelina com un agent capag de participar en el
circuit de la recompensa, regulant la sensacié de gana mitjangant I'anticipacié de la
sensacid que produeix la ingesta d'aliments i generant aixi una expectativa i un reforg
positiu.
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De fet, s'han fet estudis de comportament amb ratolins que demostren que aquests
animals sempre passen més temps en les zones associades a una recompensa
alimentaria i aquest temps es veu reduit en preséncia de tractaments amb els
antagonistes del receptor GHS-R1a i en ratolins knockout per aquest mateix receptor'?3,

1.4.2. L'heteromeritzacio del receptor de grelina

El receptor de grelina GHS-R1a és un receptor acoblat a proteina G que pot interaccionar
amb altres GPCR per tal de formar noves unitats funcionals que presentin
caracteristiques completament diferents a les dels receptors individuals. La formacié
d'aquests complexos obre un ventall immens de noves dianes terapeutiques amb les
que es podrien sintetitzar farmacs per a combatre patologies com els trastorns
alimentaris o addiccions. En la bibliografia trobem diversos heteromers ampliament
descrits on participa el receptor de la grelina'?4.

Com a primer exemple, focalitzarem la nostra atencié en la interaccié formada pel
receptor dopaminérgic D;1 i el receptor de grelina GHS-R1a, que es troben expressats
conjuntament en I'hipocamp. Curiosament, el péeptid de la grelina no és detectable a
I'hipocamp, en aquest sentit, la preséncia de receptors de grelina en aquesta area
cerebral hauria de tenir una funcié molt especifica. Després de nombrosos estudis, es
va detectar que aquests dos receptors sén capacos d'interaccionar formant unitats
dimeériques en les que el receptor de grelina provoca un canvi d’acoblament a proteina
G del receptor dopaminérgic, que deixa d'acoblar una proteina Gq i passa a senyalitzar a
través d’una proteina Gs. A més, es va observar que, en presencia d'antagonistes del
receptor de grelina, aquest canvi d'acoblament de proteina G no es produia. Per tant,
podem afirmar que una de les funcions del receptor de grelina en I'hipocamp és la
modulacié de I'accié del receptor dopaminergic D1 quan ambdds receptors es troben
interaccionant i formant complexos dimérics?®>. Paral-lelament, al 2018 es va
determinar que el receptor de grelina també és capacg d'interaccionar amb el receptor
dopaminergic D2 en neurones hipotalamiques. En aquest cas, es tracta d'una formacio
estructural tetrameérica formada per dos homodimers de GHS-R1a i dos homodimers
D2R en el que el receptor de grelina actua modulant positivament la senyalitzacié G; del
receptor D,'%.

El receptor de grelina també és capag d'interaccionar formant complexos amb altres
receptors. Un nou exemple seria la formacié de I'heteromer GHS-R1a-OTR en el que el
receptor de grelina GHS-R1a interacciona amb el receptor d'oxitocina OTR. Aquest
complex, a nivell funcional, es caracteritza per un clar cross-talk negatiu, on |'activacié
del receptor de grelina produeix un descens significatiu en la senyalitzacié del receptor
OTR a través de la proteina Gq. La formacié d'aquest complex podria explicar la
implicacio del receptor de grelina en desordres de |'estat d'anim com la depressid o la
ansietat!?’,
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Per ultim, un altre exemple interessant a tenir en compte és la formacio de I'heteromer
GHS-R1a-STT5 entre el receptor de grelina i el receptor de somastatina de tipus 5 (STT5)
en cel-lules B pancreatiques. La formacié d'aquest dimer depen directament dels nivells
d'expressio d'ambdds receptors. Quan I'expressio és elevada, s'afavoreix la formacié de
I'heteromer i el receptor STT5 modula la funcié del receptor GHS-R1a, que s’acoblara
principalment a la proteina Gi. D'altra banda, davant d'uns nivells baixos d'expressid
d'ambdds receptors, s'inhibeix la formacié de I'heteromer i el receptor de grelina manté
la seva prioritat d'acoblament a la proteina G4'%.

1.4.3. El rol de la grelina en I'obesitat

L'etiologia de I'obesitat és realment complexa, perd sabem que és un conjunt de factors
genetics i ambientals els que es troben implicats en el desenvolupament d’aquesta
patologia. La grelina és una hormona orexigénica que es troba estretament relacionada
amb aquesta patologia. S'estipula que existeixen dos possibles accions principals a
través de les quals la grelina podria produir un fenotip d'obesitat: la sobreproduccié de
grelina per part de I'organisme o un augment en la sensibilitat del receptor d'aquest
peptid orexigenic. Certament, el fet de determinar la correlacié exacta entre la grelina i
I'obesitat és un factor vital per tal de poder fer front a aquesta patologia alimentaria®?°.

El rol exacte de la grelina en I'obesitat encara es troba sota una investigacié exhaustiva.
Tot i aix0, la conclusié que comparteixen diversos estudis és que la inhibicié de la
produccié de grelina és molt més baixa en individus obesos que en individus amb un
index de massa corporal estandard i aixo0 faria que els organismes obesos siguin capagos
de consumir una quantitat molt més elevada d'aliments. Per tant, en individus obesos
trobem una sobreproduccié d'aquesta hormona orexigenica. No obstant, la majoria
d'estudis demostren que el problema no es centra tant en la sobreproduccié de grelina,
sind que és degut a la hiper-sensibilitat a aquesta hormona orexigénica. Es a dir, en
individus obesos, apareixen un seguit de disfuncions que provoquen que no es
suprimeixin els efectes de la grelina correctament i, per tant, aquesta hormona pot
allargar la seva funcionalitat’3®%31, Contrariament, existeixen diversos estudis que ens
mostren que els pacients amb anoréexia nerviosa presenten un augment paradoxal en
els seus nivells de grelina en sang respecte als nivells en individus normals i obesos, fet
gue ens suggereix que en el cas de I'anoréxia nerviosa ens trobem davant d'una
insensibilitzacio a aquesta hormona mentre que en el cas de |'obesitat ens trobariem

davant d'una hiper-sensibilitzaci¢3%133,

Cal tenir en compte que existeixen moltes limitacions a I'hora de mesurar els nivells de
grelina en sang, ja que, existeixen dues formes circulants d'aquesta hormona
orexigénica, la forma activa (10%) i I'inactiva (90%), essent la forma activa altament
inestable a temperatura ambient, i conseqiientment, molt dificil de mesurar. Sigui com
sigui, la conclusid principal és que els trastorns alimentaris com |'obesitat o I'anoréexia
no sén causats per un augment o disminucié de la produccid de grelina sind que sén
causats per un augment o disminucié en la sensibilitat de I"organisme per aquesta
hormona®31:134,
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1.5. El Sistema Cannabinoide

Des de fa molts i molts anys, els extractes de la planta Cannabis sativa s'han fet servir
com a compostos per combatre diverses patologies degut a les seves propietats
analgesiques, antioxidants i antiinflamatories. No va ser fins a principis del segle XIX,
qguan es va aillar per primera vegada un compost de la planta del cannabis, el cannabinol
(CBN). Seguidament, va ser aillat el compost més abundant de la planta, el A°-
tetrahidrocannabinol (A°-THC) que és el principal responsable dels efectes psicoactius
que indueix el consum de cannabis'®. Fins a dia d'avui, s'ha aconseguit aillar més de 130
cannabinoides diferents extrets de la planta Cannabis sativa que poden ser classificats
quimicament com terpenofenols!®®. El A>-THC presenta caracter addictiu degut al seus
efectes psicoactius i moduladors de la funcid dopaminérgica a nivell del SNC,
incrementant I'alliberacié de dopamina en diferents arees cerebrals, de la mateixa
manera que altres substancies d'abuls com la cocaina o les amfetamines. S'estima que al
voltant del 9% de les persones que han estat en contacte amb el cannabis desenvolupen
conductes d'addiccié a aquesta substancia tals com I'ansietat, la dificultat per dormir, Ia
pérdua de pes corporal o, inclus, els tremolors'3’. Segons I'Informe Europeu de Drogues,
Espanya és el tercer pais on es consumeix més cannabis de tota Europa i aquesta dada
no deixa d’incrementar, essent la incidencia de consum esporadic en persones d'entre
15i 64 anys d'un 14,5% al 1995 i augmentant fins al 37,9% en |'actualitat.

El Sistema Endocannabinoide, present en el nostre organisme, esta constituit pel
conjunt format pels compostos endocannabinoides, els enzims responsables de la seva
sintesi i degradacid, els receptors cannabinoides i els transportadors. A més, aquest
sistema presenta un tipus de senyalitzaci6 molt caracteristica, la senyalitzacié
retrograda, que es basa en que els compostos cannabinoides sén sintetitzats en la
neurona postsinaptica per tal d'unir-se als receptors que es troben en la neurona
presinaptica. Per tant, els lligands endocannabinoides, com l'anandamida i el 2-
araquidonilglicerol, sén sintetitzats en la neurona postsinaptica, pels enzims NAPE-PLD
i DAGLa respectivament, i son alliberats cap al terminal presinaptic on interaccionaran
especificament amb els receptors cannabinoides i, finalment, seran degradats pels
enzims FAAH i MAGL respectivament (Figura 9). No obstant, s'ha vist que els receptors
cannabinoides també es poden expressar en la membrana postsinaptica®®®. A part
d'aquesta senyalitzacid retrograda, una altra caracteristica important del Sistema
Endocannabinoide és que presenta una gran plasticitat, és a dir, una alta capacitat
homeostatica i autoreguladora. Per exemple, els receptors cannabinoides presents en
la membrana plasmatica s'internalitzen davant d'exposicions perllongades a lligands
cannabinoides o davant de certs estimuls com I'exposicid a situacions d’estrés o la
ingesta d'aliments?3°,
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Figura 9: Senyalitzacié retrograda del Sistema Endocannabinoide.

Al 1990, es va clonar per primera vegada el receptor cannabinoide de tipus 1 (CB1R)*%},
tres anys més tard, es va clonar el receptor cannabinoide de tipus 2 (CB2R)*. Tant el
CB1iR com el CB;R, formen part de |la superfamilia de receptors acoblats a proteina G o
GPCR i ambdds receptors es troben altament conservats entre especies, mostrant una
homologia superior al 80% entre les seqiiéncies d'huma i ratoli'*?>. No obstant, els dos
receptors cannabinoides presenten poca homologia entre si, Unicament al voltant d’un
40%, si comparem les seves seqiiéncies'®.

Actualment, els compostos cannabinoides es poden dividir en tres grups en funcié del
seu origen:

- Endocannabinoides: sén els compostos cannabinoides que es sintetitzen de manera
fisiologica en el nostre organisme. Els dos endoncannabinoides amb més rellevancia
fisiologica son I'anandamida (AEA) i el 2-araquidonilglicerol (2-AG), essent aquest Ultim
el compost endocannabinoide més abundant dins del nostre organisme ja que presenta
una concentracido 200 vegades superior a lI'anandamida. No obstant, és important
destacar que en el nostre organisme trobem altres endocannabinoides com la N-
araquidonil-dopamina, I’eter de 2-AG i I'araquidonil-etanolamina o virodamina, pero es
troben en concentracions molt mes reduides i presenten poca rellevancia fisiologica.
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Sigui com sigui, la preséncia d'endocannabinoides en el nostre organisme és
imprescindible per tal de mantenir I'homeostasi i I'equilibri intern44,

- Fitocannabinoides: sén els compostos cannabinoides que s’extreuen de la planta
Cannabis sativa. Entre tots ells, el compost psicoactiu majoritari és el A°-
tetrahidrocannabinol (A°-THC), que representa aproximadament el 17% del contingut
total de compostos cannabinoides de la planta del cannabis. D'altra banda, el compost
més abundant i considerat com a no-psicoactiu és el cannabidiol (CBD), seguit d'altres
fitocannabinoides rellevants com el cannabigerol (CBG) i el cannabinol (CBN). Cal
destacar que els fitocannabinoides es troben en la planta C. sativa de manera natural en
les seves formes acides (A°-THCA, CDBA, CBGA) a partir de les quals podem aillar la seva
forma neutra (A°-THC, CBD, CBG) i varinica (A°-THCV, CBDV, CBGV)**,

- Cannabinoides sintetics: és un grup molt heterogeni de diferents cannabinoides que
son sintetitzats artificialment en els laboratoris per tal d'obtenir compostos capacos
d'interaccionar amb els receptors cannabinoides!*®. Es important destacar el compost
ACEA com a agonista especific del receptor CB; i el compost JWH-133 com a agonista
especific del receptor CB; ja que son els dos lligands sintetics que s'han fet servir durant
el desenvolupament dels resultats d'aquesta Tesi Doctoral.

El Sistema Endocannabinoide es troba implicat en la regulacié d'un ampli ventall de
processos fisiologics tals com el control de la sensacié de gana, el desenvolupament
neuronal, la regulacié del sistema immunitari, la neuroproteccié i el control de la
nocicepcié™. Es per aixo, que el Sistema Cannabinoide es planteja com un objectiu clar
d'investigacio per tal de fer front a diverses patologies i desenvolupar nous farmacs que
es poden aplicar en diferents terapies. Durant mil-lennis, els compostos cannabinoides
s'han fet servir per a pal-liar el dolor, de fet, el seu Us es remunta a I'antiga xina'*® i
actualment se sap que son compostos clau per a tractaments antiinflamatoris i
antinociceptius. El receptor CB; es troba implicat en diversos processos relacionats amb
la nocicepcid, mentre que el receptor CB, presenta un gran paper analgesic i
antiinflamatori en models de dolor agut i cronic4>*30, D'altra banda, degut a I'expressid
del receptor CB: en teixit adipds i fetge i a l'alta expressi6 de compostos
endocannabinoides en persones amb obesitat, els compostos cannabinoides també es
fan servir com a tractament en trastorns metabolics. Un exemple és |'antagonista
selectiu del receptor CBj1, el Rimonabant, que va ser aprovat com a tractament per reduir
I'obesitat’!. A més, esta descrit que l'activacié del receptor CB; s'associa amb la
inhibicié de les nausees, per aixo, hi ha agonistes del receptor CB1 que sén utilitzats com
a tractament anti-emétic'®2,

En la literatura, també es parla dels compostos cannabinoides com a possible
tractament anti-cancerigen, ja que esta descrit que els receptors cannabinoides es
troben sobreexpressats en diversos tipus de cancer, on també apareixen nivells
d'endocannabinoides superiors als fisiologics. A més, se sap que els compostos
cannabinoides es troben implicats en la regulacid de la proliferacio cel-lular. En aquest
sentit, s'estan desenvolupant noves terapies amb compostos cannabinoides que
inhibeixen la proliferaciéd de cel-lules canceroses i disminueixen la seva capacitat
metastatica®®3. Per Ultim, també trobem diversos estudis que utilitzen els compostos
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cannabinoides per la seva activitat neuroprotectora, ja que esta demostrat que el A°*-
THC o el CBD presenten propietats neuroprotectores actuant principalment a través del
receptor CB,1%4 .

Actualment, es comercialitzen diversos farmacs que contenen compostos
cannabinoides. Un exemple seria el Sativex®, que és una barreja de diversos
fitocannabinoides amb una proporcié al 50% de dos principis actius principals, el CBD i
el A°-THC, i s'utilitza per combatre la simptomatologia de I'Esclerosi Multiple!®>. A més,
també trobem altres exemples com el Dronabinol® i el Cesamet®, que sdn compostos
aprovats per combatre les nausees durant la quimioterapia i el seu principi actiu és el
A3-THC®?,

1.5.1. El receptor de cannabinoides de tipus 1 (CB1R)

El receptor de cannabinoides de tipus 1 és el GPCR més abundant a nivell de SNC i,
actualment, un dels millors caracteritzats. Es tracta d'un receptor acoblat a proteina G
de classe A que esta format per 473 aminoacids. Concretament, el seu extrem N-
terminal és inusualment llarg (117 aminoacids) mentre que I'extrem C-terminal té una
longitud similar als demés GPCR (73 aminoacids). Conté tres cisteines i dominis rics en
serina i treonina susceptibles a ser fosforilats, que tenen un paper rellevant en la
senyalitzacié d'aquest receptor. L'estructura d’aquest receptor CB1, amb el seu lligand
especific AM6538 unit, ha estat descrita amb detall mitjangant cristal-litzacié d'alta
resolucié®>®.

La unié de lligand al receptor desemboca en un canvi estructural que obre I'hélix
transmembrana 6, permetent, aixi, la interaccié amb la proteina Gi. Per tant, |'activacid
del receptor CB1 desencadenara en la inhibicié de I'enzim adenilat ciclasa i produira una
disminucio dels nivells d'AMP ciclic intracel-lulars. No obstant, també s'ha descrit
I'acoblament del receptor CB: a proteines de tipus Gq en condicions o entorns
excepcionals com els cultius primaris d'astrocits’®’. De manera independent a la
proteina G, l'activacid del receptor CB; també pot desembocar en l'activacio de la
fosforilacié de les proteines MAPK, el reclutament de B-arrestines i la fosforilacio de p38
o c-Jun'®®, Fisioldgicament, I'activacié del receptor CB; es troba involucrada en la
regulacié de la nocicepcid, el metabolisme, I'aprenentatge, la percepcid sensorial i la
memoria. També esta descrita una forta implicacié del receptor CB1 en la digestio, la
depressio, el dolor cronic i la por. A més, és el principal responsable dels efectes
psicoactius produits pel consum de cannabis®°.

L’expressio del receptor cannabinoide de tipus 1 és promiscua en I'organisme huma, ja
que trobem alts nivells d'expressio en el fetge, els ossos, els pulmons, el cor, I’endoteli
vascular, el sistema nervids i periféric i el sistema reproductor. A més, el receptor CB1
també es troba expressat en el globus ocular, la prostata, la medul-la 0ssia, les amigdales
i el timus (Figura 10)43.
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Terapéuticament, |'Us d'antagonistes i agonistes inversos que actuin en el centre
ortostéric del receptor CB; s'esta investigant ampliament com a terapies efectives de
diverses patologies. Un clar exemple seria el Rimonabant, que és |'antagonista especific
del receptor CB;, i va ser aprovat per la FDA al 2006 com a terapia efectiva per a la
reduccid de la gana davant d'estadis d'obesitat!®®. No obstant, dos anys més tard fou
retirat del mercat degut a que els seus efectes secundaris no superaven els beneficis
terapeutics. En contraposicid, els agonistes del receptor CB:1 no s'estudien com a
terapies efectives ja que una activacié del receptor CB1 pot presentar cert caracter
psicotropic que desembocaria en conductes depressives i d’ansietat'®!. Si que s'estan
utilitzant moduladors positius del receptor CB1 que s’uneixen al centre al-lostéric com
és el cas del cannabidiol o CBD. Aquesta estrategia terapéeutica esta despertant un gran
interés en la comunitat cientifica i s'han desenvolupat diversos compostos. Entre ells, el
GAT-211, 'ORG27569, lalipoxina, 'A4 i el RTI-371. Aquests compostos actuen modulant
I'activitat del receptor CB:1 ja que sén capacos d'augmentar o reduir |'afinitat del
receptor pels lligands especifics que s'uneixen al seu centre ortostéric o també sén
capacos de produir canvis conformacionals en la seva estructura que disminueixen o
potencien la seva funcionalitat!®2, D'altra banda, també s'esta tenint en compte la
selectivitat funcional dels agonistes del receptor CB;, ja que la majoria de compostos
cannabinoides es comporten com agonistes esbiaixats. Entre els endocannabinoides, el
2-AG i I'AEA senyalitzen preferentment a través de G; mentre que la N-araquidonil
dopamina (NADA) ho fa a través de Gg. La selectivitat funcional d'un compost
cannabinoide dependra de factors com el tipus cel-lular o la possible oligomeritzacié del
receptor CB1 amb altres GPCR. D'aquesta manera, es pot fer Us d'agonistes del receptor
CB; que activin preferentment la via de senyalitzacié que provoca I'efecte desitjat i aixi
impedir que s'activi la transduccié de senyal que provoca els efectes secundaris'®8.

En darrer lloc, és important destacar que el receptor CB; és un dels transductors de
senyals més importants en I'organisme huma. La seva expressio es troba generalitzada
per tot I'organisme i engloba un gran conjunt de funcions fisiologiques, pero la seva
importancia s'accentua sobretot a nivell de Sistema Nervids Central, ja que és el GPCR
que presenta una major expressié en aquesta zona. Es per aquest motiu que la seva
activacio o bloqueig especifics poden oferir un gran ventall de possibilitats
terapeutiques, sempre i quan s'evitin els possibles efectes indesitjats.

1.5.2. El receptor de cannabinoides de tipus 2 (CB2R)

El receptor de cannabinoides de tipus 2 és un GPCR de classe A. Mitjancant la tecnica de
ressonancia magneética nuclear (RMN), s'ha determinat amb precisio la seva estructura,
que consta d’un total de 360 aminoacids. En I’ésser huma, el receptor CB; presenta un
polimorfisme d'una uUnica base (SNP) en la posicid 63; una arginina substitueix a una
glutamina (Q63R). Aquesta mutacié puntual té com a conseqliencia canvis fisiologics
rellevants que poden produir pérdues en el control de la resposta immunitaria, una
major predisposicid a I'obesitat o una major incidéncia a I'alcoholisme?®3,
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L’expressidé del receptor CB, és més limitada que la del receptor CB;, ja que s'expressa
basicament en cel-lules del sistema immunitari, Sistema Nervids Central (SNC) i sistema
hematopoiétic, sobretot en la melsa i el timus (Figura 10). Es important tenir en compte
que, a nivell del SNC, el receptor CB; presenta una expressid relativament baixa en
condicions fisioldogiques i que aquesta augmenta molt considerablement davant
d'estadis de neuroinflamacio'®3.

Funcionalment, quan un agonista especific s'uneix al receptor CB, aquest és capac
d'acoblar majoritariament la proteina Gj, provocant una inhibicié de I'enzim adenilat
ciclasa i produint un descens en els nivells d'AMP ciclic intracel-lulars. A nivell de la via
independent de la proteina G, aquest receptor també és capa¢ de promoure vies de
senyalitzacié com la fosforilacié de MAPK o el reclutament de R-arrestines | i Il. Al
contrari que en el cas de CB1R, no esta descrit que el receptor CB; sigui capag d'acoblar
proteina G4, Fisiologicament, sabem que el receptor CB; es troba implicat en
processos com la regulacié de la resposta immunitaria, el dolor, la inflamacié i Ia
modulacié de diversos processos metabolics. S’ha descrit que en les cél-lules microglials
que envolten el dany cerebral, apareix un augment considerable de I'expressio d'aquest
receptor, que promoura l'alliberacié de factors antiinflamatoris i inhibira la produccié
de factors proinflamatoris, desembocant en una cascada de senyalitzacié que afavorira
la neuroproteccid i la supervivéncia neuronal®>, Aixi, el rol neuroprotector del receptor
CB: I’ha convertit en una potencial diana terapeutica per una gran varietat de malalties
que cursen amb neuroinflamacié, on el control de la resposta immunitaria és
especialment interessant. Contrariament al receptor CB1, s'han desenvolupat terapies
amb agonistes especifics del receptor CB; ja que aquest receptor no indueix un efecte
psicoactiu. Actualment, existeixen diversos assajos clinics en marxa amb compostos
sintetics que actuen com agonistes especifics de CB; i presenten potencial terapéutic
per tal de fer front a patologies com la dermatitis al-lérgica, I'encefalomielitis, la
isquémia cerebral, I'arteriosclerosi o la colitis ulcerosa®®. No obstant, desenvolupar
compostos cannabinoides especifics Unicament pel receptor CB; no és trivial, ja que
aquest receptor presenta un centre d'unié al lligand gairebé idéntic al receptor CB; 167168,

Actualment, hi ha diverses linies d'investigacié amb I'objectiu de potenciar les
aplicacions terapeutiques del receptor CB,. Un exemple recau en la malaltia
d'Alzheimer, on s'ha demostrat la capacitat de I'agonista especific del receptor CB,,
JWH-133, de modular la reactivitat de la microglia reduint els nivells de la citocina
proinflamatoria IL-6'%°. D'altra banda, en I'Esclerosi Multiple, s'han obtingut resultats
positius fent Us del fitocannabinoide R-cariofilé, que actua com agonista del receptor
CB, i evita l'agreujament de la malaltia en ratolins amb encefalomielitis
autoimmunologica experimental (EAE)!’?. A més, també hi ha estudis que demostren
que el B-cariofile també presenta efectes prometedors en la malaltia de Parkinson, ja
que és capac d'atenuar molt considerablement els nivells de neuroinflamacié’. Per
ultim, destacar que el compost 0-1966, un agonista especific del CB;R, produeix una
millora en la patologia d’isquémia cerebral, ja que redueix les arees de teixit infartat!’2.
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Figura 10: Expressid i distribucié dels receptors cannabinoides CB;1 i CB; en I'organisme
huma.

1.5.3. L'heteromeritzacio dels receptors CB; i CB;

Recentment, s'ha descrit amb detall la capacitat dels receptors cannabinoides per
interaccionar entre ells formant I'heteromer CB1R-CB;R. Aquest complex, com qualsevol
oligomer de GPCR, es comporta com una nova unitat funcional que es caracteritza pels
fendmens de cross-talk negatiu, ja que I'activacié d'un dels dos receptors de I'heteromer
bloqueja el senyal del receptor vei, i de cross-antagonisme, on el bloqueig de la
senyalitzacié d'un dels dos receptors de I'heteromer mitjancant el seu antagonista
selectiu, produeix la inhibicio del receptor vei, i viceversa. Per tant, podem concloure
que els receptors cannabinoides son capacos de bloquejar-se entre si en condicions
fisiologiquest’3.

A més, els receptors cannabinoides també sén capacos d'interaccionar amb altres tipus
de GPCR formant nous heteromers. De fet, en la literatura trobem diversos heteromers
constituits per receptors cannabinoides com, per exemple, el complex format pel
receptor CB1 i el receptor d'adenosina Aza, que s'encarrega de modular I'alliberacié de
glutamat en l'estriat i forma complexos tetramérics constituits per dos protomers de
CB1R i dos protdmers d’A2aRY74. Un altre exemple seria la capacitat del receptor CB; per
interaccionar amb els receptors opioides MOR i KOR, on s'ha descrit que els receptors
cannabinoides i opioides es bloquegen entre si, actuant com a grans dianes
terapéutiques per a terapies analgésiques contra el dolor'’>.
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D'altra banda, aquest mateix any s'ha demostrat una interaccié directa entre els
sistemes endoncannabinoide i de renina-angiotensina de I'organisme huma, ja que el
receptor CB; i el receptor AT; interaccionen formant un complex en el que el receptor
CB1 bloqueja el senyal del receptor AT: i aquest senyal es veu ampliament potenciat en
preséncia d'antagonistes del receptor CB; com el Rimonabant!’®. Aquest bloqueig d'un
receptor sobre un altre que s'observa en preséncia de I'antagonista selectiu, és una
caracteristica molt comuna que pot apareixer en molts heteromers de GPCR.

Si ens centrem en el receptor CB;, aquest també és capag de formar heteromers amb
diversos GPCR. Al 2019, es va detectar que el receptor CB; és capag d'interaccionar amb
el receptor HER2 (human epidermal growth factor receptor 2), que es troba fortament
implicat en el cancer de mama ja que una sobreexpressié d'aquest receptor desemboca
en proliferacions cel-lulars neoplasiques. Es va observar que I'activacié del receptor CB;
mitjancant el A%-THC, afavoria la disrupcid de I'heteromer i la posterior degradacié del
receptor HER2, inhibint aixi, la progressié de la malaltia neoplasical’’. Durant aquest
mateix any, també es va identificar I'heteromer format pel CB:R i el receptor
d'adenosina Axa en cel-lules microglials on els antagonistes del receptor Aja,
potenciaven els efectes neuroprotectors i antiinflamatoris del receptor CB, en ser
activat amb el seu agonista selectiu'’8, Un altre exemple rellevant podria ser I'heteromer
format pel receptor CB; i el receptor ionotropic de glutamat NMDA, que presenta una
empremta caracteristica ja que el CB;R bloqueja totalment I'efecte del receptor NMDA
en cultius primaris de microglia activada amb LPS i interferd-y. A més, aquest heteromer
es troba sobreexpressat en ratolins APPsw/ng, model animal de la malaltia
d'Alzheimer!’®,

Cal destacar que la gran capacitat que presenten els receptors cannabinoides per formar
heteromers amb altres GPCR expandeix els limits de la senyalitzacié i els efectes
cannabinoides.

1.5.4. El rol dels cannabinoides en I'obesitat

El teixit adipds esta format per tres tipus cel-lulars principals: els adipocits blancs que
s'encarreguen de I'acumulacio de greix i la secrecid hormonal, els adipocits marrons que
s'encarreguen de la termogénesi i del desgast caloric i, per ultim, els adipocits beix que
son cel-lules traslacionals que, en funcid dels estimuls rebuts, es diferenciaran en
adipocits blancs o marrons. El browning és el procés a través del qual els adipocits blancs
o beix passen a ser adipocits marrons. Un procés que s’esta estudiant en |'actualitat i
qgue es considera clau per tal de combatre I'obesitat. En aquest procés trobem una
implicacid important del sistema cannabinoide endogen, ja que els receptors
cannabinoides també participen en la regulacié de la termogénesi, la ingesta i la
inflamacié. Més concretament, la inhibicié del receptor CB; afavoreix la reduccio de la
ingesta i del pes corporal, mentre que l'estimulacié del receptor CB; redueix la
inflamacid i promou diversos mecanismes anti-obesitat com el browning*e°.

44



1. Introduccio

El Sistema Endoncannabinoide es troba molt implicat en el control de I'’energia
metabolica, en particular, el receptor CB; esta involucrat en la regulacié del
metabolisme lipidic i de la glucosa. El receptor CB; es troba expressat, majoritariament,
a nivell del Sistema Nerviés Central (SNC), perd davant d'estadis d'obesitat, la seva
expressio en teixits periférics es veu incrementada. La delecid genética del receptor CB;
resulta en una reduccié del pes corporal dels ratolins knockout per aguest receptor i el
seu bloqueig mitjancant antagonistes especifics com el Rimonabant desemboca en una
reduccié de la ingesta dels ratolins wild-type'®. Per tant, s'ha pensat en fer Us
d'antagonistes del receptor CB1 per combatre |'obesitat, pero al ser un receptor que es
troba altament expressat en el SNC, I'Us d'antagonistes del CB1R com a tractament pot
presentar importants efectes adversos tals com la hipotérmia, I'analgeésia o inclis Ila
catalépsia'®. D'altra banda, el receptor CB, també presenta un paper clau en |'obesitat,
es tracta d'un paper antagonic al del receptor CB1, ja que I'estimulacié del receptor CB;
amb agonistes especifics desemboca en un augment del procés de browning i en una
reduccié de la ingesta calorica. A més, I'antagonitzacié del receptor CB; produeix un
augment significatiu en la ingesta calorica dels rosegadors d'estudi'®. Resumint, els
diferents estudis en els que es relaciona el Sistema Cannabinoide amb la patologia
d'obesitat ens plantegen la conclusié de que I'estimulacié del receptor CB; desemboca
en un caracter pro-obesitat mentre que l'estimulacié del receptor CB; provoca un
fenotip anti-obesitat84,

1.6. Les malalties neurodegeneratives

Les malalties neurodegeneratives es caracteritzen per una pérdua progressiva i selectiva
de poblacions neuronals vulnerables. Aquestes patologies poden ser classificades,
tenint en compte les seves caracteristiques cliniques, en demeéncia, parquinsonisme o
malalties neuronals motores, tenint en compte la distribucié anatomica de Ia
neurodegeneracié, en degeneracié fronto-temporal, desordres extrapiramidals o
degeneracio espinocerebral o, per ultim, tenint en compte la seva principal abnormalitat
molecular'®®, Els desordres neurodegeneratius es desenvolupen amb la desregulacid
d’una serie de processos moleculars comuns que, de manera progressiva, condueixen a
la mort neuronal. Entre aquests processos s'inclou la desregulacié del proteosoma,
I'agregacio proteica, I'augment de I'estres oxidatiu, la neuroinflamacid i la disfuncio i
mort neuronals (Figura 11). Es evident que les malalties neurodegeneratives tenen un
gran impacte econdmic i social, aixi que el descobriment de noves terapies que millorin
la qualitat de vida dels pacients constitueix, avui en dia, un dels reptes més importants
de la nostra societat!®®,

Una caracteristica comu en la majoria de malalties neurodegeneratives és la perdua
d'una correcta proteostasi, és a dir, I'hnomeostasi proteica, que s'encarrega de garantir
que la concentracid, el plegament i les interaccions entre les proteines cel-lulars siguin
adequats des de la seva sintesi fins la seva degradacié. La proteostasi es troba
principalment regulada pel sistema d’ubiquitinacio-proteasoma i per I|’autofagia
mediada per xaperones!®’. Aquests dos mecanismes moleculars s'encarreguen de
marcar i degradar les proteines malmeses, mal plegades o, simplement, que ja no sén
necessaries. Una desregulacié d’aquests mecanismes produeix una acumulacid i
agregacié de proteines defectuoses que sdn insolubles i es dipositen en l'interior o
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exterior cel-lular, esdevenint altament perjudicials i nocives per la maquinaria
cel-lular'®, Els principals agregats proteics que desemboquen en patologies
neurodegeneratives son els formats pel peptid B-amiloide, la proteina tau, I'a-sinucleina
i els agregats de la proteina TDP-43. A més, la concentracid d'aquests agregats
s’incrementa durant la progressié de la malaltia i es poden transportar a altres cél-lules
veines, actuant aixi de manera similar a les proteines pridoniques'®. De fet, les malalties
neurodegeneratives també es poden conéixer com a proteinopaties®.

La mort neuronal que apareix en les malalties neurodegeneratives també pot ser
atribuida a una activacio erronia i cronica del sistema immunitari en el Sistema Nervids
Central. Esta descrit que les cel-lules immunitaries més importants del SNC soén la
microglia i els astrocits. Davant de certs estimuls tant fisiologics com patologics, la
microglia passa d'un estat en rep0os o resting a un estat activat. Concretament, s'han
caracteritzat dos fenotips de microglia activada, el fenotip pro-inflamatori o M1 i el
fenotip anti-inflamatori o M2. El fenotip microglial M1 és el principal responsable dels
processos de neuroinflamacid cronica en el SNC i es caracteritza per una elevada
produccié de citocines pro-inflamatories i d'oxid nitric, mentre que el fenotip M2 es
caracteritza per la capacitat de produir citocines anti-inflamatories i diferents factors de
creixement. Aixi, la desregulacié de la polaritzacié del fenotip microglial suposara una
inflamacidé perllongada en el temps que es trasllada rapidament a una situacié de
neurotoxicitat amb una gran capacitat de desembocar en neurodegeneraciot9192,
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Figura 11: Principals factors desencadenants d’un procés de neurodegeneracid.
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Actualment, un dels principals factors limitants pel tractament d'aquestes malalties
neurodegeneratives és la dificultat d’obtenir un diagnostic en estadis primerencs, ja que
aixd permetria un tractament personalitzat adequat i una millor evolucié del quadre
clinic. Hi ha diferents estudis que focalitzen la seva atencié en millorar el diagnostic
d'aquestes patologies perd, els més prometedors, es basen en la identificacido de
biomarcadors en fluids corporals que ens permetin detectar de manera precog les
sinapsis incorrectes, el dany axonal o |'aparicié de processos neuroinflamatorist®3194,
D'altra banda, una altra estrategia ampliament acceptada pel diagnostic d'aquestes
malalties és la técnica de tomografia d'emissid de positrons o PET, que ens permet
detectar I'aparicid de la patologia i estudiar la severitat i progressié d'aquesta®®®.

Si entrem dins la tematica principal d'aquesta Tesi Doctoral, cal destacar que més del
90% dels receptors acoblats a proteina G no sensorials es troben expressats en el
Sistema Nervids Central i participen en la regulacié de diversos processos neurologics
importants per I'organisme. En aquest sentit, una alteracié de la senyalitzacié produida
per aquests GPCR és un factor desencadenant de nombroses malalties
neurodegeneratives, entre les quals s'inclouen les malalties d'Alzheimer i Esclerosi
Multiple. D'aquesta manera, els GPCR es consoliden com a dianes terapeutiques
importants per a l'estudi dels mecanismes moleculars implicats en aquestes patologies
al igual que per al descobriment i desenvolupament de nous tractaments!®.
Recentment, s'ha descrit que el sistema de l'orexina és de gran importancia en
patologies neurodegeneratives ja que l'activacid dels seus receptors OXiR i OX;R,
ambdds GPCRs, presenta efectes anti-inflamatoris que ajuden a pal-liar el progrés de la
malaltia'®’. Per tant, 'activacio del sistema de I'orexina presenta un rol neuroprotector
davant de patologies amb un component inflamatori com I'Alzheimer, I'obesitat,
I’Esclerosi Multiple, les malalties intestinals i els xocs septics. Tot aix0 suggereix que els
receptors d'orexina son grans dianes terapeutiques per a la investigacié de nous
tractaments per fer front a aquestes patologies neurodegeneratives'®®. Un altre
exemple interessant és la implicacid dels receptors mGIluR en la malaltia de Huntington,
gue és un desordre genetic autosomic dominant en el que es repeteix el codé CAG en la
seqliencia d'ADN i es tradueix una proteina no funcional anomenada huntingtina, que
s'acumula en el citoplasma cel-lular provocant una alliberacié cronica de glutamat que
genera excitotoxicitat i mort neuronal. S'ha vist que |'activacio presinaptica del receptor
mGIuR; i el bloqueig postsinaptic del receptor mGluRs poden inhibir I’alliberacié cronica
de glutamat i eradicar la excitotoxicitat. Aixi, el tractament conjunt amb I'agonista de
mGIluR; (LY379268) i Il'antagonista de mGluRs (MPEP) aconsegueix reduir la
hiperactivitat neuronal, pal-liant aixi el desenvolupament de la malaltia de
Huntington®®®. Un altre clar exemple recau en els receptors d'adenosina i dopamina, que
també es troben fortament implicats en la malaltia de Huntington, ja que diversos
estudis demostren que el bloqueig conjunt del receptor d'adenosina AzaR i del receptor
de dopamina DiR, mitjancant el seus antagonistes especifics SCH58261 i SCH23390
respectivament, afavoreix la degradacié de glutamat i inhibeix la seva alliberacid,
reduint I'excitotoxicitat causada per |'excés d’aquest neurotransmissor i pal-liant aixi la
progressié de la malaltia?°®2%, En la literatura podem trobar infinitat d'exemples més
en els que es demostra la implicacid dels GPCR en la progressid o pal-liament de moltes
malalties neurodegeneratives.
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De fet, aquests receptors presenten un potencial enorme per al desenvolupament de
terapies contra aquest tipus de patologies ja que aquestes presenten una
simptomatologia tant heterogénia com la varietat de GPCR implicats en aquestes
malalties. Utopicament, un bon tractament per aquestes malalties neurodegeneratives
hauria de ser una combinacié de diversos compostos que interaccionin amb diferents
GPCR a I'hora i d'aquesta manera es podria aturar la progressié de la malaltia des de
diferents nivells simultaniament?%2,

1.6. La malaltia d'Alzheimer

A grans trets, podem definir la demencia com un sindrome clinic caracteritzat per un
conjunt de simptomes entre els quals trobem la pérdua de memoria, canvis en el
comportament, impediments en les activitats diaries del pacient i perdua de funcions
cognitives. Concretament, la malaltia d'Alzheimer és una patologia neurodegenerativa
progressiva que rep aquest nom degut al psiquiatra alemany Alois Alzheimer, que fou el
que primer va descriure aquest desordre ja fa més de cent anys?%3,

1.6.1.1. Prevalencga i incidéncia

La malaltia d'Alzheimer és actualment la causa més comuU de demeéncia, amb un
percentatge superior al 60 % dels casos diagnosticats??3. Actualment, hi ha més de 50
milions de persones que pateixen demeéncia arreu del mdn, implicant tant regions
desenvolupades com regions en desenvolupament?%4,

Epidemiologicament, diversos estudis realitzats en la poblacié global europea, com el
que van realitzar H. Niu i col-laboradors al 2016, ens indiquen que, en persones majors
de 65 anys, la prevalenga de la malaltia d'Alzheimer és del 5,05 %, mentre que les
demeéncies es troben al voltant d’'un 7 %. A més, cal tenir en compte que es
diagnostiquen uns 5 milions de casos nous d'Alzheimer cada any i, per tant, es preveu
qgue el nombre de persones que pateixen aquesta malaltia es dupliqui cada 20 anys. Si
parlem d'incidéncia en la poblacié europea de més de 65 anys, aquesta es situa al voltant
de 11,08 per cada 1000 persones-any, tenint en compte que aquesta incidéncia
augmenta exponencialment a partir dels 85 anys d'edat. Precisament en individus
majors de 85 anys, s’estima que gairebé una de cada dues persones arribara a
desenvolupar simptomes de deméncia’®. Aquest augment exponencial en edats
avancades, ens indica que la malaltia d'Alzheimer no deixa de ser una conseqiiéncia
inevitable de I'envelliment. A més, aquests estudis en la poblacié europea demostren
gue aquesta malaltia presenta una incidéncia superior en dones que en homes i en
paisos desenvolupats respecte els paisos en desenvolupament?%®,

Si ens centrem en les causes que poden desenvolupar aquesta patologia, cal tenir en
compte que I'Alzheimer és una malaltia multifactorial de causa desconeguda, on
I'envelliment és el principal factor de risc. Si ens centrem en les causes genétiques, al
voltant d'un 15 % dels casos diagnosticats d'Alzheimer poden ser atribuibles a mutacions
en l'al-lel €4 de I'apolipoproteina E (APOE)?%’. No obstant, a part dels factors genétics,
en trobem molts altres que tenen un paper important en l'aparicié de la malaltia
d'Alzheimer com, per exemple, factors metabolics (obesitat, colesterol alt, consum
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d'alcohol, hipertensié o diabetis), factors psicosocials relacionats amb I'estil de vida
(estat socioeconomic, activitat fisica i mental) i, per ultim, altres factors etiologics com
la inflamacié o I'exposicié a compostos toxics com els metalls pesats?%.

1.6.1.2. Fisiopatologia

Podem dividir la patologia d'Alzheimer en dos tipus en funcié de l'aparicié dels
simptomes. La forma més comuna de la malaltia és I'anomenada late-onset AD i és la
que es desenvolupa en individus majors de 65 anys, perdo també trobem un tipus
minoritari, anomenat early-onset AD, que es desenvolupa en individus d'entre trenta i
seixanta anys. Aquest ultim tipus sol ser provocat per mutacions en els gens que
codifiquen per a les proteines APP (Amyloid Precursor Protein), PS1 (Presenelin-1) i PS2
(Presenelin-2)208209,

La proteina APP és una proteina transmembrana que s'expressa en cel-lules de tot
I'organisme. Els seus nivells d’expressié depenen directament de |'estat fisiologic de Ia
ceél-lula?®®, La funcié fisiologica d'aquesta proteina APP encara no s'ha evidenciat, perod
existeixen nombroses hipotesis que recolzen que tindria un paper rellevant en la
superviveéncia neuronal. Durant el desenvolupament de la malaltia d'Alzheimer, aquesta
proteina APP és transportada pels axons fins als terminals presinaptics, on s'acumula
fins a nivells relativament alts i, degut a un mal processament per part de les secretases
especifiques, resulta en diposits de péptids AR en I'espai sinaptic?!l. Quan formen
agregats insolubles, els péptids AR estan considerats com a substancies neurotoxiques
i, avui en dia, sén la causa principal de demeéncia degut al dany neuronal que poden
causar?!?, Els péptids AR es generen durant el processament de la proteina APP, és a dir,
I'APP actua com a substrat de dos enzims diferents, |'a-secretasa i la B-secretasa, que
s'encarregaran de tallar els dominis extracel-lulars de la proteina APP generant els
péptids APPsq i APPgg, a partir de I'extrem N-terminal, i els fragments CTFa i CTFR, a partir
de I'extrem C-terminal. Els fragments CTFa i CTFR sén processats per un tercer enzim,
anomenat y-secretasa, generant els peptids p3 i B-amiloide (AR). Mentre que el péptid
p3 és soluble i no presenta tendencia a formar agregats, el peptid AR presenta una forta
predisposicié a formar agregats insolubles anomenats plaques R-amiloides?'3214,

El peptid B-amiloide o AR té entre 40 i 42 aminoacids, depenent del punt exacte on la y-
secretasa produeix el trencament?!®. La forma més neurotoxica és la que presenta 42
aminoacids, ja que forma agregats que sén capacos d'interaccionar amb els receptors
AMPA, on s'uneix el neurotransmissor glutamat, i amb canals de Ca?*, incrementant
considerablement el flux de I'i6 Ca?* cap a l'interior de la cél-lula?®. Aquest conjunt
d’efectes desemboca en apoptosi i mort cel-lular?’. A més, la formacié d'aquests
agregats insolubles de péptids AR iniciara una resposta inflamatoria local que també
afavorira la posterior mort neuronal. D'altra banda, durant aquest procés de formacid
d'agregats insolubles, els peptids AR produiran espécies reactives d'oxigen (ROS) que
causaran la peroxidacio dels lipids de les membranes neuronals, inhibint completament
la funcionalitat dels transportadors de glucosa i les ATPases, que es traduira en la perdua
de ’homeostasi i el metabolisme cel-lulars?!’.
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Paral-lelament, la formacié d'aquests diposits de péptid B-amiloide iniciaran una
cascada d'hiperfosforilacié de la proteina tau, una proteina estructural que reforca el
citoesquelet neuronal, que perdra la seva funcid i s'acabara acumulant en forma
d’agregats toxics que impossibilitaran la comunicacié inter-neuronal. Els agregats
insolubles de proteina tau s'anomenen cabdells neurofibril-lars (Figura 12)2%,

Per ultim, és important esmentar el rol de la microglia i els astrocits en la malaltia
d'Alzheimer ja que sén les cel-lules immunitaries per excel-lencia del Sistema Nervids
Central i tenen un paper rellevant en el desenvolupament de la malaltia. En mostres de
pacients d'Alzheimer, trobem cel-lules microglials i astrocits al voltant de les plaques R-
amiloides i dels cabdells neurofibril-lars. Tant la microglia com els astrocits, presenten
un paper dual en la progressié de la patologia. En el cas de la microglia, una activacio
moderada desembocara en un atac immunologic contra els agregats nocius insolubles,
mentre que una activacié exagerada desembocara en una resposta inflamatoria que
afavorira la progressio de la malaltia. D'altra banda, els astrocits sén capagos de secretar
factors trofics que actuaran augmentant la supervivéncia i funcionalitat neuronals, com
és el cas del factor GDNF, pero també sén capacgos d'alliberar factors com el NGF, que
és un compost que genera neurotoxicitat i mort neuronal i, per tant, afavoreix en Ia
progressio de la malaltia!8. Es per aquest motiu que un millor enteniment del paper de
la microglia i dels astrocits en la regulacid de la patologia de I'Alzheimer és necessari per
obrir un nou ventall d'estratégies terapeutiques.

Tau hiperfosforilada

Taupatia: Amiloidosi:
Diposits fibril-lars de proteina Acumulacions del
péptid R-amiloid

Neurodegeneracio:
Dany axonal, ruptura de la

membrana i la senyalitzacioé ‘é

Microglia

J

Disfunci6 sinaptica: A fileulr_oir]flamacitl'q:
Ruptura de la sinapsi strogliosi | microglios
Astrocit

Figura 12: Representacié esquematica de la fisiopatologia de la malaltia d'Alzheimer.
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1.6.1.3. Tractaments actuals

Actualment, existeixen més farmacs destinats a pal-liar la simptomatologia de la malaltia
que farmacs destinats a pal-liar la progressié d'aquesta. En aquest sentit, és necessari
continuar la investigacié per acabar descobrint un tractament que curi la malaltia
d'Alzheimer. Per tal d’identificar i aconseguir desenvolupar un possible tractament per
fer front a aquesta patologia, tenint en compte la complexa fisiopatologia que presenta,
les vies de senyalitzacié en les que podriem incidir sén les seglients: la inhibicié de les
secretases a, B iy per tal de reduir la formacio de peptids B-amiloides, la inhibicié de les
quinases que fosforilen la proteina tau, la utilitzacid de compostos capacos de dissoldre
les plaques RB-amiloides i els cabdells neurofibril-lars, I'augment de la produccio
d'acetilcolina per millorar les funcions cognitives dels pacients o, en darrer lloc, intentar
atacar els factors de risc, com poden ser patologies metaboliques tals com la diabetis de
tipus 11219,

Avui en dia, la majoria dels farmacs aprovats per la FDA (Food and Drug Administration)
contra I’Alzheimer Unicament han demostrat tenir efectes positius en la millora de les
habilitats cognitives dels pacients, perd en cap cas inhibeixen la progressié de la
malaltia?%°. Els cinc farmacs que tenen |'aprovacié de la FDA com a tractament per a
I'Alzheimer sén el Donepezil, la Rivastigmina, la Galantamina, el Memantine i el
Namzaric, essent aquest ultim una combinacié de Donepezil i Memantine??!. Els tres
primers sén inhibidors de I'acetilcolinesterasa, ja que inhibint aquest enzim
s'aconsegueix més disponibilitat d'acetilcolina en les sinapsis i aixi, s'aconsegueix
millorar el fenotip cognitiu del pacient. En contraposicié, el farmac Memantine
antagonitza el receptor NMDA, impedint la unié del glutamat i reduint el flux d'ié Ca?*
cap a l'interior de la neurona. D’aquesta manera s'evita la neurotoxicitat. Per tant, el
Memantine presenta efectes neuroprotectors i millora la simptomatologia del
pacient?09222,

Un cop descrits els farmacs aprovats per la FDA, és important destacar diferents
estrategies de recerca que s'estan seguint en I'actualitat per tal d'identificar i sintetitzar
nous tractaments capacos d'aturar la progressio de la malaltia:

- Terapies centrades en el peptid B-amiloide: laimmunoterapia podria ser una molt bona
opcid, ja que es pot aconseguir una immunitzacid activa mitjancant vacunes
antigeniques que fan que els peptids B-amiloides siguin reconeguts i atacats pel propi
sistema immunitari del pacient??>224, Un gran inconvenient d’aquest tractament podria
ser el desenvolupament d'una resposta autoimmune nociva pel propi organisme??°. Un
altre tipus de terapia centrada en el péptid B-amiloide podria ser la inhibicié de les
secretases. En aquest cas ens trobarem amb menys efectes adversos que la
immunoterapia. Compostos com la myricetina i la neocoylina han demostrat ser bons
inhibidors de la R-secretasa i es troben actualment en estadis pre-clinics??®.
Malauradament, existeixen compostos inhibidors de la y-secretasa pero, en aquest cas,
no han mostrat resultats prometedors ja que la y-secretasa es troba implicada en molts
més processos fisiologics que la R-secretasa i el fet d'inhibir-la és molt més perill6s2?’.
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Una altra estratégia podria consistir en centrar-nos en la inhibicid de la formacié
d'agregats, ja que compostos com la curcumina han demostrat que pal-lien la capacitat
d'agregacio d'aquests péptids insolubles. Per ultim, una altra bona opcié seria centrar-
se en la degradacié dels agregats RB-amiloides nocius mitjancant compostos fenolics
presents en el vi com el resveratrol??8,

- Terapies centrades en la proteina tau: s’ha descrit que una immunitzacié activa contra
la proteina tau té efectes altament neurotoxics???i, per tant, cal buscar altres estratégies
com la inhibicié de la fosforilacid de la proteina mitjancant I’Gs d’inhibidors de les
quinases Cdk5 i Gsk3. No obstant, els assajos clinics amb aquests inhibidors no han
demostrat una eficacia farmacologica important?!3. Una nova estratégia consistiria en
I’estabilitzacié del citoesquelet cel-lular per tal de contrarestar I'efecte de la formacio
dels cabdells neurofibril-lars. Finalment, les investigacions actuals també es centren en
lainhibicid de I'agregacid de la proteina tau mitjangcant compostos especifics com alguns
flavonoids?3°.

- Altres estratégies: la formacié d'agregats insolubles desencadena en una hiper-
activacio dels canals de Ca?*, que acaba conduint a la mort neuronal. Compostos com la
nilvadipina, que sén capacos d'inhibir aquests canals, ens ajudaran a prevenir la
neurotoxicitat causada per un augment descontrolat en la concentracié d'i6 Ca?*
intracel-lular?3!. Finalment, I’Gs d'agents anti-inflamatoris també pot esdevenir una
bona terapia, ja que la formacié d'aquests agregats proteics provoca una greu inflamacio
local que condueix a la mort neuronal?3?,

1.6.2. L'Esclerosi Multiple

La patologia d’Esclerosi Multiple és un desordre inflamatori cronic del Sistema Nervids
Central que normalment afecta a individus d'entre 20 i 40 anys. Es caracteritza per una
desmielinitzacié neuronal progressiva que desemboca en neurodegeneracid i dany
axonal. La seva incidéncia i prevalencga s'estén a nivell mundial. Les arees on trobem més
individus afectats son les regions d'Europa i Ameérica del Nord. D'altra banda, la seva
etiologia exacta segueix sense ésser evident del tot, pero el que esta clar és que es tracta
d'una desregulacid immunologica resultat d'interaccions entre predisposicions
genétiques i factors ambientals?33.

1.6.2.1. Prevalenca i incidéncia

L’Esclerosi Multiple es considera la causa principal de disfuncié neurologica no-
traumatica en adults joves. El nombre estimat d'individus que pateixen la malaltia a
nivell mundial ha incrementat un 10 % des de 2008, fins a un total de 23 milions de
persones afectades en tot el mén. L'augment progressiu de la prevalenca d'aquesta
patologia es pot atribuir parcialment a I'aparicié de la técnica de ressonancia magnética
per imatges (MRI), ja que permet un diagnostic facil en estadis primerencs. Cal tenir en
compte que I'Esclerosi Multiple es troba present en totes les regions del mén i la seva
prevalenca varia considerablement, essent aquesta més elevada a Ameérica del Nord i
Europa, amb uns valors de 140 i 108 casos per cada 100000 habitants, respectivament.
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Els valors de prevalenca més baixos a nivell mundial els trobem al sud d'Africa i a I'est
d'Asia, amb 2,1 2,2 casos per cada 100000 habitants respectivament?3*,

Les diferéncies geografiques i etniques sén factors importants en el desenvolupament
de I'Esclerosi Multiple, ja que I'exposicio solar és un factor de risc i habits culturals tals
com vestir-se amb roba que protegeixi de I|'exposicid solar han contribuit
considerablement a establir aquestes diferéncies en la prevalenca entre diferents
regions?3>. Depenent del pais, el rati d'incidéncia entre dones i homes varia entre 1,5:1
i 2,5:1, ja que esta ampliament descrit que les dones sén més susceptibles a
desenvolupar desordres autoimmunes degut a les oscil-lacions hormonals. D'altra
banda, I'edat també és un factor important en el desenvolupament de la patologia, ja
gue se segueix un mateix patré d’evolucié independentment del sexe o la regid i apareix
un elevat pic d'incidéncia en adults joves d'entre 25 i 35 anys?3®.

1.6.2.2. Fisiopatologia

L’Esclerosi Multiple és una malaltia autoimmune provocada, principalment, per les
cél-lules T activades, amb una contribucié significativa de les cel-lules B. L'atac
immunologic es concentra en I'activacié periférica d'aquestes cel-lules T auto-reactives
que actuaran contra diversos antigens presents en les baines de mielina de les dendrites
neuronals?®’. Aquestes cél-lules T auto-reactives son capaces de creuar la barrera
hematoencefalica, on seran activades per cel-lules presentadores d’antigen locals, com
ceél-lules dendritiques, macrofags i cél-lules B%*8. D’aquesta manera, s’inicia una cascada
inflamatoria on s'alliberen nombroses citocines i quimiocines, es recluten cel-lules T
addicionals, monocits i cél-lules B, que desemboca en una pérdua pronunciada
d'oligodendrocits i en la degradacié progressiva de les baines de mielina que possibiliten
I'impuls eléctric i la comunicacid entre neurones?°. A part de la desmielinitzacid, també
apareix un important dany axonal concentrat en els estadis més primerencs de la
cascada inflamatoria, iniciat per I'activacié persistent dels macrofags i la microglia i els
efectes indirectes produits per tots els factors pro-inflamatoris alliberats tals com les
citocines pro-inflamatories, I'd0xid nitric i el TNF-a?3%24%, Es coneix que les cél-lules B
tenen un paper important en el desenvolupament de la malaltia, perqué s'han
identificat fol-licles de cél-lules B en les meninges de pacients amb Esclerosi Multiple
Secundaria Progressiva (EMSP)?*!. A més, la implicacid de les cél-lules B en la patologia
es confirma amb I'éxit que han assolit les noves terapies immunologiques basades en
cél-lules B (Figura 13)%42,
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Figura 13: Representacio grafica de la fisiopatologia de I'Esclerosi Multiple.

L’Esclerosi Multiple és una malaltia que presenta predisposicid genetica, ja que no
mostra un clar patré d'heréncia entre pares i fills, pero el risc de patir la malaltia quan
un familiar de primer grau ja la presenta és deu vegades més elevat, passant del 0,2% al
2%2%*3. L'al-lel HLA-DR2 present en el cromosoma 6p21 és I'Ginic que ha demostrat estar
significativament associat amb el risc genétic de patir Esclerosi Multiple?**. Per tant, el
risc de patir aquesta malaltia el determinara una combinacié entre predisposicid
geneticai diversos factors ambientals, entre els quals és important destacar el deficit de
vitamina D, ser fumador o el fet d'haver patit una previa infeccié amb el virus d'Epstein-
Barr?®®, 'etiologia de la malaltia segueix manifestant certa controvérsia, ja que certs
estudis han demostrat que la prevalenca de I'Esclerosi Multiple és molt més gran en
regions on hi ha una menor exposicid solar?*® i altres estudis relacionen uns alts nivells
de vitamina D amb un possible rol protector davant el desenvolupament d'aquesta
patologia®*’. Altres factors ambientals que es consideren determinants en |'aparicié de
la malaltia sén la microbiota intestinal, el mes de naixement i el fet d'haver pres pindoles
anticonceptives?48249,

Fenotipicament, la patologia d'Esclerosi Multiple es pot manifestar de diferents
maneres, ja que els seus simptomes clinics sdn molt variables i heterogenis entre els
pacients. Els simptomes més comuns en estadis primerencs sén el deteriorament
cognitiu, la incontinéncia urinaria, la fatiga, I'espasticitat muscular i la pérdua de
I'equilibri®®®. A més, podem diferenciar entre dos tipus principals d'aquesta malaltia
depenent de les seves manifestacions fenotipiques. La forma més comu és I'Esclerosi
Multiple relapsing-remitting o Esclerosi Multiple de brots, que conté el 85% dels casos
diagnosticats i es caracteritza per I'aparicio de diversos brots de la malaltia separats per
periodes d'estabilitat. Aquests brots es troben directament relacionats amb I’evolucié
de la patologia, sobretot en els primers 5 anys, ja que més endavant, els pacients van
acumulant disfuncions residuals irreversibles>12°2,
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L'altre manifestacio fenotipica és I’Esclerosi Multiple Primaria Progressiva, que compréen
el 15% dels casos diagnosticats. En aquest cas, el pacient presenta un empitjorament
progressiu diari de la simptomatologia, sense oscil-lacions entre brots ni periodes
d'estabilitat. Aquest tipus minoritari es caracteritza per aparéixer en edats més
avancades i es manifesta més en homes que en dones?*°.

En darrer lloc, és important destacar que el diagnostic de I'Esclerosi Multiple es basa en
la realitzacid de tests paraclinics tals com la ressonancia magneética per imatges (MRI),
gue ens serveix per identificar lesions en el Sistema Nervids Central o I'analisi del liquid
cefaloraquidi, que ens serveix per determinar biomarcadors d'inflamacié que es troben
presents en més del 85% del pacients amb Esclerosi Multiple?®3.

6.2.3. Tractaments actuals

Actualment, hi ha diferents linies d'investigacid obertes per tal d'identificar i
desenvolupar noves terapies que siguin capaces d'aturar la progressid de la malaltia.
Entre elles, les que presenten resultats més prometedors i seria interessant destacar
son les seglients:

- Combinacié d’'IFN- B i acetat de glatiramer (GA): és una terapia combinada que utilitza
I'lFN-R per modular |'activacié de cel-lules T i B i la secrecié de citocines i el GA per
modular la funcié de les cél-lules T reguladores. Aquesta terapia ha demostrat una
eficacia moderada, reduint I'aparicié de brots i la progressié de la malaltia en un 30%
dels casos?**.

- Teriflunomida: es tracta d'un inhibidor reversible de I'enzim mitocondrial dihidrorotat
deshidrogenasa (DHODH), que és un enzim que promou una rapida proliferacié de
cél-lules immunolodgiques. Per tant, la seva inhibicié pot pal-liar la cascada
immunologica?>>2°8,

- Dimetilfumarat: es tracta d'una medicacié administrada per via oral que ha estat
aprovada per la FDA pel tractament de I'Esclerosi Multiple relapsing-remitting. La seva
funcid consisteix en promoure l'alliberaci6 de compostos antiinflamatoris i
citoprotectors de la via de senyalitzacié Nrf2, un important factor antioxidant?>’.

- Fingolimod: es tracta d'un modulador del receptor S1P que inhibeix la migracié de les
cél-lules T des dels limfonodes, reduint la infiltracid d’aquestes cel-lules auto reactives
al SNC. Actualment, aquest compost es troba en fase clinica Il pel tractament de
I’Esclerosi Multiple relapsing-remitting®>82°°.

- Anticossos monoclonals recombinants: el Natalizumab va ser el primer tractament
d’aquest grup en ser aprovat per la FDA per combatre |'Esclerosi Multiple relapsing-
remitting. Es tracta d'una molécula d'adhesio selectiva que inhibeix el flux de cél-lules
inflamatories en el SNC?*4. Un altre exemple és I'Alemtuzumab, que actua sobre la
proteina de membrana CD52, que s’expressa a nivells molt elevats en limfocits T i B,
pal-liant aixi, considerablement, la seva capacitat migratoriaZ®.
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Per ultim, és important parlar de |I'Ocrelizumab, que és un compost que reacciona amb
la proteina de membrana CD20 dels limfocits B. Actualment, és |'Unic tractament
aprovat per la FDA per tractar les dues manifestacions fenotipiques de I’Esclerosi
Multiple26t.

En conjunt, podem afirmar que |'Esclerosi Multiple relapsing-remitting o de brots
presenta diversos tractaments que permeten augmentar la durada dels periodes
d'estabilitat i evitar I'aparicié de brots, essent molt important aplicar aquestes terapies
en estadis primerencs del desenvolupament de la malaltia per tal de reduir la inflamacid
i la perdua axonal en el Sistema Nervids Central. Pel tractament d'aquesta manifestacio
fenotipica de la malaltia, s'han aprovat I'lFN-B, |'acetat de glatiramer i la teriflunomida
com a terapies de primera linia. D'altra banda, el Fingolimod s'ha aprovat a Europa com
a terapia de segona linia, de la mateixa manera que els anticossos monoclonals
Natalizumab i Alemtuzumab. Destacar que diversos estudis demostren que la
combinacio de terapies de primera i de segona linia és la millor estratégia per fer front
a I’Esclerosi Multiple de brots?2,

Paral-lelament, el tractament de I'Esclerosi Multiple primaria progressiva és molt més
complex i, malauradament, no existeix cap tractament significativament efectiu, pero
s'estan obtenint resultats positius en estudis recents. Els anticossos monoclonals
recombinants com I'Ocrelizumab han demostrat una reduccid del 25% en la progressio
constant de la malaltia en comparacié amb el grup administrat amb placebo?®!. D'altra
banda, estudis amb altres anticossos monoclonals com el Rituximab no han mostrat cap
millora significativa respecte el grup control?®3, Altres compostos com la biotina, també
coneguda com vitamina H o B7, és un cofactor que afavoreix la sintesi d'acids grassos i
la reparacié de les baines de mielina, perod els assajos clinics realitzats no han obtingut
la eficacia que s'esperava?®. Per Ultim, és important destacar el compost mitoxantone,
que és un agent citotoxic que s’intercala en I'ADN i té la capacitat d'inhibir la
topoisomerasa Il implicada en la reparacié de I'ADN, fet que aconsegueix pal-liar
notablement la proliferacié de les cél-lules immunitaries que inicien la cascada de
senyalitzacio?®4,

1.7. Els receptors d'adenosina

L'adenosina és un nucleosid endogen format per una base purinica i un anell de ribosa.
Es tracta d'una molécula que és produida per practicament totes les cél-lules de
I'organisme huma i participa activament en nombrosos processos fisiologics tals com la
regulacié de la fase son-vigilia, la vasodilatacid, I’estimulacié de la captacié de glucosa o
la inhibicié de la lipolisi, incrementant la disponibilitat de substrats metabolics per a
I'organisme?6>2%6, Tant |'adenosina com els seus derivats son constituents essencials per
a tota cel-lula viva, ja que conformen peces clau per a la formacié de diverses molécules
biologiques tant rellevants com els acids nucleics, els nucledtids ATP i AMP o el cofactor
NAD+, convertint-se en una peca clau en el control del balang energétic cel-lular?®’.
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En condicions fisiologiques, els nivells d'adenosina tant extracel-lulars com
intracel-lulars es troben dins del rang de nanomolar (nM), pero davant de situacions de
dany o estrés cel-lular, aquests valors poden augmentar fins arribar al rang de milimolar
(mM). La concentracié d'adenosina extracel-lular esta regulada per |I'enzim adenosina
desaminasa (ADA), que s'encarrega de la degradacié de l'adenosina extracel-lular
produint inosina?®®. D'altra banda, quan la concentracidé extracel-lular d'adenosina
disminueix, l'ectonucleotidasa CD39 s'encarrega de trencar I'ATP en ADP, que és
convertit en adenosina per accié de I'ectonucleotidasa CD73%%°. Es d'aquesta manera
com el nostre organisme regula la biodisponibilitat d'aquest nucleodsid. Es important
tenir en compte que l'adenosina no és permeable a la membrana plasmatica i, per tant,
necessita de transportadors especifics, essent els més importants els ENTs
(transportadors de nucleosids equilibradors) i els CNTs (transportadors de nucleosids
concentratius). Els CNTs fan servir gradients de sodi per concentrar unidireccionalment
I'adenosina a l'interior de la cel-lula, mentre que els ENTs tenen la capacitat d'importar
i exportar adenosina de la cél-lula de manera bidireccional?’°.

En mamifers, I'expressié dels receptors d'adenosina és molt més abundant en el cervell
que en altres teixits i tipus cel-lulars i, és per aquest motiu, que és molt important
estudiar i determinar les nombroses funcions de I'adenosina en el SNC?’%, En el Sistema
Nerviés Central, I'adenosina secretada per neurones i cel-lules glials actua com a
modulador tant a nivell presinaptic com a nivell postsinaptic i extrasinaptic. Aquest
nucleosid participa, doncs, en el control de |'alliberacié de neutransmissors excitatoris,
en la inhibicié de |'activitat motora espontania, en la regulacié de la diferenciacid i la
migracié neuronals, en la modulacié de la funcid respiratoria i en el control de processos

com la plasticitat sinaptica, la son, I'ansietat i la depressi$?72727>,

L'adenosina és capag de dur a terme les seves funcions mitjangant la unié als receptors
d’adenosina, receptors GPCR que pertanyen a la familia rhodopsin-like o de classe A?7®,
Els GPCR capacos d'unir adenosina han estat classificats en funcid de les seves propietats
moleculars, bioquimiques i farmacologiques en quatre subtipus: els receptors d'alta
afinitat per I'adenosina, que sén els receptors A1 i Axai els receptors de baixa afinitat per
I'adenosina, essent els receptors Azs i As. Aquesta diferent afinitat per I'adenosina és
molt rellevant a nivell fisiologic, on la concentracié d’adenosina és molt heterogenia,
d'entre 30 nM i 980 nM segons la regid cerebral i estat de |'organisme, i per tant,
I’organisme pot realitzar una diferent regulacié funcional en funcié de la concentracié
endogena del nucledsid?”’. El grau d'homologia entre els receptors d'adenosina és
relativament baix i es situa al voltant del 60%. No obstant, a nivell estructural, s'ha
descrit que els tres dominis extracel-lulars i els dominis transmembrana 3 i 7 es troben
altament conservats en els quatre subtipus de receptors d'adenosina i séon claus per ala
unié a lligand?’®. De la mateixa manera que la majoria dels GPCR, les regions que
presenten una major homologia es troben en els dominis transmembrana?’®.

Majoritariament, soén els receptors que presenten alta afinitat per l'adenosina, el
receptor A; i el receptor Aza, els principals responsables dels efectes d'aquest nucleosid
en el SNC, essent el receptor A; el que presenta nivells d'expressido més elevats i amb
una distribucié molt extensa per tot el cervell.
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Per un altre costat, el receptor A;a presenta nivells d'expressid molt elevats pero
Unicament en una regié cerebral molt concreta anomenada ganglis basals?®°. Els
receptors Az i A3, que presenten baixa afinitat per I'adenosina, tindran una implicacid
important en aquelles condicions en les que es vegi incrementada la concentracio
d'aquest nucleosid de manera notoria (Figura 14). A nivell periféric, la distribucié dels
receptors d'adenosina també és molt amplia i aquests receptors s’expressen per tots els
teixits i organs del cos, esdevenint grans dianes terapéutiques per al tractament de
diverses patologies. No obstant, aquesta amplia distribucid per tot I'organisme dificulta
el desenvolupament de farmacs especifics que actuin Unicament en els teixits afectats,
apareixent greus efectes secundaris degut a la unioé a receptors d'adenosina presents en
zones de |'organisme no afectades?8%282,

AR A,R AR AR

. ~- S
Expressio molt elevada i || Expressié molt elevada Expressio elevada i
homogeénia en tot el SNC en ganglis basals homogeénia en tot el SNC

Figura 14: Expressio dels receptors d'adenosina en el Sistema Nerviés Central.

L'adenosina és |'agonista endogen de tots els seus receptors i com a tal, actua com a
agonista total. Malauradament, no és una bona eina per a |'estudi d'aquests receptors
degut a la seva alta susceptibilitat a ser metabolitzada per diferents enzims. No obstant,
I'adenosina és la base estructural de tots els agonistes descrits. Les metil-xantines
constitueixen I’estructura basica sobre la qual s’han dissenyat la majoria d'antagonistes
d’aquests receptors, donant lloc a una elevada seleccid de derivats, molts dels quals
presenten una gran selectivitat per algun subtipus d'aquests receptors?.

El nucleosid de I'adenosina no es considera un neurotransmissor perd comparteix
moltes propietats atribuides al principal neurotransmissor inhibitori, |'acid y-
aminobutiric (GABA). Aixi, el GABA i I'adenosina es consideren les principals molécules
en el control de la transmissid sinaptica glutamatérgica. Per un costat, I'adenosina és
capac d'inhibir I'alliberacié de glutamat mitjancant |'activacié dels receptors A1, fet que
permet desconnectar fisioldgicament les neurones gabaérgiques?®*. Aquesta inhibicid
regula, per exemple, el cicle son-vigilia, promovent la fase de la son. Es per aquest motiu
que la cafeina, antagonista del receptor A, contraresta |'efecte de I'adenosina sobre els
receptors A1 i indueix un estat de vigilia?8>28,
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Degut a la gran varietat de funcions que presenta |I'adenosina a nivell del SNC, és facil
suposar que els diferents subtipus de receptors d’adenosina activaran diferents vies de
senyalitzacié intracel-lular. Aixi, els receptors A1 i As s'acoblen a la proteina G; provocant
la inhibicié de I'enzim adenilat ciclasa i produint una conseqiient disminucié dels nivells
d'AMPc intracel-lulars?’”’, mentre els receptors Axa i A s’acoblen a la proteina Gs,
augmentant els nivells d'AMPc intracel-lulars (Figura 15)%%7. També s'ha descrit la
capacitat dels receptors Az i As per senyalitzar mitjangant I'acoblament a proteina Gg,
activant la fosfolipasa C i afavorint I'alliberacié de calci intracel-lular?®328, Es important
destacar que tots els receptors d'adenosina sén capacos d'activar a les Mitogen
Activated Protein Kinases (MAPK), induint la fosforilacid de les Extracellular Signal-
Regulated Kinase 1/2 (ERK1/2) mitjangant les subunitats B/y de la proteina G2°°. Com la
majoria dels GPCR, els receptors d'adenosina pateixen un procés de dessensibilitzacio
després de periodes d'activacié perllongats. Aquest procés es troba mediat per la
fosforilacié, mitjancant les quinases GRKs (G protein coupled receptor kinases), de
I'extrem C-terminal dels receptors, reclutant les B-arrestines per la seva posterior
internalitzacio. Pel receptor Aj, aquest procés d'internalitzacié es produeix de manera
lenta. En contraposicid, pels receptors Aza i Azg és un procés més rapid i pel receptor As,
és practicament immediat, després de pocs minuts de la seva activacio®??.

Receptors d'alta afinitat per I'adenosina Receptors de baixa afinitat per I'adenosina
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Figura 15: Representacio grafica de la transduccié de senyal induida pels diferents
subtipus de receptors d’adenosina.
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Si ens centrem en els processos de neurodegeneracio, les investigacions es focalitzen en
I'activacio del receptor A1 mitjangcant agonistes especifics?°22°3 o bé en el bloqueig del
receptor A>a mitjancant antagonistes?®* per tal de millorar la simptomatologia en un
estadi de neurodegeneracié. De fet, el primer antagonista del receptor A,a aprovat en
terapia va ser el compost istradefylline; demostrant potenciar la senyalitzacid
dopaminérgica en la malaltia de Parkinson?9>:2%,
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D'altra banda, a nivell del sistema cardiovascular, s'ha observat que l|'activacio dels
receptors A1 i As contribueix en la reduccio del ritme cardiac, mentre que l'activacié del
receptor Aza augmenta el nombre de pulsacions per minut. A més, s'ha observat que
els receptors d'adenosina tenen un paper determinant en la regulacié de I'angiogénesi i
la vasculogénesi. Per aquests motius, els receptors d'adenosina es presenten com una
diana terapéutica interessant pel tractament de certes patologies cardiaques. De fet,
s'ha descrit que I'activacid del receptor A1 mostra un gran efecte tant cardioprotector
com antiinflamatori®®’. En conclusid, actualment trobem nombrosos estudis que,
mitjancant la caracteritzacié funcional d'aquests receptors d'adenosina, pretenen
millorar la qualitat de vida de milions de persones fent front a una gran quantitat de
patologies diverses.

1.7.1. El receptor d'adenosina A2aR

El receptor A;a ha estat ampliament estudiat i posseeix una gran varietat de lligands
capacos d'unir-se a ell. Actualment, trobem molts estudis que es basen en el
descobriment de lligands potents i selectius per aquest receptor, ja que s'ha vist que
tenen gran potencial terapéutic per combatre diverses patologies??®3%, E| disseny
d'agonistes del receptor A, té com objectiu principal combatre malalties com I'asmai
el dolor neuropatic®®, mentre que el desenvolupament d'antagonistes d'aquest
receptor es troba més enfocat cap al tractament de malalties neurodegeneratives i el
cancer3%,

L’AzaR, com a GPCR, presenta una estructura de set dominis transmembrana d'entre 25
i 27 aminoacids que estan connectats mitjancant loops intracel-lulars i extracel-lulars.
L'extrem N-terminal del receptor es troba situat a l'espai extracel-lular i és
particularment important per la unié del lligand. Actualment, trobem disponibles
diverses estructures cristal-litzades del receptor A;s, que s'han obtingut mitjangant
cristal-lografia de raigs X i sén una eina clau pel desenvolupament de nous compostos
per a aquest receptor3®-306, Aquests assajos també han permés demostrar I’existéncia
d'una "butxaca al-losterica", anomenada sodium ion pocket, degut al fet de detectar una
elevada concentracié d'ions sodi en aquest espai. Aquest sodium ion pocket es troba
altament conservat en tota la familia de GPCRs i, és un punt clau en el desenvolupament
de moduladors al-lostérics del receptor Aza, obrint un nou cami en la investigacié de
lligands, més enlla dels tradicionals agonistes i antagonistes que s'uneixen al centre
ortostericl®?,

El receptor Aza s’expressa a diferents nivells en una gran varietat de teixits. No obstant,
I’area del SNC on és més abundant la seva expressié sén les neurones presents en els
ganglis basals, concretament en I'estriat?®. A nivell periféric també s’expressa als
pulmons, ronyons, vasos coronaris, aorta i fetge3?’. Quan s’activa, s’acobla a una
proteina Gs, estimulant I'enzim adenilat ciclasa i produint un conseqlient augment dels
nivells d'AMPc intracel-lulars. Aquest AMPc actuara com a segon missatger activant la
proteina quinasa A (PKA), que generara diverses respostes cel-lulars. Entre elles, la més
rellevant sera I'activacid per fosforilacié de CREB, que és un factor de transcripcid que
actuara modulant I'expressié genica. Entre d’altres, inhibira I'expressié de NF-kRB, un
factor nuclear altament implicat en la induccié d'una resposta inflamatoria3%,
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Els agonistes més importants del receptor A,a es basen en I'esquelet molecular del
nucledsid d'adenosina3®. De fet, s’ha descrit que les modificacions en el carboni situat
en la posicié 2 (C2) com per exemple, I'addicié de grups ami, ofereixen als compostos
una major selectivitat pel receptor Aza. La disponibilitat d'estructures cristal-litzades del
receptor en presencia d'agonistes especifics ha donat llum a les interaccions que es
produeixen entre els lligands i el centre ortostéric®'®. Per exemple, I'estructura
cristal-litzada del receptor Aza juntament amb el seu agonista especific, el CGS21680, ha
ajudat enormement a entendre les bases moleculars per tal de dissenyar agonistes
especifics i selectius per a aquest receptor3®. En el cas dels antagonistes, existeix una
diversitat estructural entre lligands molt superior que en el cas dels agonistes3!'.
Principalment, els compostos es basen en I’esquelet d'adenines i xantines que presenten
afinitat i selectivitat pel receptor A;a3%’. Entre tots els antagonistes, és important
destacar l'istradefylline, aprovat per la FDA pel tractament del Parkinson, que s’ha
desenvolupat sobre I'esquelet molecular de les xantines i presenta una Ki de 36 nM
sobre el receptor Aja. Estudis recents s'estan centrant en el desenvolupament de
compostos amb comportament dual, que sdn capacos d'antagonitzar el receptor Aza al
mateix temps que realitzen una funcié paral-lela, com és el cas d'alguns compostos que
son capagos d'antagonitzar A2aR mentre activen el receptor dopamineérgic D,. De fet,
aquests compostos han demostrat ser doblement potents en el tractament de la
malaltia de Parkinson?®°. Finalment, és important destacar l'existéncia de diversos
moduladors al-losterics capagos d'unir-se a la sodium ion pocket i modular positivament
o negativament I'activacid de I’A2aR3127314,

Davant processos d'inflamacio, el receptor Aa presenta un comportament dual. Per un
costat, la seva activacié mitjancant la via depenent de proteina G finalitzara amb la
inhibicid de I'expressié de NF-kf3, un potent factor pro-inflamatori i, per tant, presentara
un caracter antiinflamatori 31°. A més, I'activacié d'A2aR afavoreix la produccié de IL-10,
una interleuquina amb propietats antiinflamatories®'®. No obstant, I'is d'antagonistes
com listradefillyne poden reduir la simptomatologia de diverses malalties
neurodegeneratives com la malaltia del Parkinson3!’. Es més, I'antagonitzacié del
receptor Aa produeix la inhibicid de I'enzim MAO, que s’encarrega del catabolisme de
la dopamina. Per tant, si s'inhibeix aquest enzim, s'augmenta de manera indirecta la
biodisponibilitat de dopamina i es millorara I’evolucid de la malaltia del Parkinson3!®. La
cafeina, un altre antagonista d'A;aR, també mostra certa capacitat neuroprotectora, ja
qgue el seu consum és inversament proporcional al risc de patir qualsevol tipus de
deméncia3®®. Per tot aixd, és important seguir endavant amb la investigacié del
comportament d'A;aR davant processos neuroinflamatoris per tal de caracteritzar amb
més detall quin és el seu paper en la progressié o l'aturament d'una cascada
inflamatoria.
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1.7.2. El receptor d'adenosina As;

L'existencia del receptor d'adenosina As va ser hipotetitzada fa gairebé 40 anys en un
intent de caracteritzar el subtipus de receptor d'adenosina que es trobava involucrat en
I'accié inhibitoria de I'adenosina a nivell neuromuscular en les granotes. Per tal
d'explicar aquesta funcid, havia d’existir un nou subtipus de receptor d'adenosina que
encara no havia estat descrit3?°,

Estructuralment, el receptor d'adenosina As presenta una gran diversitat entre les
diferents espécies. De fet, I'homologia que presenten el receptor A; de rata i I’huma és
només del 74%3%'. Aquest subtipus de receptor d'adenosina, s'ha mapejat en el
cromosoma huma 1p21-p13 i esta format, concretament, per 318 residus
aminoacidics3?2. Aquest GPCR presenta una estructura de set dominis transmembrana i
dos extrems N- i C-terminals. L’extrem C-terminal consta de multiples residus de Ser i
Thr que tenen un gran potencial a ser fosforilades i sdn de gran importancia per a la
dessensibilitzacié del receptor un cop aquest ha estat activat i ha finalitzat la seva
resposta3?3. Actualment, s'han dissenyat nombrosos agonistes pel receptor As; que
provenen de multiples modificacions en el nucledsid d'adenosina. Aquestes
modificacions estructurals sén majoritariament en les posicions N6, C2i 5'. Per exemple,
I'agonista IB-MECA deriva d'una combinacié de modificacions de I'adenosina en les
posicions 5'i N6, on s'ha afegit un grup metiluronamida i iodebenzil respectivament. De
fet, la introduccié de petits grups en la posici6 C2 de I'IB-MECA augmenta
significativament I'afinitat i la selectivitat del compost pel receptor Az, com és el cas de
I'agonista 2-CI-IB-MECA324. En darrer lloc, és important destacar que s'han sintetitzat
altres agonistes selectius de I’AsR mitjangant modificacions en I'anell de ribosa present
en el nucleosid de I'adenosina3?®.

En l'organisme huma, el receptor As s'expressa en la majoria de teixits com, per
exemple, els testicles, el pulmd, els ronyons, la placenta, el cor, el cervell, la melsa, el
fetge, I'Gter, la bufeta, el colon i els ulls3?6. No obstant, els nivells d'expressid sén molt
diferents entre teixits, amb uns nivells elevats en els pulmons o el fetge i
considerablement baixos en el cervell o I'aorta. A nivell cel-lular, s'ha observat expressid
d'AsR en microglia i astrocits, les cél-lules immunitaries del teixit cerebral®?’.
Contrariament, no existeix cap evidencia d'una elevada expressid del receptor As en
cél-lules com els cardiomiocits3?832°, perd si nivells molt elevats d'expressié en les
cél-lules endotelials presents en les artéries coronaries i carotides33%331, Es important
tenir en compte que s'ha detectat I'expressio d'AsR en cél-lules primaries involucrades
en la resposta inflamatoria, tals com els eosinofils33?, els neutrofils333, els monocits334,
els macrofags3?, les cél-lules dendritiques33®, els limfocits®3” o les cél-lules del moll de
I'6s338, Finalment, s'han trobat nivells d'expressid d'AsR molt elevats en diverses linies
cel-lulars canceroses i teixits tumorals, fet que suggereix un rol important d'aquest
receptor com a marcador tumoral33°340,

El receptor Az d'adenosina s'acobla principalment a la proteina G, i de manera més
esporadica, a la proteina G4**!. L’activaci6 del receptor As en cél-lules CHO transfectades
inhibeix I'acumulacié d'AMPc per I'acoblament funcional a proteina Gj, ja que aquesta
inhibicié desapareix en preséncia de la toxina pertussis3*.
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A més, l'activacid del receptor Az també incrementa I'activitat especifica del
fosfatidilinositol (PLC) i aixd desemboca en una mobilitzacié de Ca?* intracel-lular343-343,
D'altra banda, la subunitat R/y de la proteina G també es capac d'activar la via de les
MAP quinases i la posterior fosforilacié de les ERK1/2 quan es dissocia de la subunitat
Ga catalitica. Una altra via de senyalitzacio rellevant durant l'activacié d'As;R és la
PI3K/Akt, ja que l'activacio del receptor As promou la fosforilacié de les Akt gracies a
I'accié de la subunitat B/y de la proteina G a la qual s'acobla3*®. Es important destacar
que les principals accions antiinflamatories del receptor Az es produeixen mitjancant les
vies de senyalitzacié PI3K/Akt i CREB/NF-kR, ja que en cel-lules microglials tractades amb
LPS, I'activacio del receptor Az és capag de suprimir la produccié de TNF-a i IL-2 gracies
a l'activacio de les vies PI3K/Akt i CREB/NF-kR3*’. En conjunt, I'activacié del receptor As
pot desencadenar en la mobilitzacié de diferents missatgers secundaris i vies de
senyalitzacid. En aquest sentit, és important caracteritzar aquesta senyalitzacio tant
complexa per tal d'entendre els mecanismes cel-lulars que es produeixen tant en
condicions fisiologiques com en condicions patologiques.

En el Sistema Nervids Central, el rol del receptor As genera certa controversia. Per
exemple, esta descrit que la seva activacid té un efecte neuroprotector en els primers
estadis d'una isquéemia cerebral, mentre que s'ha vist com una activacio perllongada en
el temps d'aquest receptor pot tenir efectes molt nocius en el desenvolupament de Ia
mateixa patologia, ja que s'incrementarien els efectes excitotoxics34®. Paral-lelament,
s'ha descrit una sobreexpressid del receptor Az en el SNC de pacients que pateixen la
malaltia d'Alzheimer, mentre que no s'han vist canvis a nivell d'expressié en pacients
amb la malaltia de Parkinson*°. En cél-lules glials activades, s'ha observat un efecte
antiinflamatori de I’A3R, essent capa¢ de reduir la migracid cel-lular i la produccié de
TNF-03°. Aquests efectes neuroprotectors del receptor As també s'han observat en
astrocits ja que s'ha vist que sén capacos de produir la quimiocina CCL2, capag de reduir
la migracié cel-lular, quan s'activa el receptor As**l. Es important destacar que s'ha
detectat una sobreexpressié d'AsR en moltes malalties autoimmunitaries, que pot ser
atribuit a I'augment de la concentracié extracel-lular d'adenosina davant d'aquestes
condicions patologiques. Factors de transcripcido com el CREB i el NF-k[3 s'encarreguen
de promoure una resposta inflamatoria i es troben inversament associats a la
sobreexpressié del receptor A33°2. Les dades publicades fins a dia d’avui suggereixen
que l'activacio d'A3;R desemboca en efectes antiinflamatoris i que els agonistes d'aquest
receptor sén molécules amb un elevat poder terapéutic per tractar i pal-liar diversos
desordres neurologics que cursen amb inflamacié. Terapéuticament, la modulacié
al-lostérica del receptor As s'esta valorant com una opcié molt factible per a la medicina
moderna a |I'hora de tractar nombroses patologies, ja que |'expressio tant generalitzada
d'aquest receptor fa que una modulacié ortostérica pugui tenir molts efectes
indesitjats3>3,

Resumint, la investigacid del receptor As i dels seus lligands especifics es troba en
constant creixement i presenta un gran impacte en el descobriment de noves
estrategies terapeutiques ja que aquest receptor esta involucrat en nombrosos
processos fisiologics i patologics. Un enteniment detallat d'AsR proporciona una base
solida per al desenvolupament futur de diferents estrategies farmacologiques.
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Per tant, la investigacio cientifica cada cop esta mes a prop del seu objectiu de
transformar els lligands d'adenosina en farmacs capacos de millorar la salut humana.

1.7.3. L'heteromeritzacid dels receptors d'adenosina

En els darrers vint anys s’"han acumulat clares evidéncies que demostren la capacitat dels
receptors d’adenosina de formar complexos oligomeérics®>*. Entre els diferents
complexos descrits, és important destacar |'heteromer format pels receptors
d’adenosina Ai i Asa. Inicialment, resulta complicat entendre el rol fisiologic d'un
complex heteromeéric on un receptor, en aquest cas I’AiR, s'acobla a proteina G;, mentre
que l'altre, el receptor Aza, s'acobla a proteina Gs’. Aquests dos receptors presenten
senyalitzacions antagoniques, perd quan es troben interaccionant, es forma un complex
heteromeric que actua com a sensor de la concentracio d'adenosina present en I'espai
extracel-lular. Aquests receptors formen un heterotetramer constituit per un
homodimer de receptors A1, un homodimer de receptors Aa i dues proteines G, una G;
i una Gs>>3%6, Quan la concentracié d'adenosina extracel-lular és baixa, predominara la
senyalitzacié A1R-G;j, ja que presenta una afinitat més elevada pel nucleodsid, mentre que,
qguan la concentracié d'adenosina augmenta, es produira la senyalitzacidé A2aR-Gs, que
té una menor afinitat pel seu lligand endogen i bloquejara al receptor A; en ser activat
(Figura 16)%4,

L'heteromer format pels receptors d'adenosina Aza i Azg també es troba ampliament
descrit. En aquest cas, ambdds receptors acoblen una proteina Gs i la senyalitzacié
predominant és la del receptor Aza 3°73%%, De manera interessant, quan |'expressié del
receptor A;g augmenta, la senyalitzacié del receptor A, es veu bloquejada. Per tant,
I'heteromer A2aR-A2sR es comporta com una gran unitat funcional que, davant de certs
processos patologics com la hipoxia, |'expressid del receptor Az augmenta
considerablement i d'aquesta manera es pot bloquejar el caracter pro-inflamatori i
nociu que presenta el receptor A, en ser activat (Figura 16)3°%3€0,

Per ultim, I'heteromer format pels receptors d'adenosina Aza i Az s'ha identificat i
caracteritzat durant el desenvolupament d'aquesta Tesi Doctoral. Si tenim en compte
tota aquesta informacid, podem hipotetitzar que els quatre subtipus de receptors
d'adenosina son capacos d'interaccionar entre ells. No obstant, no hi ha informacio
corresponent als heteromers dels receptors Azs-As i A1-As i el trencaclosques de la
senyalitzacié adenosinergica no es trobara complert fins que es caracteritzin aquestes
interaccions3?,

Finalment, és important tenir en compte que els receptors d'adenosina també sén
capacos d'interaccionar amb molts altres GPCR de diferents families, com seria el cas
dels heteromers formats pels receptors Aza-D2 i A2a-CB3, on es produeix un bloqueig per
part del receptor Aa i es potencia la funcié dopaminérgica i canabinnoide en preséencia
d'un antagonista del receptor A;a tant en cél-lules HEK-293T transfectades com en
cultius primaris de microglia provinent de ratolins wild-type i ratolins APPsy,inda COM a
model animal de la malaltia d'Alzheimer!78362,
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Figura 16: Implicacié funcional de la formacié d'heterodimers entre receptors
d'adenosina.

1.7.4. Els receptors d'adenosina en la malaltia d'Alzheimer

Primerament, és important tenir en compte que l'adenosina presenta dos efectes
moduladors a nivell de SNC, ja que per un costat actua com a modulador homeostatic i
per |'altre com a neuromodulador a nivell sinaptic. Els seus efectes son mediats pels
receptors d'adenosina, que formen part de la familia dels GPCRs, essent els subtipus AR
i A2aR els receptors d’alta afinitat i els més estudiats. Esta ampliament descrit que
I"activacié del receptor d'adenosina Aza promou el progrés de la neurodegeneracio,
mentre que els receptors A1 i Az presenten un efecte més protector. Si entrem en més
detall, s’"ha descrit que la transduccid de senyal del receptor Axa és capac de modular i
afavorir el desenvolupament de diverses malalties neuroinflamatories com
I'Alzheimer?90:2752%94 D’acord amb aquests estudis, I’Us d’antagonistes d'aquest receptor
confereix neuroproteccié en diferents condicions patologiques del nostre cervell. Un
exemple clar recau en una millora dels déficits cognitius en ratolins APPsy ind cOM a
model animal de la malaltia d'Alzheimer3633%4,
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L’efecte neuroprotector del bloqueig del receptor Aa pot ser mimetitzat perfectament
per la cafeina?’>3%%, ja que s'ha descrit en nombrosos estudis que el consum d’aquesta
substancia, un antagonista no-selectiu dels receptors d'adenosina, és inversament
proporcional a la incidencia de la malaltia d'Alzheimer i d'altres tipus de
deméncies3193%6, En la mateixa linia, altres estudis han demostrat clarament que, en
models animals de ratolins als quals s'ha administrat una injeccid
intracerebroventricular de peptid AR, tant la cafeina com I'antagonista especific del
receptor Az, I'SCH58261, sén capacos de reduir la sinaptotoxicitat i millorar el déficit
cognitiu®®’. En conjunt, aquests estudis arriben a la conclusié de que, el bloqueig del
receptor d'adenosina A,a mitjancant antagonistes, és capa¢ de millorar Ia
simptomatologia de la malaltia d'Alzheimer, reduint la pérdua de memoria, la disfuncié
sinaptica i els déficits cognitius3®*. A més, fent Us de la técnica PET (tomografia d'emissié
de positrons), s'ha descrit que existeix una sobreexpressié del receptor A,a en neurones
hipocampals i de I'escorca frontal d'individus que pateixen la malaltia d'Alzheimer368369,
Contrariament, pel que fa al receptor d'adenosina A1, s'ha demostrat que els seus nivells
d'expressié son més baixos en I'hipocamp d'individus amb la malaltia d'Alzheimer si els
comparem amb individus sans3’® mentre que existeix una sobreexpressié del receptor
A1 en I'escorca frontal i en les neurones apoptotiques d'individus amb Alzheimer368371,

Paral-lelament, s'ha vist que I'activacid del receptor d'adenosina Aa en les cel-lules
endotelials fa incrementar la permeabilitat de la barrera hematoencefalica, fet que
facilita 'entrada de macromolécules tals com factors proinflamatoris i neurotoxics al
SNC, contribuint fortament en la progressié de la malaltia d'Alzheimer3’2. A més, en
cervells de pacients amb Alzheimer, s'ha detectat una sobreexpressié del receptor Aza
en astrocits, que es tradueix en una reduccid de la capacitat d'absorcié de glutamat per
part de la cél-lula, desencadenant en una important excitotoxicitat’3. Per ultim, és molt
important destacar que els receptors d'adenosina i, concretament el receptor
d'adenosina A.a, poden ser dianes terapeutiques essencials per a poder aturar la
progressio d'una malaltia tant ampliament distribuida en la nostra societat com és la
malaltia d'Alzheimer®74,

1.7.5. Els receptors d'adenosina en I'Esclerosi Multiple

Estudis recents han determinat que els pacients amb Esclerosi Multiple expressen nivells
alterats d'adenosina, dels seus receptors i d'altres proteines involucrades en la cascada
de senyalitzacié d’aquest nucledsid3’>.

El receptor d'adenosina Aza presenta un rol molt important en el desenvolupament de
I’Esclerosi Multiple. De fet, ratolins knockout per al receptor A,a que pateixen
encefalomielitis (EAE), un model animal d'Esclerosi Multiple ampliament acceptat,
presenten una progressio de la malaltia molt més severa en comparacié amb els ratolins
wild-type®’®, fet que s'atribueix a un augment en el nombre de cél-lules que secreten
factors pro-inflamatoris com I'lFN-y, la IL-17 i el GM-CSF (granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor)?”’. Concretament, els ratolins knockout pel receptor Aza
presentaven un augment en el dany axonal, una desmielinitzacié més extensa i un
augment en el nombre de cél-lules T auto-reactives a nivell de SNC372,
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A més a més, s'ha observat que el receptor Aya es troba sobreexpressat en I’endoteli de
les arees del cervell on trobem lesions provocades pel desenvolupament d'aquesta
malaltia autoimmunitaria i, els limfocits provinents de pacients amb Esclerosi Multiple,
presenten una expressio del receptor Aza superior si ho comparem amb els limfocits T
d'individus sans. A més, el tractament dels limfocits T auto-reactius amb agonistes
especifics del receptor Aza, desemboca en una inhibicid de la secrecié de compostos pro-
inflamatoris tals com la IL-6, la IL-17, 'IFN-y, el VLA-4 i el NF-kR37°. Paradoxalment,
resultats similars s'han obtingut amb el tractament amb antagonistes especifics del
receptor Aza, ja que s'ha observat com, I'administracié d'antagonistes d'aquest receptor
en els estadis més severs de la malaltia, produeix una disminucié en la infiltracié de
cel-lules T al SNC, en els nivells d'IFN-y i en la progressid de la desmielinitzacio.

Esta generalment acceptat que |'estimulacio del receptor Aza es troba associada amb la
inhibicié de la diferenciacié de les cel-lules progenitores d'oligodendrocits i amb
I'augment de la permeabilitzacié de la barrera hematoencefalica®’2. De fet, s’ha descrit
que l'activacié del receptor Aza afavoreix I'expressié de la quimiocina CX3CL1 en les
cel-lules presents en la barrera hematoencefalica, fet que permetra la infiltracié massiva
de cél-lules T auto-reactives en el SNC38°, En paral-lel, estudis recents demostren que la
inhibicié del receptor A;a redueix la permeabilitat de la barrera hematoencefalica i,
conseqlentment, s'atenua la infiltracid de limfocits T al SNC i la progressié de la
malaltia3®l. Aquest conjunt de resultats que ha generat certa controvérsia en la
investigacio de I’Esclerosi Multiple, es podria resumir destacant la dualitat del receptor
Az ja que, en els estadis primerencs del desenvolupament de la malaltia, reduira la
severitat de la patologia mentre que, en els estadis més severs, afavorira la progressio
d’aquesta3’’.

Finalment, ésimportant destacar que el receptor d'adenosina As presenta un paper molt
important en la regulacié immunitaria3’>. Precisament, un estudi recent demostra que
el receptor As es troba sobreexpressat en el SNC de ratolins amb encefalomielitis i que
la seva activacido amb agonistes especifics com el 2-CI-IB-MECA redueix la secrecié de
TNF-a per part de les cél-lules microglials d'aquests ratolins3®2. No obstant, mentre el
paper del receptor As ha estat ampliament caracteritzat en la investigacid contra el
cancer®®, el seurol en lafisiopatologia de I'Esclerosi Multiple encara no ha estat estudiat
i la informacio sobre aquest receptor és limitada. Per tant, sdn necessaris més estudis
per tal de determinar el paper del receptor As en la progressio de I'Esclerosi Multiple i
poder contribuir aixi en el disseny de noves estratégies terapeutiques on la senyalitzacié
adenosinergica obre un ampli ventall de possibilitats per a un enteniment més profund
d'aquesta patologia®’>.
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2. OBJECTIUS

- Objectiu 1: Determinar si els receptors de cannabinoides de tipus 1 (CB1R) i de tipus 2
(CB2R) formen complexos heteromérics amb el receptor de grelina (GHS-R1a) a nivell de
membrana plasmatica i caracteritzar la seva expressid i senyalitzacid en cultius primaris
de neurones estriatals provinents de ratolins alimentats amb una dieta hipercalorica.

- Objectiu 2: Caracteritzar la selectivitat funcional d'una llibreria de compostos
cannabinoides pels receptors CB1, CB;i I'heteromer de receptors CB1-CB; en abséncia i
presencia de CBD.

- Objectiu 3: Caracteritzar I'agonisme esbiaixat de les formes acides i variniques del
cannabidiol (CBDA i CBDV), del cannabigerol (CBGA i CBGV) i del A%-THC (A°-THCA i A®-
THCV) pels receptors cannabinoides CB1, CB, i I'heteromer de receptors CB1-CB,.

- Objectiu 4: Determinar si existeix una interaccié especifica entre el receptors
d'adenosina Aza i As a nivell de membrana plasmatica i caracteritzar |'expressio i
senyalitzacié del nou complex heteromeric en neurones primaries d'escorca, d’estriat i
d’hipocamp i en cultius primaris microglials de ratolins CD-1 i ratolins APPsw,inga model
animal d'Alzheimer. Finalment, detectar el nivell d’expressié de I'heteromer de
receptors A,a-As en seccions de cervell provinents de ratolins model d'Esclerosi Multiple.

- Objectiu 5: Determinar si existeix una interaccid especifica entre el receptor
d'adenosina Axa i el receptor de cannabinoides CB; a nivell de membrana plasmatica i
caracteritzar la senyalitzacié del nou complex en cultius primaris de microglia en repos i
microglia activada. Detectar els canvis en |'expressid i senyalitzacié de I'heteromer AzaR-
CB2R en cultius primaris de microglia provinents de ratolins APPsw,ina model animal
d'Alzheimer.
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La Tesi Doctoral de I'Alejandro Lillo Marquez que reb el titol de "Potencial dels
heteromers de receptors d'adenosina i de cannabinoides com a dianes terapéutiques
en malalties neurodegeneratives i obesitat” es presenta com un compendi de
publicacions.

L'article "Ghrelin and cannabinoid functional interactions mediated by ghrelin/CB;
receptor heteromers that are upregulated in the striatum from offspring of mice under
a high fat diet" ha estat publicat a la revista Frontiers in Cellular Neuroscience amb un
factor d'impacte en I'any de publicacié (2021) de 6,147 (Q1). L'article "ldentification of
the ghrelin and cannabinoid CB; receptor heteromer functionality and marked
upregulation in striatal neurons from offspring of mice under a high-fat diet" ha estat
publicat a la revista International Journal of Molecular Sciences amb un factor d'impacte
enl'any de publicacié (2021) de 6,208 (Q1). L'article "Cannabidiol skews biased agonism
at cannabinoid CB: and CB; receptors with smaller effect in CB1-CB; heteroreceptor
complexes" ha estat publicat a la revista Biochemical Pharmacology amb un factor
d'impacte en I'any de publicacié (2018) de 4,825 (Q1). L'article "Pharmacological data
of cannabidiol- and cannabigerol-type phytocannabinoids acting on cannabinoid CB;,
CB; and CB1/CB; heteromer receptors" ha estat publicat a la revista Pharmacological
Research amb un factor d'impacte en I'any de publicacié (2020) de 7,658 (Q1). L'article
"Similarities and differences upon binding of naturally occurring A°-
tetrahydrocannabinol-derivatives to cannabinoid CB; and CB;receptors" ha estat
publicat a la revista Pharmacological Research amb un factor d'impacte en I'any de
publicacid (2021) de 10,334 (Q1). L'article "Adenosine Aza and As receptors are able to
interact with each other. A further piece in the puzzle of adenosine receptor-mediated
signaling" ha estat publicat a la revista International Journal of Molecular Sciences amb
un factor d'impacte en I'any de publicacié (2020) de 5,924 (Q1). L'article "Expression of
the adenosine A;a-As; receptor heteromer in different brain regions and marked
upregulation in the microglia of the transgenic APPsw,ind Alzheimer's disease model"
ha estat publicat a la revista Biomedicines amb un factor d'impacte en I'any de publicacié
(2022) de 4,757 (Q2). L'article "Potentiation of cannabinoid signaling in microglia by
adenosine A;a receptor antagonists" ha estat publicat a la revista Glia amb un factor
d'impacte en I'any de publicacié (2019) de 5,984 (Q1).

En I'estudi "Ghrelin and cannabinoid functional interactions mediated by ghrelin/CB;
receptor heteromers that are upregulated in the striatum from offspring of mice under
a high fat diet" el doctorand Alejandro Lillo va participar en la realitzacié dels assajos
d'immunocitoquimica, els assajos de transferencia d'energia ressonant per
bioluminescéncia (BRET), els assajos de senyalitzaci6 d'acumulacié d'AMPc
intracel-lular, fosforilacid de les ERK1/2 i mobilitzacié de Ca?* en cél-lules HEK-293T
transfectades i va participar en la redaccié del manuscriti en el disseny i obtencié de les
figures on s'inclouen les representacions grafiques. En I'estudi "ldentification of the



ghrelin and cannabinoid CB, receptor heteromer functionality and marked
upregulation in striatal neurons from offspring of mice under a high-fat diet" el
doctorand Alejandro Lillo va participar en la preparacié dels cultius primaris de neurones
d'estriat a partir de fetus de ratolins CD-1 aixi com en la realitzacid dels assajos de
senyalitzacié en neurones estriatals i, per ultim, va participar en la redaccié del
manuscrit i en el disseny i obtencid de les figures on s'inclouen les representacions
grafiques. En I'estudi "Cannabidiol skews biased agonism at cannabinoid CB; and CB:
receptors with smaller effect in CB:-CB2 heteroreceptor complexes" el doctorand
Alejandro Lillo va realitzar els assajos d'acumulacié d'AMPc intracel-lular, de fosforilacid
de les ERK1/2 i de reclutament de R-arrestines en cél-lules HEK-293T transfectades. En
els estudis "Pharmacological data of cannabidiol- and cannabigerol-type
phytocannabinoids acting on cannabinoid CB;, CB, and CB1/CB; heteromer receptors"
i "Similarities and differences upon binding of naturally occurring A°-
tetrahydrocannabinol-derivatives to cannabinoid CB; and CB; receptors" el doctorand
Alejandro Lillo va participar en la realitzacié dels assajos de binding per HTRF, els assajos
d'acumulacié d'AMPc intracel-lular i fosforilacié de les ERK1/2 en cél-lules HEK-293T
transfectades aixi com en el disseny i obtencié de les figures on s'inclouen les
representacions grafiques. En l'estudi "Adenosine A;a and Az receptors are able to
interact with each other. A further piece in the puzzle of adenosine receptor-mediated
signaling" el doctorand Alejandro Lillo va participar en la realitzacié dels assajos
d'immunocitoquimica, els assajos de transferencia d'energia ressonant per
bioluminescencia (BRET), els assajos de binding per HTRF, els assajos de senyalitzacid
d'acumulacié d'AMPc intracel-lular, fosforilacié de les ERK1/2 i reclutament de R-
arrestines aixi com en la preparacio de cultius primaris de neurones corticals provinents
de fetus de ratolins CD-1 i, per ultim, també va participar en la redaccié del manuscrit i
en el disseny i obtencid de les figures que contenen les representacions grafiques. En
I'estudi "Expression of the adenosine Axa-As; receptor heteromer in different brain
regions and marked upregulation in the microglia of the transgenic APPsw,ind
Alzheimer's disease model" el doctorand Alejandro Lillo va participar en la preparacio
de cultius primaris neuronals i microglials, en la realitzacio dels assajos d'acumulacié
d'AMPc intracel-lular i de lligacido per proximitat (PLA) aixi com en la redaccié del
manuscrit i en la preparacié de les figures que contenen les representacions grafiques.
Per ultim, en |'estudi "Potentiation of cannabinoid signaling in microglia by adenosine
Az receptor antagonists" el doctorand Alejandro Lillo va participar en la preparacié dels
cultius primaris de microglia provinents de pups de 2-4 dies de ratolins CD-1 aixi com en
la realitzacio i quantificacié dels assajos d'immunocitoquimica.
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3. Resultats

Els resultats de |la present Tesi Doctoral estan reflexos en els seglients articles cientifics:

- Ghrelin and cannabinoid functional interactions mediated by ghrelin/CB; receptor
heteromers that are upregulated in the striatum from offspring of mice under a high
fat diet: Alejandro Lillo*, Jaume Lillo*, Iu Raich, Cristina Miralpeix, Francesc Dosrius,
Gemma Navarro”, Rafael Franco”.

Frontiers in Cellular Neuroscience. 2021 Dec 9. doi: 10.3389/fncel.2021.786597. IF =
6,147 (Q1).

- Identification of the ghrelin and cannabinoid CB: receptor heteromer functionality
and marked upregulation in striatal neurons from offspring of mice under a high-fat
diet: Jaume Lillo*, Alejandro Lillo*, David A. Zafra, Cristina Miralpeix, Rafael Rivas-
Santisteban, Nuria Casals, Gemma Navarro, Rafael Franco.

International Journal of Molecular Science. 2021 Aug 19. doi:10.3390/ijms22168928. IF
=6,208 (Q1).

- Cannabidiol skews biased agonism at cannabinoid CB; and CB; receptors with smaller
effect in CB1-CB, heteroreceptor complexes: Gemma Navarro, Irene Reyes-Resina,
Rafael Rivas-Santisteban, Verdnica Sdnchez de Medina, Paula Morales, Salvatore
Casano, Carlos Ferreiro-Vera, Alejandro Lillo, David Aguinaga, Nadine Jagerovic, Xavier
Nadal, Rafael Franco.

Biochemical Pharmacology. 2018 Sep 5. doi: 10.1016/j.bcp.2018.08.046. IF = 4,825
(Q1).

- Pharmacological data of cannabidiol- and cannabigerol-type phytocannabinoids
acting on cannabinoid CB;, CB; and CB1/CB; heteromer receptors: Gemma Navarro,
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3.1. Ghrelin and cannabinoid functional interactions mediated by ghrelin/CB; receptor
heteromers that are upregulated in the striatum from offspring of mice under a high-
fat diet.

Alejandro Lillo*, Jaume Lillo*, lu Raich, Cristina Miralpeix, Francesc Dosrius, Rafael
Franco” i Gemma Navarro®.

Article publicat a la revista Frontiers in Cellular Neuroscience, Desembre 2021. doi:
10.3389/fncel.2021.786597.

Existeix una clara evidéncia d'una interaccio fisiologica entre el sistema cannabinoide i
de la grelina en el nostre Sistema Nervids Central (SNC) que afecta directament a la
plasticitat neuronal dels circuits de recompensa. L'objectiu principal d'aquest estudi va
consistir en determinar les interaccions moleculars i funcionals entre el receptor
cannabinoide de tipus 1 (CB1R) i el receptor de grelina (GHS-R1a). En un sistema
heteroleg com sén les cel-lules HEK-293T transfectades i fent Us de la técnica de
transferencia d'energia ressonant per bioluminescencia (BRET), es va demostrar que el
receptor CB; i el receptor GHS-R1la sén capacos d'interaccionar formant complexos
heteromerics. A més, es va determinar que la senyalitzacié caracteristica del nou
heteromer descrit es basa en un bloqueig de la senyalitzacié G; del receptor CB; per part
del receptor GHS-R1a i, alhora, en una potenciacidé de la senyalitzacié Gq del receptor
GHS-R1a per part del receptor CB1, sobretot quan el receptor cannabinoide s'activa a
baixes concentracions de |'agonista especific ACEA. Mitjancant I'assaig de lligacié per
proximitat (PLA), es va demostrar |'expressié d'heteromers CB1R-GHS-R1a en cultius
primaris de neurones estriatals de ratolins CD-1. A més, es va determinar una
sobreexpressio d'aquests complexos heteromerics en preséncia de 200 nM de grelina i
100 nM d’ACEA. Paral-lelament, la sobreexpressio de I’"heteromer CB1R-GHS-R1a també
s'observa en cultius primaris de neurones estriatals provinents de ratolins alimentats
amb dieta hipercalorica (HFD) en comparacié amb ratolins alimentats amb dieta
estandard (STD). Tots aquests resultats ens ajuden a entendre millor la gran complexitat
de les interaccions funcionals neuromoduladores presents en el nostre Sistema Nervios
Central.
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Ghrelin and Cannabinoid Functional
Interactions Mediated by Ghrelin/CB+
Receptor Heteromers That Are
Upregulated in the Striatum From
Offspring of Mice Under a High-Fat
Diet

Alejandro Lillo'T, Jaume Lillo%3, lu Raich’, Cristina Miralpeix*°, Francesc Dosrius?,
Rafael Franco?%¢*" and Gemma Navarro 27*t
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Carlos Ill, Madrid, Spain, *Department of Biochemistry and Molecular Biomedicine, Universitat de Barcelona, Barcelona,
Spain, “Basic Sciences Department, Faculty of Medicine and Health Sciences, Universitat Internacional de Catalunya, Sant
Cugat del Valles, Spain, °University of Bordeaux, INSERM, Neurocentre Magendie, Bordeaux, France, °School of Chemistry,
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There is evidence of ghrelinergic-cannabinoidergic interactions in the central nervous
system (CNS) that may impact on the plasticity of reward circuits. The aim of this article
was to look for molecular and/or functional interactions between cannabinoid CB+ and
ghrelin GHS-R1a receptors. In a heterologous system and using the bioluminescence
resonance energy transfer technique we show that human versions of cannabinoid CBj
and ghrelin GHS-R1a receptors may form macromolecular complexes. Such receptor
heteromers have particular properties in terms of CB+/Gi-mediated signaling and in terms
of GHS-R1a-Gq-mediated signaling. On the one hand, just co-expression of CB1R and
GHS-R1a led to impairment of cannabinoid signaling. On the other hand, cannabinoids
led to an increase in ghrelin-derived calcium mobilization that was stronger at low
concentrations of the CB; receptor agonist, arachidonyl-2’-chloroethylamide (ACEA).
The expression of CB1-GHS-R1a receptor complexes in striatal neurons was confirmed
by in situ proximity ligation imaging assays. Upregulation of CB{-GHS-R1a- receptor
complexes was found in striatal neurons from siblings of pregnant female mice on a
high-fat diet. Surprisingly, the expression was upregulated after treatment of neurons
with ghrelin (200 nM) or with ACEA (100 nM). These results help to better understand
the complexities underlying the functional interactions of neuromodulators in the reward
areas of the brain.

Keywords: CB1 cannabinoid receptor, hunger hormone, marihuana consumption, orexigenic, obesity, addiction,
ghrelin receptor (GHS-R1a), cannabinoids

Frontiers in Cellular Neuroscience

www.frontiersin.org 1

December 2021 | Volume 15 | Article 786597



Lillo et al.

Ghrelinergic-Cannabinoidergic Interactions in the CNS

INTRODUCTION

Cell surface cannabinoid receptors were identified as targets of
natural compounds present in Cannabis sativa, specially of A°-
tetrahydrocannabinol (A°-THC; (6aR, 10aR)-6,6,9-trimethyl-
3-pentyl-6a,7,8,10a-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-1-ol; CAS
registry number: #1972-08-3). So far, two cannabinoid receptors
have been cloned and pharmacologically characterized, the CB;
and the CB; receptors. They belong to class A rhodopsin-like
G-protein coupled receptors (GPCRs) and both have Gi
as the canonical heterotrimeric G protein to which they
couple (Alexander et al., 2021). Subsequent to the discovery
of cannabinoid receptors, the main compounds that act as
endogenous agonists were identified, 2-arachidonoylglycerol (2-
AG) and anandamide (N-arachidonoylethanolamine). Further
components of the endocannabinoid system are the enzymes
that synthesize and degrade 2-AG and anandamide (Lu
and Mackie, 2016). Cannabis smoking leads to psychotropic
events that are due to A’-THC acting on the CB; receptor
(CB1R), which is reportedly the most abundant GPCR in the
central nervous system, being expressed in almost any region
of the brain and both in neurons and glia (Elphick and
Egertovd, 2001; Mackie, 2005). In addition, it is well established
that cannabis use has orexigenic properties (Pagotto et al,
2006).

Ghrelin has been considered as the “hunger hormone”
(Funahashi et al., 2003; Abizaid and Horvath, 2008; Schellekens
et al, 2010; Cassidy and Tong, 2017). Ghrelin, a 28-amino
acid peptide produced by specialized cells of the gastrointestinal
tract, activates central mechanisms that control food intake
(Funahashi et al., 2003; Abizaid and Horvath, 2008; Schellekens
et al., 2010; Cassidy and Tong, 2017). However, in mammals,
there are overlapping mechanisms, both central and peripheral,
that control food intake. Ghrelin acts via a specific receptor,
GHS-R1a, that belongs to the family of GPCRs, couples to Gq
heterotrimeric G protein and is expressed in a variety of cells and
tissues (Pradhan et al., 2013; Alexander et al., 2019). In previous
studies, we have reported physiologically relevant interactions
in which the GHS-R1a receptor is involved. A functional unit
composed of GHS-R1a and the dopamine D; receptor mediates,
at least in part, the hunger-suppressing actions of cocaine; in
a macromolecular complex that also includes the non-GPCR
sigma-1 receptor, a dual coupling is possible; that is, the
coupling to two G proteins makes it possible for ghrelin to
act through cAMP rather than through Ca?* and dopamine to
signal via increases in cytoplasmic Ca?" rather than through
cAMP (Casanovas et al., 2021). The ghrelin receptor is also
able to interact with the CB, cannabinoid receptor in both
heterologous cells and in cells of the central nervous system.
Cannabinoids acting on the CB, receptor do not alter the
cytosolic Ca?" increases triggered by ghrelin. However, ghrelin
receptor activation led to a blockade of CB, receptor-mediated
Gi-dependent signaling (Lillo et al., 2021). The aim of this article
was to investigate the potential molecular and/or functional
interactions between CB; and GHS-R1a receptors. As the risk of
obesity is higher in the progeny of obese parents, the interaction
between these two receptors was also studied in neurons isolated

from fetuses of mothers on a high-fat diet (Abu-Rmeileh et al,,
2008).

MATERIALS AND METHODS

Reagents

ACEA, ghrelin (human), rimonabant hydrochloride, and YIL
781 hydrochloride were purchased from Tocris Bioscience
(Bristol, United Kingdom). Concentrated (10 mM) stock
solutions prepared in DMSO, milli-Q® H,0 (Merck/Millipore,
Darmstadt, Germany), or ethanol were stored at —20°C. In
each experimental session, aliquots of concentrated solutions
of compounds were thawed and conveniently diluted in the
appropriate experimental solution.

Diet-Induced Obesity Model

C57BL/6] female mice were used for the experiments. All animals
were subjected to a 12 h/12 h light/ dark cycle in a temperature-
and humidity-controlled room and were allowed free access
to water and standard laboratory chow. C57BL/6] mice were
randomly assigned to a high-fat diet (HFD; 60% kcal from
fat; catalog no. D12492, Research Diets, New Brunswick, NJ,
USA) or standard diet (STD; 10% kcal from fat; catalog no.
D12450B, Research Diets) for 60 days. Primary striatal neurons
were obtained from fetuses of mothers on STD or HFD diets.
Pregnant animals were killed by cervical dislocation during the
light phase. All animal procedures were performed in agreement
with European guidelines (2010/63/EU) and approved by the
University of Barcelona Ethical Committee, which reports to the
regional Government (Protocol #9659; Generalitat de Catalunya,
May 24, 2019).

Cell Culture and Transient Transfection
Human embryonic kidney HEK-293T (lot 612968) cells
were acquired from the American Type Culture Collection
(ATCC). They were amplified and frozen in liquid nitrogen
in several aliquots. Cells from each aliquot were used until
passage 19. HEK-293T cells were grown in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM; Gibco, Paisley, Scotland, United
Kingdom) supplemented with 2 mM L-glutamine, 100 U/ml
penicillin/streptomycin, MEM Non-Essential Amino Acid
Solution (1/100), and 5% (v/v) heat-inactivated Fetal Bovine
Serum (FBS; all supplements were from Invitrogen, Paisley,
Scotland, United Kingdom). Cells were maintained in a humid
atmosphere of 5% CO, at 37°C.

Cells were transiently transfected with the corresponding
cDNAs using the PEI (PolyEthylenIlmine, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) method as previously described (Carriba et al.,
2008; Hradsky et al., 2011; Navarro et al., 2012). Four hours
after transfection, growth medium was replaced by a complete
medium. Experiments were carried out 48 h later.

To prepare primary striatal neurons, brains from fetuses of
pregnant mice were removed (gestational age: 17 days). Neurons
were isolated as described in Hradsky et al. (2013) and plated
at a confluence of 40,000 cells/0.32 cm?. Briefly, the samples
were dissected and, after careful removal of the meninges,
digested for 20 min at 37°C with 0.25% trypsin. Trypsinization
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was stopped by adding an equal volume of culture medium
(Dulbecco’s modified Eagle medium-F-12 nutrient mixture,
Invitrogen). Cells were brought to a single cell suspension by
repeated pipetting followed by passage through a 100 pm-
pore mesh. Pelleted (7 min, 200x g) cells were resuspended
in supplemented DMEM and seeded at a density of 3.5 x 10°
cells/ml. The next day, the medium was replaced by neurobasal
medium supplemented with 2 mM L-glutamine, 100 U/ml
penicillin/streptomycin, and 2% (v/v) B27 medium (Gibco).
Neuronal cultures were used for assays after 15 days of culture.
Using NeuN as a marker, the percentage of neurons in the
cultures was >90%.

Expression Vectors

The human ¢cDNAs for the CB;R, GHS-R1a, and D;R cloned
in pcDNA3.1 were amplified without their stop codons using
sense and antisense primers. The primers harbored either unique
BamHI and Kpnl sites for CB;R and HindIII and BamHI sites
for GHS-Rla and D;R. The fragments were subcloned to be
in frame with an enhanced yellow fluorescent protein (pEYFP-
N1; Clontech, Heidelberg, Germany) and the Renilla luciferase
protein (Rluc; pRluc-N1; PerkinElmer, Wellesley, MA) on the
C-terminal end of the receptor to produce CB;R-YFP, D;R-Rluc,
and GHS-R1a-Rluc.

Immunofluorescence

HEK-293T cells transfected with ¢cDNAs for CB;R-YFP and
GHS-R1a-Rluc were fixed in 4% paraformaldehyde for 15 min
and then washed twice with PBS containing 20 mM glycine
before permeabilization with the same buffer containing 0.2%
Triton X-100 (5 min incubation). The samples were treated
for 1 h with blocking solution (PBS containing 1% bovine
serum albumin) and labeled with a mouse anti-Rluc (1/100;
MAB4400, Millipore, Burlington, MA, USA) as primary antibody
and subsequently treated with Cy3-conjugated anti-mouse
IgG (1/200; 715-166-150; Jackson ImmunoResearch) as the
secondary antibody (1 h each). The samples were washed several
times and mounted with 30% Mowiol (Calbiochem, San Diego,
USA). Nuclei were stained with Hoechst (1/100). Samples were
observed under a Zeiss 880 confocal microscope (Carl Zeiss,
Oberkochen, Germany).

Bioluminescence Resonance Energy
Transfer (BRET) Assay

HEK-293T cells growing in 6-well plates were transiently
cotransfected with a constant amount of ¢cDNA encoding
for GHS-R1a fused to Renilla luciferase (GHS-Rla-Rluc) and
with increasing amounts of ¢DNA corresponding to CB;
receptor fused to the yellow fluorescent protein (CB;R-
YFP). For negative control, cells were cotransfected with
a constant amount of cDNA encoding for D;R-Rluc and
with increasing amounts of ¢cDNA for CB;R-YFP. Forty-
eight hours post-transfection cells were washed twice in
quick succession with HBSS (137 mM NaCl; 5 mM KCl;
0.34 mM NazHPO4; 0.44 mM KH2PO4; 1.26 mM CaClz;
0.4 mM MgSOy4; 0.5 mM MgCly; and 10 mM HEPES, pH
7.4) supplemented with 0.1% glucose (w/v), detached by

gently pipetting and resuspended in the same buffer. To
have an estimation of the number of cells per plate, protein
concentration was determined using a Bradford assay kit
(Bio-Rad, Munich, Germany) with bovine serum albumin
dilutions for standardization. To quantify YFP-fluorescence
expression, cells were distributed (20 pg protein) in 96-well
microplates (black plates with a transparent bottom; Porvair,
Leatherhead, UK). Fluorescence was read using a Mithras
LB 940 (Berthold, Bad Wildbad, Germany) equipped with
a high-energy xenon flash lamp, using a 10-nm bandwidth
excitation and emission filters at 485 and 530 nm, respectively.
YFP-fluorescence expression was determined as the fluorescence
of the sample minus the fluorescence of cells expressing only
protein-Rluc. For the BRET measurements, the equivalent of
20 pg of cell suspension was distributed in 96-well microplates
(white plates; Porvair), and 5 wM coelenterazine H was
added (PJK GMBH, Kleinblittersdorf, Germany). Then, 1 min
after coelenterazine H addition, the readings were collected
using a Mithras LB 940 (Berthold, Bad Wildbad, Germany),
which allowed 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 expression, luminescence readings were collected
10 min after 5 WM coelenterazine H addition. The net BRET
is defined as [(long-wavelength emission)/(short-wavelength
emission)]-Cf where Cf corresponds to [(long-wavelength
emission)/(short-wavelength emission)] for the Rluc construct
expressed alone in the same experiment. The BRET curves
were fitted assuming a single phase by a non-linear regression
equation using the GraphPad Prism software (San Diego, CA,
USA). BRET values are given as milli-BRET units (mBU:
1000 x net BRET).

CAMP Determination

HEK-293T cells transfected with the cDNAs for CB;R (1
ng) and/or GHS-Rla (1.5 pg) and neuronal primary cultures
were plated in 6-well plates. Two hours before initiating
the experiment, the cell-culture medium was replaced by
the non-supplemented DMEM medium. Then, cells were
detached, resuspended in the non-supplemented DMEM
medium containing 50 WM zardaverine, and plated in 384-well
microplates (2,500 cells/well). Cells were pretreated (15 min)
with the corresponding antagonists (1 wM rimonabant for CB;R
and 1 uM YIL 781 for GHS-R1a) or vehicle and stimulated
with agonists (1 nM, 10 nM, 100 nM, and 1 pM ACEA
for CB;R or 200 nM ghrelin for GHS-Rla; 15 min) before
the addition of 0.5 pM FK or vehicle. Finally, the reaction
was stopped by the addition of the Eu-cAMP tracer and the
ULight-conjugated anti-cAMP monoclonal antibody prepared
in the “cAMP detection buffer” (PerkinElmer). All steps were
performed at 25°. Homogeneous time-resolved fluorescence
energy transfer (HTRF) measures were performed after 60 min
incubation at RT using the Lance Ultra cAMP kit (PerkinElmer,
Waltham, MA, USA). Fluorescence at 665 nm was analyzed
on a PHERAstar Flagship microplate reader equipped with an
HTRF optical module (BMG Lab Technologies, Offenburg,
Germany).
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MAPK Phosphorylation Assays

To determine extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2)
phosphorylation, HEK-293T transfected cells and primary
striatal neurons were plated (50,000 cells/well) in transparent
Deltalab 96-well plates and kept in the incubator for 15 days.
Two hours before the experiment, the medium was replaced
by non-supplemented DMEM medium. Next, the cells were
pre-treated at RT for 10 min with antagonists (1 pM
rimonabant for CB;R and YIL 781 for GHS-R1a) or vehicle
and stimulated for an additional 7 min with selective agonists
(1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 uM ACEA for CB;R and 200 nM
ghrelin for GHS-Rl1a). Then, cells were washed twice with
cold PBS before the addition of 30 pl/well “Ultra lysis
buffer” -PerkinElmer- (15 min treatment). Afterward, 10 pl
of each supernatant was placed in white ProxiPlate 384-well
plates and ERK1/2 phosphorylation was determined using
an AlphaScreen®SureFire® kit (PerkinElmer), following the
instructions of the supplier, and using an EnSpire® Multimode
Plate Reader (PerkinElmer, Waltham, MA, USA). The reference
value (100%) was the value achieved in the absence of any
treatment (basal). Agonist effects were given in percentage with
respect to the basal value.

Real-Time Determination of Calcium lon

Cytoplasmic Level Variation

HEK-293T cells were transfected with the cDNAs for CB;R
(1 pg) and/or GHS-R1a (1.5 pg) in the presence of 1 pg cDNA
for the calmodulin-based calcium GCaMP6 sensor (Chen et al.,
2013) using the PEI method. 48 h after transfection, cells were
detached using Mg*2-free Locke’s buffer (pH 7.4; 154 mM NaCl,
5.6 mM KCIl, 3.6 mM NaHCOj3, 2.3 mM CaCl,, 5.6 mM glucose
and 5 mM HEPES) supplemented with 10 wM glycine. 1,500 cells
per well were plated in 96-well black, clear-bottom, microtiter
plates. Then, cells were incubated for 10 min with the CB;R and
GHS-R1a antagonists (1 pM rimonabant or 1 wM YIL 781), and
subsequently stimulated with selective agonists (1 nM, 10 nM,
100 nM, 1 uM ACEA, or 200 nM ghrelin). Upon excitation
at 488 nm, real-time 515 nm fluorescence emission due to
calcium-ion complexed GCaMP6 was recorded on the EnSpire®
Multimode Plate Reader (every 5 s, 100 flashes per well).

Proximity Ligation Assays (PLAS)

Physical interaction between CB;R and GHS-R1a was detected
using the Duolink in situ PLA detection Kit (OLink; Bioscience,
Uppsala, Sweden) following the instructions of the supplier.
Primary neurons were grown on glass coverslips, fixed
in 4% paraformaldehyde for 15 min, washed with PBS
containing 20 mM glycine to quench the aldehyde groups, and
permeabilized with the same buffer containing 0.05% Triton
X-100 (20 min). Then, samples were successively washed with
PBS. After 1 h incubation at 37°C with the blocking solution in a
pre-heated humidity chamber, primary neurons were incubated
overnight in the antibody diluent medium with a mixture of
equal amounts of mouse anti-CB;R (1/100; sc-293419, Santa
Cruz Technologies, Dallas, TX, USA) and rabbit anti-GHS-
Rla (1/100; ab95250, Abcam, Cambridge, United Kingdom)
to detect CB;R-GHS-R1a complexes. Neurons were processed

using the PLA probes detecting primary antibodies (Duolink II
PLA probe plus and Duolink II PLA probe minus) diluted in the
antibody diluent solution (1:5). Ligation and amplification were
done as indicated by the supplier. Samples were mounted using
the mounting medium with Hoechst (1/100; Sigma-Aldrich) to
stain nuclei. Samples were observed in a Zeiss 880 confocal
microscope (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) equipped with
an apochromatic 63x oil immersion objective (N.A. 1.4) and a
405 nm and a 561 nm laser lines. For each field of view, a stack of
two channels (one per staining) and four Z stacks with a step size
of 1 pm were acquired. The number of neurons containing one
or more red spots vs. total cells (blue nucleus) was determined,
and the unpaired t-test was used to compare the values (red
dots/cell) obtained.

RESULTS
The CB1R May Interact With the GHS-R1a

Cannabis sativa L consumption has an orexigenic effect via a
mechanism in which a hormone of the endocrine system, ghrelin,
participates. To identify whether or not there are functional
interactions between the cannabinoidergic and the orexinergic
systems, we first tested a potential interaction between the
CBiR and the functional form of the ghrelin receptor, GHS-
Rla. Immunocytochemical assays in HEK-293T cells transfected
with the cDNA of the GHS-Rla fused to Renilla luciferase
(Rluc) and/or the ¢cDNA for the CB;R fused to the Yellow
Fluorescent Protein (YFP) led to detect the receptors at the
plasma membrane level with a marked colocalization when
coexpressed (Figure 1A).

As colocalization may be found for proteins that are
close (approximately 200 nm apart) but may not be directly
interacting, a Bioluminescence Resonance Energy Transfer
(BRET) assay was performed in HEK-293T cells cotransfected
with a constant amount of the cDNA for GHS-Rla-Rluc and
increasing amounts of ¢cDNA for CB;R-YFP. A saturation
curve (BRETx = 44 = 4 mBU, BRET5, = 280 + 70) was
obtained, demonstrating a direct interaction between the two
receptors in this heterologous expression system (Figure 1B).
When the same experiment was performed in cells pretreated
for 30 min with the selective CB;R agonist, arachidonyl-2’-
chloroethylamide (ACEA, 100 nM), no significant differences
were observed (BRET . = 47 &= 4 mBU, BRET;5, = 400 £ 10).
This result indicates that CB;R-GHS-Rla interaction is not
affected by the activation of the CB;R. As a negative control,
HEK-293T cells were transfected with a constant amount of
dopamine D; receptor-Rluc cDNA and increasing amounts of
CBR-YFP c¢DNA; the nonspecific linear signal indicates a lack
of interaction between these two proteins (Figure 1C).

CB1R-Mediated Signaling Is Blocked in the
CB1-GHS-R1a Receptor Heteromer
(CB1R-GHS-R1aHet)

After identifying a direct interaction between CB;R and GHS-
Rla, the functional consequences of the interaction were
investigated. Signaling assays were performed considering that
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FIGURE 1 | Molecular interaction between GHS-R1a and CB; receptors expressed in HEK-293T cells. (A) Confocal microscopy images of HEK-293T cells
transfected with cDNAs for GHS-R1a-Rluc (1.5 pg) and/or for CB1R-YFP (1 ng). GHS-R1a-Rluc (red) was identified by immunocytochemistry using an anti-Rluc
antibody (Merck-Millipore, 1/100). The CB1R-YFP (green) was identified by the fluorescence due to YFP. Colocalization is shown in yellow. Cell nuclei were stained
with Hoechst (blue). Scale bar: 10 wm. (B,C) BRET saturation experiments were performed using HEK-293T cells co-transfected with a constant amount of
GHS-R1a-Rluc cDNA (1.5 pg) and increasing amounts of CB4R-YFP cDNA (0-2 g) and treated with ACEA (100 nM) or vehicle. As a negative control, HEK-293T
cells were transfected with a constant amount of D1R-Rluc cDNA (1.5 pg) and increasing amounts of CB4R-YFP cDNA (0-2 ng). BRET data are expressed as the
mean + SEM of eight independent experiments performed in duplicates. mBU: miliBRET units.

the CB;R couples to G; and that, although the canonical
protein that couples to GHS-R1a receptor is Gg, the ghrelin
receptor may also couple to G;j. The activation of any of the
receptors in the presence of forskolin (FK), which activates
adenylate cyclase, led to a decrease in cytosolic cAMP levels in
HEK-293T cells expressing CB; R or GHS-R1a. In cells expressing
the CB,R, the selective agonist, arachidonyl-2’-chloroethylamide
(ACEA), led to a dose-response decrease in (FK)-stimulated
cAMP levels that were not affected by pretreatment with ghrelin.
Moreover, ghrelin treatment induced no effect over cannabinoid
CBR, demonstrating ligand selectivity. The effect of ACEA
was specific as it was blocked by a selective CB;R antagonist,
rimonabant (Figure 2A). In cells expressing the GHS-Rla,
200 nM ghrelin induced a significant (circa 30%) decrease
of FK-induced cAMP level that was not affected by ACEA
but that was completely counteracted by YIL 781, a selective
GHS-R1a receptor antagonist (Figure 2B). It was confirmed
that ACEA did not induce any effect over the GHS-R1a. When
the Gq coupling was assayed using the GCaMP6 sensor of
cytoplasmic Ca?*, no signal was obtained in cells expressing
the CB;R (Figure 2C), while in cells expressing the GHS-Rla
receptor ghrelin lead to a transient peak of cytosolic [Ca?']
that was not modified by preincubation with ACEA but that
was prevented upon preincubation with the ghrelin receptor
antagonist (Figure 2D).

In HEK-293T cells expressing CB; and GHS-R1a receptors,
the ghrelin-induced decrease of FK-stimulated cAMP levels was
significant although lower than that in cells only expressing
the ghrelin receptor (37% vs. 15%; Figure 3A). Interestingly,
the presence of the ghrelin receptor uncoupled CB;R activation
from G; protein, at least at a functional level. In fact, ACEA
even at the highest concentration (1 wM) was not able to
significantly reduce FK-induced cAMP levels. Functionality was,
however, found when cells were treated with ghrelin and there
was no additive effect at concentration of 10 nM ACEA or
higher; the lower concentration of ACEA (1 nM) showed a
trend to increase the ghrelin-induced effect (Figure 3A). Results
related to Gq coupling were noteworthy as ACEA, which did
not lead to calcium ijon mobilization by itself, significantly
increased the effect of ghrelin. Remarkably, the potentiation
was much stronger at low doses of ACEA (1 nM) than at
higher concentrations (Figure 3B). In particular, the 40 s
post-activation increase provided by the presence of 1 nM,
10 nM or 100 nM ACEA over the signal provided by 200 nM
ghrelin, was (in percentage), 140 & 30, 65 £ 30, and 71 % 15,
respectively. Finally, as GHS-R1a and CB, receptor agonists lead
to activation of the mitogen-activated protein kinase (MAPK)
pathway (Mousseaux et al., 2006; Daigle et al., 2008; Navarro
et al, 2018b), we tested the properties of the heteromer in
the link to the MAPK signaling pathway. Again, the effect of
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FIGURE 2 | Functional characterization of GHS-R1a and CB; receptors expressed in HEK-293T cells. (A,B) HEK-293T cells transfected with cDNA encoding for
either CB1R (1 ng; A) or GHS-R1a (1.5 pg; B) were pre-treated with selective antagonists, 1 uM rimonabant -CB1R- or 1 uM YIL 781 -GHS-R1a-, and subsequently
treated with the selective agonists, ACEA (1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 uM) -CB+R- or ghrelin (200 nM) -GHS-R1a-. cAMP levels after 0.5 wM forskolin (FK) stimulation
were detected by the Lance Ultra cAMP kit. Results are expressed in % respect to levels obtained upon FK stimulation (100%). The values are the mean + SEM of
10 independent experiments performed in triplicates. One-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison post-hoc test were used for statistical analysis.
*p < 0.05, *p < 0.01, **p < 0.001, **p < 0.0001 vs. FK treatment. (C,D) HEK-293T cells expressing an engineered calcium sensor, 6GCaMP, and CB+R (C) or
GHS-R1a (D) were pre-treated with selective antagonists for 10 min followed by agonist stimulation. Real-time traces of cytoplasmic Ca?* levels detected by
EnSpire® Multimode Plate Reader (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) over time are shown (six independent experiments).
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the cannabinoid receptor agonist was suppressed when the two
receptors were co-expressed, while the effect of ghrelin was
not modified by low doses of ACEA but was diminished when
higher doses were used (Figure 3C). In a control assay, it was
confirmed that ACEA does increase ERK1/2 phosphorylation,
as previously reported (Navarro et al, 2018a,b). These data
demonstrate that cannabinoids may regulate GHS-R1a function
depending on the concentration and that GHS-R1a expression
suppresses cannabinoid receptor-mediated events supposedly by
the establishment of heteromeric complexes.

Cross-Talk Characterization

In the 90s different laboratories proved interactions between
GPCRs to form heteromeric complexes. These complexes can
be detected by energy transfer techniques in heterologous
expression systems or by proximity ligation assays (PLA) in
natural sources, either primary cultures or tissue sections. An
often-found property of a heteromer formed by two GPCRs
is that the antagonist of one of the receptors not only blocks
the signaling originated at the receptor but also the signaling
originated at the partner receptor. Such cross-antagonism,
which is due to conformational changes transmitted from
one receptor to the other, may serve as a print to detect
the heteromer. Another possibility is that coactivation leads
to a smaller effect than that obtained upon activating only
one receptor of the complex; this phenomenon is known as

negative crosstalk. Finally, in some cases, the antagonist of one
receptor may restore the signaling via the partner receptor in the
heteromer.

To study the effect of antagonists, HEK-293T cells expressing
CB; and GHS-R1a receptors were pretreated with the selective
antagonists before agonist stimulation. As observed in Figure 4A,
the CB;R antagonist, rimonabant, did not block Gj-mediated
ghrelin-induced effect, whereas the GHS-Rla antagonist, YIL
781, which completely blocked ghrelin-induced decrease of
FK-induced cAMP levels, did not restore the CB;R-G; coupling.
Accordingly, there was no cross-antagonism in GHS-R1a/G;-
mediated signaling when the CB; receptor was blocked by
a selective antagonist. Similar were results in Figure 4B,
i.e., there was no cross-antagonism in GHS-Rla receptor/Gq-
mediated signaling when the CB;R receptor was blocked by
a selective antagonist. In summary, neither cross-antagonism
nor restoration of CB;R-G;j coupling was observed when
addressing direct Gi- or direct Ggq-induced outputs using
selective antagonists.

Effect of Ghrelin and/or ACEA in Primary

Striatal Neurons

After demonstrating the functionality of CB;R-GHS-R1aHet in
transfected HEK-293T cells, we moved to a more physiologic
environment to look for the expression of the receptor
complex. We investigated the expression and function of
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FIGURE 3 | Functional characterization of the CB1-GHS-R1aHet expressed in HEK-293T cells. (A-C) HEK-293T cells were transfected with cDNAs encoding for
GHS-R1a (1.5 ig) and for CB¢R (1 ng; A,C) or cDNAs encoding for GHS-R1a (1.5 i.g), CB4R (1 ng) and the 6GCaMP calcium sensor (1 ig; B) and stimulated with
selective agonists, 200 nM ghrelin -for GHS-R1a- and 1 nM, 10 nM, 100 nM, and 1 M ACEA -for CB1R-, individually or in combination. cAMP levels were analyzed
by the Lance Ultra cAMP kit and results are expressed in % respect to levels obtained upon 0.5 wM FK stimulation (A; 100%, dotted line). Representative traces of
intracellular Ca2* responses over time are shown (eight independent experiments; B). ERK 1/2 phosphorylation was determined by an AlphaScreen® SureFire® kit
(PerkinElmer) using an EnSpire® Multimode Plate Reader (PerkinElmer, Waltham, MA, USA; C); (basal is represented as 100%, dotted line). In cAMP accumulation
and MAPK pathway signaling-related assays, the values are the mean + SEM of eight independent experiments performed in triplicates. One-way ANOVA followed
by Bonferroni’s multiple comparison post-hoc test were used for statistical analysis. “o < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.0001; vs. FK treatment in cAMP or vs. basal in
ERK1/2 phosphorylation assays.
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FIGURE 4 | Effect of antagonists in the functionality of the CB-GHS-R1aHet. HEK-293T cells were transfected with cDNAs encoding for GHS-R1a (1.5 .g) and for
CB+R (1 ng; A) or with cDNAs encoding for GHS-R1a (1.5 ig), CB1R (1 1g), and the 6GCaMP calcium sensor (1 1.g; B). Cells were pre-treated with antagonists, 1
wMYIL 781 -for GHS-R1a- or 1 uM rimonabant -for CB1R-, and subsequently stimulated with selective agonists, 200 nM ghrelin -for GHS-R1a- or 100 nM ACEA
-for CB1R-. cAMP levels were analyzed by the Lance Ultra cAMP kit and results were expressed in % respect to levels obtained upon 0.5 wM FK stimulation (A;
100%). Representative real- time traces of cytoplasmic Ca?* responses are shown (eight independent experiments; B). In cAMP accumulation assays, the values are
the mean + SEM of eight independent experiments performed in triplicates. One-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison post-hoc test were used
for statistical analysis. ***p < 0.001; vs. FK treatment.

CB;R-GHS-RlaHet in primary striatal neurons. First, we  concentrations. Moreover, the effect of ACEA was not

analyzed the effect of ACEA and ghrelin on FK-induced
cAMP. As observed in Figure 5, ACEA was able to induce a
dose-dependent effect. Ghrelin also decreased the FK-induced
cAMP levels. Coactivation with ghrelin and 1 nM ACEA
resulted in an additive effect, but not at higher ACEA

affected by the antagonists of the GHS-Rla receptor and,
reciprocally, the effect of ghrelin was not counteracted by
the antagonists of the CB;R (Figure 5B). On the other hand,
when analyzing ERK1/2 phosphorylation in striatal primary
neurons, both ACEA and ghrelin led to a significant increase

Frontiers in Cellular Neuroscience | www.frontiersin.org

7 December 2021 | Volume 15 | Article 786597



Lillo et al.

Ghrelinergic-Cannabinoidergic Interactions in the CNS

A 110-
00 s2ss2smessrsnsonnorssnsvassrensensansenesanerens

% cAMP levels

g

100+

$

Y
<
c
2
=
L]
o
]
£
g
=
)
N
o
s
X
o
i

o
1

FIGURE 5 | CB,R-GHS-R1aHet signaling in primary striatal neurons from C57BL/6J mice. Primary striatal neurons obtained from C57BL/6J brain fetuses were
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pre-treated with selective antagonists, 1 uM YIL 781 -for GHS-R1a- or 1 uM rimonabant -for CB1R- or vehicle and subsequently stimulated with selective agonists,
200 nM ghrelin -for GHS-R1a- or 1 nM, 10 nM, 100 nM, and 1 wM ACEA -for CB1R-, individually or in combination. cAMP levels (A,B) were collected by the Lance
Ultra cAMP kit and results are expressed in % respect to levels obtained upon 0.5 pM FK stimulation (100%, dotted line). ERK1/2 phosphorylation (C,D) was

analyzed using an AIphaScreen®SureFire® kit (PerkinElmer) and results are expressed in % respect to basal levels. Values are the mean 4+ SEM of six independent

**p < 0.01, **p < 0.001; vs. FK treatment (A,B) or vs. basal (C,D).

experiments performed in triplicates. One-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison post-hoc tests were used for statistical analysis. *p < 0.05,

in phosphorylation levels. In addition, no cross-antagonism
was detected in primary neurons pretreated with rimonabant
followed by ghrelin stimulation (Figures 5C,D). These results
suggest that the proportion of CB;R-GHS-RlaHets in primary
striatal cultures is relatively low and that CB; and GHS-Rla
receptors may be forming complexes with other GPCRs (see
“Discussion” section).

The CB1R-GHS-R1aHet Is Overexpressed
in Striatal Neurons Isolated From the Brain
of the Progeny of Mothers Under a
High-Fat Diet

One of the aims of this study was to correlate the expression of

CBR-GHS-R1a receptor complexes in a situation of unbalanced
energy homeostasis. For this purpose, we used primary striatal

neurons isolated from fetuses of mothers fed a standard (STD)
or high fat (HFD) diet (see “Materials and Methods” section).
The expression of CB;R-GHS-R1laHets was assessed by in situ
proximity ligation assay (PLA). An important increase in the
expression of CB;-GHS-R1a complexes was observed in striatal
neurons from fetuses of HFD mothers (18 red dots/cell vs.
3 red dots/cell in neurons from fetuses of STD mothers;
Figures 6A,B). Moreover, when primary neurons from fetuses
of HFD mothers were treated with 1 nM ACEA, a significant
decrease in complex expression (12 red dots/cell) was observed;
however, a higher concentration of the compound, 100 nM,
led to a marked increase in the number of complexes (36 red
dots/cell). Remarkably, treatment with 200 nM ghrelin produced
arobustincrease in CB;R-GHS-R1a complex expression (>40 red
dots/cell; Figure 6C). In summary, the expression of the CB;R-
GHS-R1aHet was higher in the progeny of HFD mothers and
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FIGURE 6 | Expression and function of CB+-GHS-R1aHets in primary striatal neurons isolated from fetuses of pregnant C57BL/6J female mice subjected to a
standard (STD) or high-fat (HFD) diet. (A) CB-GHS-R1aHets were detected by the in situ proximity ligation assay (PLA) in primary striatal neurons isolated from the
striatum of fetuses from STD or HFD pregnant mothers. Experiments were performed in samples from six animals. (B,C) The number of red dots/cell was quantified
using Andy’s algorithm Fiji’'s plug-in; nuclei were stained using Hoechst (blue). In (B) the number of dots/cell in HFD samples are compared with that in STD samples.
In (C) neurons obtained from fetuses from HFD mothers were stimulated with 200 nM ghrelin -for GHS-R1a- or 1 nM and 100 nM ACEA -for CB+R- and analyzed by
PLA (C). The negative control was obtained omitting one of the primary antibodies. Scale bar: 10 wm. One-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison
post-hoc test was used for statistical analysis on comparing to basal or to STD: ***p < 0.001, vs. STD (B) **p < 0.01, vs. basal (C). Bonferroni’s multiple comparison

test showed significance in comparing results from ACEA treatments: ##p < 0.01 (C).

may be regulated by ghrelin and, differentially, by cannabinoid

concentration.

DISCUSSION

Cannabis has been known and used for years by various
civilizations and is used even today. Cannabis use is perceived
in two almost opposite ways. One is related to the psychotropic
properties of one of its components, (6aR, 10aR)-6,6,9-trimethyl-
3-pentyl-6a,7,8,10a-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-1-ol,

commonly known as THC (or A>THC; CAS registry number
#1972-08-3). It is under question whether the exposure to THC
is addictive although it is known that the compound affects
homeostatic synaptic plasticity. The good side is the possibility
that compounds in Cannabis sativa L may be useful to combat
a variety of diseases. For instance, dronabinol (Marinol®), with
an identical chemical structure to THC but of synthetic origin,
has been already approved for human use. Also approved are a
preparation having an equal amount of THC and cannabidiol
(Sativex®) and a preparation of pure cannabidiol in vegetable
oil (Epidiolex®). The main therapeutic indications of these
drugs are anti-emetic and spasticity management. Interestingly,
a CB;R antagonist, rimonabant, was approved to combat
obesity. The discovery that blockade of the CB;R could lead
to a drop in body weight by reducing food consumption
correlated with the well-known orexigenic properties of Cannabis
consumption. Unfortunately, the compound, which is brain
permeable, was withdrawn due to serious adverse events related
to alterations in central functions. Although it was hypothesized
that CB;R antagonists unable to cross the blood-brain barrier
could overcome the side effects, there is evidence that the
anti-orexigenic actions of CB;R antagonists are due to, at least
in part, the blockade of receptors in the central nervous system
where the CB; is the most abundant GPCR (Carai et al., 2006;
Christensen et al., 2007; Sam et al., 2011; Tudge et al., 2015).
In this scenario, we aimed at defining possible interactions
between cannabinoid receptors and the receptor for the so-called

“hunger” hormone, ghrelin. In a recent article, we have shown
the interaction of the cannabinoid CB; receptor (CB,R) with the
GHS-R1a receptor in a heterologous expression system and in
physiological cell models (Lillo et al., 2021). Therefore, the first
aim of the present study was to address the possible interaction
between the ghrelin receptor and the CB; R and to characterize the
functional consequences of such interaction. Both, the previous
and the present studies demonstrate that the GHS-R1a receptor
may interact with either CB; or CB, receptors and that the
resulting heteromers may occur in physiological environments.

At the functional level, allosteric interactions within CB;R-
GHS-R1aHets and of CB,R-GHS-RlaHets lead to the blockade
of cannabinoid receptor/Gj-mediated signaling. The blockade
occurs just by simple co-expression, ie., it does not require
the activation of the GHS-Rla receptor. Taking these results
together, cells expressing cannabinoid and ghrelin receptors
heteromers on the cell surface would not be responsive to
cannabinoids, or even to endocannabinoids, unless there is a pool
of cell surface CB;Rs that are not interacting with the ghrelin
receptor.

Several phytocannabinoids are able to cross the blood-brain
barrier (Sagredo et al., 2007; Lafuente et al., 2011; Espejo-Porras
et al,, 2013; Garcia et al,, 2016; Libro et al, 2016; Palomo-
Garo et al., 2016; Zeissler et al., 2016; Valdeolivas et al., 2017;
Haider et al., 2018; Franco et al.,, 2020) and reach the brain
reward circuits in which ghrelin acts. Ghrelin receptors in reward
circuits mediate the control of food intake (Guan et al., 1997;
Funahashi et al., 2003; Geelissen et al., 2003; Argente-Arizon
et al, 2015; Cassidy and Tong, 2017). Our data indicate a
blockade of Gi/CB;R coupling but a potentiation induced by
cannabinoids of the GHS-Rla/Gq-mediated events, namely a
potentiation in calcium-mediated signaling. In our opinion, the
higher potentiation at low doses of the CB;R agonist (1 nM)
is physiologically relevant. It is tempting to speculate that the
atypical effect depending on the dose, i.e., higher potentiation
at lower doses underlies previous results in humans and mice
showing that low doses of THC are associated with hyperphagia,
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whereas high doses suppress it (Simon and Cota, 2017). As
previously highlighted, endocannabinoid tone may be important
in controlling the inputs received by the reward circuits and
that impact on food intake, especially as it relates to the
hedonic part of eating (Coccurello and Maccarrone, 2018).
Whereas cannabinoids acting on the CB; receptor affected
calcium mobilization mediated by GHS-R1a-G4 coupling, this
is not the case for the CB,R-GHS-R1laHet (Lillo et al., 2021).
As further discussed below, caution must be taken when trying
to make general conclusions as the allosteric-cross interactions
will occur in neurons expressing CB;R and GHS-R1a receptors
and also CB;R-GHS-R1aHets; i.e., not all neurons express the
two receptors, and a given neuron may express the CB;R-
GHS-R1aHet plus other CB;R-containing heteromers (see, in
http://www.gpcr-hetnet.com/, GPCRs that interact with the
CB;R; accessed on October 22, 2021).

As the risk to be obese is higher in families with a history
of overweighed individuals, we reasoned that the expression
of the heteromer could be altered in the offspring of high-
fat-diet mouse mothers as they have more risk to be obese.
Compared with samples from fetuses of mothers subjected
to STD, there was a marked increase of CB;R-GHS-RlaHets
expression in striatal neurons from siblings of pregnant female
mice under a high-fat diet. Such an increase in heteromer
expression might be implicated in the obesity predisposition
of the progeny of obese parents (Abu-Rmeileh et al., 2008).
Upregulation of the CB;R-GHS-R1aHet in siblings of mothers
fed with HFD suggests that already at birth, these mice have
a compromised CB;R function. In addition, we observed that
the number of heteromers markedly increased by activation of
either the CB; with 100 nM ACEA or the GHS-Rl1a receptors
with ghrelin. The upregulation induced by ACEA treatment in
neurons did not occur in transfected HEK-293T cells, where
ACEA pretreatment does not alter the BRET saturation curve.
Also noteworthy is the fact that treatments are short, i.e., changes
in expression are not due to regulation of gene expression
but to conformational rearrangements within the receptor-
receptor and receptor-G protein interactions. Another piece of
information is that, in our hands, the CB;R/G;-mediated effect
of 100 nM ACEA observed in striatal primary neurons was
completely blocked in transfected HEK-293T cells expressing
the CB;R-GHS-R1aHet. This result indicates that not all striatal
neurons express the heteromer and/or that the CB;R in a
given neuron may be interacting with receptors other than
the GHS-R1aHet, i.e., with receptors that are not allosterically
blocking CB;R-mediated signaling. In the so called “hedonic
eating” by Coccurello and Maccarrone (2018), dopamine plays
a key role in the reward circuits. Accordingly, dopamine
receptors may be considered in the overall picture. In this
sense, the CB;R may interact with dopamine receptors; it has
been reported that the cannabinoid receptor may, at least,
interact with the dopamine D, receptor (Jarrahian et al., 2004;
Navarro et al., 2008; Marcellino et al., 2008; Przybyla and Watts,
2010; Khan and Lee, 2014; Kofalvi et al., 2020), reviewed in
Garcia et al. (2016). Cannabinoid CB;/dopamine D, receptor-
receptor interaction is bidirectional and may result in functional
antagonism, i.e., a CB;R agonist blocking the D;R-mediated

modulation of locomotor activity (Marcellino et al., 2008) or
in a shift from G; to Gs coupling and signaling (Bagher et al.,
2017).

In conclusion, the benefits of cannabinoids acting on
populations of striatal neurons expressing CB;R-GHS-
RlaHet would be lost by the blockade exerted by the ghrelin
receptor, thus prevailing the effect of such cannabinoids
on other systems such as the dopaminergic. On the other
hand, the CB;R-GHSRlaHet coactivated by ghrelin and
cannabinoids provides a more robust calcium response.
Such bursts in the concentration of cytosolic calcium must
be relevant since calcium regulates almost any event of
neuronal physiology. Our results suggest the potential
for GHS-Rla receptor antagonists, which could offer a
double benefit: (i) reduce food intake and (ii) revert the
detrimental effects of HFD on the functionality of the CB;R in
striatal neurons.

It is quite likely that the CB;R-GHSRIlaHet does occur in
given subpopulations of neurons. Therefore, the next stage would
be an accurate description, at the anatomical and cellular levels,
of the regions and specific neurons where the two receptors are
co-expressed.
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3. Resultats

3.2. Identification of the ghrelin and cannabinoid CB; receptor heteromer functionality
and marked upregulation in striatal neurons from offsping of mice under a high-fat
diet.

Jaume Lillo*, Alejandro Lillo*, David A. Zafra, Cristina Miralpeix, Rafael Rivas-
Santisteban, Nuria Casals, Gemma Navarro” i Rafael Franco®.

Article publicat a la revista International Journal of Molecular Sciences, Agost 2021.
doi:10.3390/ijms22168928.

Els compostos cannabinoides han estat descrits durant els Ultims anys com orexigénics,
és a dir, amb la capacitat de promoure la ingesta d'aliments, de la mateixa manera que
I'hormona orexigénica grelina. L'objectiu principal d'aquest estudi va consistir en
determinar la possible interaccié molecular i funcional entre el receptor de grelina (GHS-
R1a) i el receptor de cannabinoides de tipus 2 (CB2R) a nivell de membrana plasmatica.
En un sistema heteroleg com sén les cel-lules HEK-293T transfectades, es van identificar
complexos tetrameérics de receptors CB;R-GHS-R1la amb una senyalitzacié propia
caracteristica que consisteix en un bloqueig de la senyalitzacié G; del receptor CB; per
part del receptor GHS-R1a. Aquest bloqueig constitutiu sobre el receptor CB; és el
resultat de les interacciones al-losteriques que es produeixen durant la formacié del
complex heteromeric i es pot revertir amb |'addicié de I'antagonista del receptor de
grelina, el YIL 781. Per tant, els agonistes cannabinoides que interaccionin amb el
receptor CB; dins del context heteromeéric, no produiran |'activacié de la senyalitzacid G;
ni la conseqlient disminucid dels nivells d'AMPc intracel-lulars. A més, es va determinar
que els compostos cannabinoides que interaccionen amb el CB,R no afecten la
senyalitzacid Gq activada pel receptor de grelina. Mitjangant I'assaig de lligacié per
proximitat (PLA), es va confirmar I'expressié d'heteromers CB,R-GHS-R1la en cultius
primaris de neurones estriatals provinents de fetus de ratolins CD-1. Finalment, es va
analitzar I'expressio de I'heteromer CB,R-GHS-R1a en neurones primaries estriatals de
ratolins alimentats amb dieta hipercalorica, model animal d'obesitat, i es va detectar
una sobreexpressié d'aquests complexos heteromerics en comparacié amb els ratolins
alimentats amb dieta estandard (STD).
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Abstract: Cannabinoids have been reported as orexigenic, i.e., as promoting food intake that, among
others, is controlled by the so-called “hunger” hormone, ghrelin. The aim of this paper was to look for
functional and/or molecular interactions between ghrelin GHSR1a and cannabinoid CB; receptors at
the central nervous system (CNS) level. In a heterologous system we identified CB,-GHSR1a receptor
complexes with a particular heteromer print consisting of impairment of CB, receptor/G;-mediated
signaling. The blockade was due to allosteric interactions within the heteromeric complex as it was
reverted by antagonists of the GHSR1a receptor. Cannabinoids acting on the CB; receptor did not
affect cytosolic increases of calcium ions induced by ghrelin acting on the GHSR1a receptor. In situ
proximity ligation imaging assays confirmed the expression of CB,-GHSR1a receptor complexes in
both heterologous cells and primary striatal neurons. We tested heteromer expression in neurons
from offspring of high-fat-diet mouse mothers as they have more risk to be obese. Interestingly, there
was a marked upregulation of those complexes in striatal neurons from siblings of pregnant female
mice under a high-fat diet.

Keywords: orexigenic; anorexia; marihuana; phytocannabinoids; G protein-coupled receptors; phar-
macology; receptor heteromers; signaling; high-fat diet; obesity

1. Introduction

The psychotropic effects of marihuana smoking led to the discovery of cannabinoid re-
ceptors and of endocannabinoids. Since the discovery of tetrahydrocannabinol (THC) and
cannabidiol (CBD) in Cannabis sativa L., decades of research have led to the identification of
multiple phytocannabinoids that show biological activity. The characterization of cannabi-
noid receptors, the use of animal models of disease, and the experience of marihuana users
have led to the discovery of the health-promoting benefits of natural cannabinoids. In
addition to the already approved cannabinoid-containing drugs (Dronabinol /Marinol®
-LGM Pharma Boca Raton, USA)- and Sativex® and Epidiolex® -Jazz Pharmaceuticals,
Dublin, Ireland-), non-psychotropic compounds such as cannabidiol and cannabigerol
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extracted from Cannabis sativa L. have been proposed to aid in a variety of diseases (see [1,2]
for review). Although cannabinoids can act via a variety of targets (GPR55, GPCR18, per-
oxisome proliferator-activated receptor gamma, serotonin receptors, etc.), their canonical
targets are the cannabinoid CB; and CB, receptors. Both belong to the superfamily of
G-protein-coupled-receptors (GPCRs) and both couple to the G; heterotrimeric protein, i.e.,
receptor activation leads to G;-mediated deactivation of adenylyl cyclase and reduction
of intracellular cAMP levels. The CB; receptor (CB1R), expressed mainly in neurons, is
the most abundant GPCR in the nervous system; while the CB;R is expressed at lower
levels both in glia and neurons located in specific regions of the brain [3-7]. The CB;R
is considered a target for neuroprotection, especially in diseases coursing with neuroin-
flammation. For instance, cannabinoids acting on the CB,R in striatal neural cells reduce
the neuronal loss in synucleinopathies such as Parkinson’s disease [8-13]. The underlying
mechanism is mainly related to the reduction of inflammation, but the CB,R expressed in
some striatal neurons may also have a relevant role [3,7,14-16]. A selective antagonist of the
CB;R, rimonabant, approved to combat obesity was, unfortunately, withdrawn due to side
effects [17-20]. The anti-obesity potential of targeting the CB,R has not yet been addressed.

Although the molecular mechanism has not been fully elucidated, the orexigenic
properties of marihuana consumption are well known [21]. Ghrelin is often considered
the “hunger” hormone because its appearance in blood leads to an increase under food
intake [22,23]. Ghrelin, a 28-amino acid peptide, mainly produced by specialized cells of
the gastrointestinal act, may reach the central nervous system where it activates central
mechanisms that control food intake [24-27]. Its main target there is the ghrelin GHSR1a
receptor, also a member of the GPCR superfamily [28]. The aim of this paper was to
investigate the molecular and/or functional interactions between CB, and GHS1a receptors
that could explain the orexigenic effects of marihuana consumption and whether ghrelin
affects the neuroprotective effects induced by cannabinoids acting on the CB,R. As offspring
from obese mothers have more risk to be obese, the potential expression of complexes
formed by these two receptors was also studied in neurons isolated from fetuses of pregnant
female mice in a high-fat diet.

2. Results
2.1. The CByR May Interact with the GHSR1a

Consumption of Cannabis sativa L. increases appetite via a mechanism in which ghrelin,
a hormone of the endocrine system, participates. To investigate whether there may be
a functional interaction between the cannabinoidergic and the orexinergic systems, we
first investigated a potential interaction between the cannabinoid receptor CB, and the
functional form of the ghrelin receptor, GHSR1a. Immunocytochemical assays in HEK-
293T cells transfected with the cDNA for the CB,R fused to the Green Fluorescent Protein
(GFP?) and the cDNA of the GHSR1a fused to Renilla luciferase (RLuc) led to detect the
receptors at the plasma membrane level with a marked colocalization (Figure 1A). As
colocalization may be found for proteins that are close (approximately 200 nm apart)
but not directly interacting, a Bioluminescence Resonance Energy Transfer (BRET) assay
was performed in HEK-293T cells cotransfected with a constant amount of the cDNA
for GHSR1a-RLuc and increasing amounts of cDNA for CB,R-GFP?. A saturation curve
(BRET max: 550 £ 50 mBU, BRET5(: 18 + 4) was obtained, demonstrating a direct interaction
between the two receptors in the heterologous expression system (Figure 1B). As negative
control, HEK-293T cells were transfected with a constant amount of GABAgR-RLuc cDNA
and increasing amounts of GHSR1a-GFP? cDNA; the nonspecific linear signal indicated a
lack of interaction between these two proteins.
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Figure 1. Molecular interaction between GHS1a and CB, receptors expressed in transfected HEK-293T cells. (A) Confocal
microscopy images of HEK-293T cells co-transfected with cDNAs for GHSR1a-RLuc (0.75 pg) and for CB,R-GFP? (0.5 ug).
GHSR1a-RLuc (red) was identified by immunocytochemistry using an anti-RLuc antibody (Merck-Millipore, 1/100). The
CB,R-GFP?2 (green) was identified by the fluorescence due to GFP2. colocalization is shown in yellow (image in the right).
Cell nuclei were stained with Hoechst (blue). Scale bar: 5 um. (B) BRET saturation experiments were performed using
HEK-293T cells co-transfected with (i) a constant amount of GHSR1a-RLuc cDNA (1.5 pg) and increasing amounts of CB,R-
GFP2 cDNA (0-2 ug) or (ii) a constant amount of GABAg-RLuc cDNA (0.75 pug) and increasing amounts of GHSR1a-GFP?
c¢DNA (0-2 ng) as negative control. BRET data are expressed as the mean 4+ SEM of 8 different experiments performed in
duplicates. (C) Bimolecular luminescence and fluorescence complementation (BiLFC) assays were performed in HEK-293T
cells co-transfected with a constant amount of GHSR1a-cRLuc and GHSR1a-nRLuc cDNAs (1.5 ug each) and increasing
amounts of CB;R-cYFP and CB,R-nYFP cDNAs (0-3 ug each). (D) HEK-293T cells were co-transfected with 1.5 ug of the
GHSR1a-cRLuc and GHSR1a-nRLuc cDNAs and 3 ug of the CB,R-nYFP and CB,R-cYFP ¢cDNAs or with the non-fused
cYFP as negative control. BRET data are expressed as the mean + SEM of 7 different experiments performed in duplicates.
* p < 0.05. mBU: milliBret units.

It is well known that GPCRs may form homodimers of heterodimers and higher order
structures. One of the first examples has been provided for the adenosine A; and AyA
receptors that can form tetrameric structures complexed with two heterotrimeric G proteins,
one G; and one G [29,30]. To investigate the possible formation of tetramers formed
by CB, and GHSla receptors, BRET with bimolecular complementation experiments
was performed in HEK-293T cells transfected with a constant amount of Rluc8 N/C
hemiproteins fused to GHSR1a (GHSR1a-cRLuc and GHSR1a-nRLuc) and increasing
amounts of YFP N/C hemiproteins fused to CByR (CBR-cYFP and CB,R-nYFP). As
observed in Figure 1C, both CB;R and GHSR1a were able to reconstitute RLuc and YFP
proteins, emitting, respectively, bioluminescence and fluorescence. This result proves
homodimerization. However, a saturation BRET curve was possible in cells expressing a
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constant amount of donor complemented hemiproteins and increasing levels of acceptor
complemented hemiproteins (BRETmax: 56 & 5 mBU, BRET5p: 280 + 70 mBU). Taken
together, these results constitute evidence of heterotetramer formation with two protomers
of each receptor, i.e., a heterotetramer constituted by two homodimers. As a negative
control, we obtained a negligible signal when substituting one of the fused proteins by the
non-fused version (one example is provided in Figure 1D that shows data in assays where
CB,R-cYFP cDNA was substituted by that of cYFP).

2.2. CByR-Mediated Signaling Is Blocked in the CBy-GHSR1a Receptor Heteromer
(CB,-GHSR1aHet)

Once a direct interaction between CB,R and GHSR1a was identified, we investigated
the functional consequences of interprotomer cross-talk within the heteromer. Signaling
assays were performed taking into account that both CB; and GHS1a receptors may couple
to Gi. The activation of the receptors leads to reduced adenylate cyclase activity and
a decrease in cytosolic cAMP levels. Accordingly, intracellular cAMP levels following
receptor activation were measured in HEK-293T cells expressing CB,R, GHSR1a or both. In
cells expressing the GHSR1a, ghrelin induced a 25% decrease of forskolin-induced cAMP
levels that was completely counteracted by YIL 781 (1 uM), the selective GHSR1a antagonist.
Moreover, the selective CB,R agonist, JWH-133 induced no effect, demonstrating the ligand
selectivity and lack of nonspecific effects (Figure 2A). On the other hand, in cells expressing
the CB,R, 200 nM JWH-133 induced a 30% decrease with respect to forskolin-induced
cAMP levels, an effect that was completely blocked by pretreatment with the selective
antagonist (AM 630, 1 uM). The control that was performed with 200 nM ghrelin induced
no effect (Figure 2B). In HEK-293T cells expressing both receptors, the effect of ghrelin was
similar to that found in cells only expressing the ghrelin receptor (Figure 3A); remarkably,
the selective CB,R agonist, JWH-133, did not induced any effect suggesting that CB;R, in
the heteromeric context, is not functionally coupled to G;. Simultaneous treatment with
both agonists resulted in a 37% decrease of the intracellular cAMP levels, i.e., similar to
levels obtained upon ghrelin treatment. However, when the same cells were pretreated
with ghrelin selective antagonist (YIL 781, 1uM) JWH-133 was able to allow the CB,R-
G; coupling (Figure 3A). Additionally, the finding that 1 uM AM 630 in co-transfected
HEK-293T cells potentiated GHSR1a-mediated signaling was also noticeable. These results
indicate that (i) the basal structure restrains activation and/or decreases the functional
signal, and (ii) the CB,R blockade disappears in the presence of the selective antagonists of
the partner receptor in the macromolecular complex.

We next analyzed the possibility of calcium mobilization upon activation of receptors.
It is well known that GHSR1a receptor may couple to Ggq, thus being linked to phospho-
lipase C activation and calcium release from endoplasmic reticulum stores towards the
cytosol. In GHSR1a-expressing HEK-293T cells, 200 nM ghrelin led to calcium mobilization
(Figure 2B), that was counteracted by the pretreatment of the GHSR1a antagonist but not by
the CB,R antagonist (and did not occur in cells only expressing the CB,R). In GHSR1a- or
in CBy-receptor-expressing cells, JWH-133 treatment did not lead to any effect (Figure 2D).

When calcium mobilization was assayed in cotransfected cells, ghrelin treatment
resulted in a characteristic curve of calcium mobilization that was not significantly modified
upon simultaneous treatment with JWH-133 (Figure 3B). Pretreatment with the CByR
antagonist, AM 630, partially blocked the ghrelin effect. This phenomenon, known as
cross-antagonism is, often, a print of the heteromer that is instrumental to detect it in
natural sources. In these cells the CB;R was not coupled to Gg, i.e., JWH-133 did not lead
to any signal related to changes in cytosolic levels of the calcium ion.
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Figure 2. Functional characterization of GHS1a and CB, receptors expressed in HEK-293T cells. (A,B) HEK-293T cells
transfected with plasmids encoding for either GHSR1a (1.5 pg) (A) or CB,R (1 pg) (B) were pre-treated with selective
antagonists, 1 pM YIL 781-GHSR1a- or 1 pM AM 630-CB;R, and subsequently treated with the selective agonists, 200 nM
ghrelin -GHSR1a- or 200 nM JWH-133 -CB,R-. cAMP levels after 0.5 uM forskolin stimulation were detected by the Lance
Ultra cAMP kit and the results were expressed in % respect to levels obtained upon forskolin stimulation. The values are
the mean £ SEM of 10 different experiments performed in triplicates. One-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple
comparison post-hoc test were used for statistical analysis. ** p < 0.01, versus forskolin treatment. (C,D) HEK-293T cells
expressing an engineered calcium sensor, GCaMP6 and GHSR1a (C) or CB,R (D) were pre-treated with selective antagonists
for 10 min followed by agonist stimulation. Representative traces of intracellular Ca?* responses over time are shown
(6 independent experiments).

Finally, as CB,R and GHSR1a activation leads to activation of the mitogen-activated
protein kinase (MAPK) pathway [31,32], we tested the properties of the heteromer in the
link to the MAPK signaling cascade. Hence, we measured ERK1/2 phosphorylation in
HEK-293T cells expressing the two receptors. Treatment with 200 nM ghrelin resulted
in a significant signal whereas 200 nM JWH-133 did not induce any effect (Figure 3C).
Interestingly, pretreatment with the ghrelin receptor antagonist, YIL 781, allowed the
activation of the MAPK pathway via the CB;R. This action that results from antagonizing
the GHSR1a was similar to that found in cAMP assays, i.e., blockade of the ghrelin receptor
releases the brake posed on CB,R-mediated signaling.
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Figure 3. CB,-GHSR1aHet-mediated signaling in transfected HEK-293T cells. Panels (A—C) HEK-293T cells were transfected
with cDNAs encoding for GHSR1a (1.5 pg) and CB;R (1 pg) (A,C) or with GHSR1a (1.5 ng), CB,R (1 pg) and the GCaMP6
calcium sensor (B) and pre-treated with antagonists, 1 pM YIL 781 -for GHSR1a- and 1 uM AM 630 -for CB,R, and
subsequently stimulated with selective agonists, 200 nM ghrelin -for GHSR1a- and 200 nM JWH-133 -for CB,R, individually
or in combination. cAMP levels were analyzed by the Lance Ultra cAMP kit and results were expressed in % respect to
levels obtained upon 0.5 uM forskolin stimulation (A). Representative traces of intracellular Ca>* responses over time are
shown (9 independent experiments) (B). ERK 1/2 phosphorylation was determined by immunoblot using the Odyssey
infrared scanner (LI-COR Biosciences) (C,D). In cAMP accumulation and MAPK pathway signaling-related assays, the
values are the mean & SEM of 8 different experiments performed in triplicates. One-way ANOVA followed by Dunnett’s
multiple comparison post-hoc test were used for statistical analysis..* p < 0.05, ** p < 0.01, versus basal in pERK1/2 assays;
*** p < 0.001; versus forskolin treatment in cAMP or versus basal in pERK1/2 assays, # p < 0.05 versus JWH-133 treatment in
PERK assays, ## p < 0.01 versus JWH-133+FK treatment in cAMP assays; $$$ p < 0.001; versus ghrelin+FK treatment.

2.3. CByR Activation Is Blocked in Striatal Neurons via Formation of Heteromers of CBR and
GHSR1a (CByR-GHSR1aHets)

Upon the demonstration that CB,R-GHSR1aHets may be formed in a heterologous
system and upon the detection of particular heteromer prints, we undertook the search for
detecting the prints in a more physiological context; for such purpose we used primary
striatal neurons isolated from fetuses of mothers under a standard (STD) diet (see Section 4,
Materials and Methods). Primary striatal neurons from fetuses of pregnant female mothers
were isolated and cultured for 15 days prior to undertake signaling assays.

First, in regard to the forskolin-induced levels, the cAMP assays showed that stimula-
tion of CByR with JWH-133 did not induce any significant effect (Figure 4A). These findings
may be due to lack of CB,R or to the presence of CB,R-GHSR1aHets. However, the results
using antagonists did show that the CB,R is expressed and that is likely forming complexes
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with the ghrelin receptor. In fact, YIL 781 allowed the G; coupling of the CB,;R as JWH-133
was then able to decrease the forskolin-induced cytosolic cAMP levels (Figure 4A). These
results are fully consistent with those obtained in the heterologous expression system
(HEK-293T cells). In addition, analysis of the link to the MAPK pathway showed the effect
of ghrelin whereas the effect of JWH-133 was only possible in cells pretreated with the
selective ghrelin receptor antagonist (Figure 4B).
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Figure 4. Expression and function of CB,R-GHSR1aHets in primary neurons from C57BL/6] mice. (A,B) Primary striatal
neurons isolated from C57BL/6] mice were pre-treated with antagonists, 1 uM YIL 781 -for GHSR1a- or 1 uM AM 630 -for
CB;R-, and subsequently stimulated with selective agonists, 200 nM ghrelin -for GHSR1a- or 200 nM JWH-133 -for CB,R-,
individually or in combination. cAMP levels were determined using the Lance Ultra cAMP kit and results were expressed
in % respect to levels obtained upon 0.5 pM forskolin stimulation (A), while ERK1/2 phosphorylation was analyzed
using the AlphaScreen®SureFire® kit (PerkinElmer; Wellesley, MA, USA) (B). Values are the mean + SEM of 6 different
experiments performed in triplicates. One-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison post-hoc tests were
used for statistical analysis. ** p<0.01, *** p < 0.001 versus basal, ## p < 0.001; versus JWH-133+FK treatment in cAMP or
versus JWH-133 treatment in p-ERK1/2 assays. (C) CB,R-GHSR1aHets were detected in primary striatal neurons by the in

situ proximity ligation assay (PLA) using specific antibodies. Cell nuclei was stained with Hoechst (blue). Samples from

5 different animals were processed and analyzed and quantitation is shown in Figure 5. Scale bar: 20 pum.

Finally, we used an imaging technique, the Proximity Ligation Assay (PLA), to demon-
strate the occurrence of CB,R-GHSR1aHets in striatal neurons. PLA has been instrumental
for detecting, in natural scenarios (cells or tissues), complexes formed by two proteins.
Clusters of macromolecules formed by two different proteins appear as red dots using
a confocal microscope (see Section 4, Materials and Methods for details); such red dots,
which surrounded Hoechst stained nuclei, demonstrated the existence in striatal neurons
of complexes of CB,R and GHSR1a (Figure 4C).

2.4. Expression of CByR and GHSR1a Complexes Is Increased in Neurons of Progeny from
Mothers on a High-Fat Diet

The ghrelin GHS1a receptor has an important role in controlling food intake, with some
authors referring to ghrelin as the peripheral “hunger hormone” [22]. Moreover, it is known
both an association between child obesity and maternal body mass index [33] and that
diet-induced obesity leads to neuroinflammation and synapsis structure modification [34].
Herein, we investigated the expression of the CB,R-GHSR1aHet in striatal neurons of
the progeny from female mice under a high-fat (HFD) diet. Primary striatal neurons
from fetuses of pregnant HFD mothers were isolated and cultured for 15 days prior to
undertaking signaling assays, and the results were compared with those obtained from
neurons isolated from fetuses of mothers under a standard diet (see results presented in
the previous section).
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Figure 5. Expression and function of CB,R-GHSR1aHets in primary neurons isolated from fetuses of pregnant C57BL/6]
female mice subjected to a high-fat diet. (A,B) Primary striatal neurons isolated from fetuses of pregnant females mice
subjected to a high-fat diet for 60 days were pre-treated with antagonists, 1 pM YIL 781 -for GHSR1a- or 1 uM AM 630
-for CB,R-, followed by stimulation with selective agonists, 200 nM ghrelin -for GHSR1a- or 200 nM JWH-133 -for CB;R-,
individually or in combination. cAMP levels were determined using the Lance Ultra cAMP kit and results were expressed
in % versus 0.5 uM forskolin treatment (A) while ERK1/2 phosphorylation was analyzed using the AlphaScreen® SureFire®
kit (PerkinElmer) (B). Values are the mean 4 SEM of 5 different experiments performed in triplicates. One-way ANOVA
followed by Dunnett’s multiple comparison post-hoc test were used for statistical analysis. # p < 0.05, ## p < 0.005 versus
JWH-133+FK treatment in cAMP or versus JWH-133 treatment in p-ERK1/2 assays. * p < 0.05, basal. (C). CB,R-GHSR1aHets
were detected by the in situ proximity ligation assay (PLA) in primary striatal neurons; the negative control undertaken by
omitting one of the primary antibodies is shown in Supplementary Figure S1. Experiments were performed in samples
from 5 animals. The number of red dots/cell was quantified using the Andy’s algorithm Fiji’s plug-in and represented
over cell stained nuclei with Hoechst (blue) (D). The number of dots-clusters/cell were compared to those in neurons from
control mice (mice fed with standard diet). Unpaired t-test was used for statistics analysis. *** p < 0.001, versus control.
Scale bar: 20 um.

By analyzing the cAMP levels in primary striatal neurons from mothers in a HFD
(Figure 5A) the results were qualitatively similar to those observed in the control group
(Figure 4A) although more marked, i.e., the decreases obtained with respect to forskolin-
induced cAMP levels were higher. One print of the CB,R-GHSR1aHet was noticed as
JWH-133 was only efficacious in the presence of the selective GHS1a receptor antagonist
(YIL 781). The results related to the phosphorylation of pERK1/2 (Figure 5B) were virtually
identical to those found in the samples of the control group (Figure 4B), being necessary
YIL 781 to observe an effect of JWH-133.
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Finally, when analyzing by PLA the CB,R-GHSR1aHet expression, a marked increase
in samples from the HFD group was noticed. An average of 12 red dots per Hoechst
stained nuclei were observed in neurons derived from the HFD group, whereas neurons
derived from the standard diet group only presented three red dots per stained nuclei
(Figures 4C and 5C,D the negative control is provided in Supplementary Figure S1). Re-
markably, the striatal neurons of the siblings of HFD mothers show a much higher number
of CB,R-GHSR1aHets than neurons of the siblings of mothers in standard diet, suggesting
an enhanced suppression of CB;R function in HFD mother’s siblings.

3. Discussion

There is interest in the potential of targeting cannabinoid receptors for combating a va-
riety of diseases. Despite targeting the CB1R was the main objective in cannabinoid-related
drug discovery, the psychotropic action of some cannabinoids acting on its receptors and
the side effects of a CB;R antagonist approved to combat obesity, rimonabant, has shifted
the focus toward the CB,R. The limited expression of the CB,;R in some CNS regions
and its upregulation in activated glial cells have led to propose this receptor as target
to limit neuroinflammation, to limit neurotoxicity induced by oxidative stress, to afford
neuroprotection and/or the increase neurogenesis/gliogenesis [11,35-41]. Medications
targeting cannabinoid receptors have been approved for a very limited therapeutic inter-
ventions (Sativex®, Marinol®, Epidiolex®; mainly to combat spasticity and emesis). The
potential is higher and there are clinical trials already running or in preparation to test the
efficacy of cannabidiol, an allosteric modulator of the CB;R [42], and of other cannabinoids
for treating from the hypoxia of the neonate to improving the course of amyotrophic lat-
eral or multiple sclerosis [15,43-51]. The number of registered clinical trials indicated in
https://clinicaltrials.gov/ for testing cannabidiol in a variety of pathological conditions is
321 (date: 1 July 2021). As commented in the introduction, the CB;R is, also, an attractive
target to afford neuroprotection in Parkinson’s disease [3,7-14].

The ghrelin receptor expressed in the hypothalamus and in reward circuits of the brain
is key to mediating the control of food intake [24,25,52-54]. Several of the known phyto-
cannabinoids are able to enter the brain where they exert multiple actions [1,12,55-62]. This
study was undertaken to identify possible interactions between the orexinergic and the
cannabinoidergic systems. The discovery of complexes formed by GHS1a and CB, recep-
tors and their identification in striatal neurons show that the ghrelin receptor modulates the
effect of cannabinoids in the brain. From the molecular point of view our results suggest a
tetrameric structure in complex with, at least, one G; and one Gq protein. These results are
qualitatively similar to those reported in the first reliable structural model of two interacting
GPCRs, namely Aj and Aja adenosine receptors that arrange into a tetramer formed by
two homodimers and are coupled to two different G proteins (one G and one G;) [29,30]. In
this example, the activation of one receptor blocks the activation of the partner receptor in
the heteromer. However, the allosteric interactions within the CB,R-GHSR1aHet are such
that CB,R-mediated signaling is blocked even in the absence of ghrelin, i.e., irrespective of
the presence of the hormone, the CB;R cannot be activated within the CB,R-GHSR1aHet.
Cannabinoid receptor activation is only possible in the presence of a selective GHS1a
receptor antagonist, YIL 781. Although this atypical behavior is not found in many of the
already identified GPCR heteromers (http://www.gpcr-hetnet.com/, accessed on 24 June
2021; [63]), it has been reported that the mere presence of the A,g receptor and the forma-
tion of Apa—App receptor heteromers decreases both agonist affinity and function of the
Aja receptor. At present, the only reasonable hypothesis to explain the physiological role
of the of CB,R-GHSR1aHet and of Ay R-AygRHet is that they are formed to suppress the
functionality of one of the two receptors in the heteromer.

Heteromer formation in GPCRs appear as a means for achieving functional diversifica-
tion [64-66], i.e., heteromers are functional units that behave differently than individually-
expressed receptors. There have been few ghrelin receptor-containing heteromers reported
in the literature. To our knowledge, GHSR1a may interact with the class A dopamine
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D; and D, receptors or with class B secretin receptors [67,68]. It should be noted that
cocaine interacting with sigmal-receptors modulate the GHSR1a-D; receptor interaction
in hypothalamic cells to suppress appetite [69]. Results in the present paper show that
CB3R functionality is blunted by formation of the CB,R-GHSR1aHet. This discovery is
complemented by another result of the present study, namely that the expression of the
CByR-GHSR1aHet in primary striatal neurons is altered in the progeny of obese mothers.
The increased CB,R-GHSR1aHets expression in samples from fetuses of mothers subjected
to a HFD (when compared with samples from fetuses of mothers subjected to a STD) may
explain some of the findings related to obesity and unbalanced diets. On the one hand,
genetic inactivation of the gene coding for the receptor leads to improved insulin function
but leads to age-related obesity [70]. On the other hand, neuroinflammation often occurs
in obesity [71] and, interestingly, balancing the diet improves both maternal deficits and
neuroinflammation in offspring [72]. These findings are relevant as cumulative research
has found a higher proportion of obesity cases among children with obese parents [73].
Upregulation of the CB,R-GHSR1aHet in offspring of mothers with HFD would indicate
that already at birth these animals have CB;R function compromised, i.e., the benefits
of cannabinoids acting on striatal CB,Rs would be lost by the blockade exerted by the
ghrelin receptor. In addition, our results suggest that GHSR1a antagonists could have a
double benefit: (i) reducing food intake and (ii) revert the detrimental effects of HFD on
the functionality of striatal CB,Rs.

4. Materials and Methods
4.1. Reagents

JWH-133, AM 630, Ghrelin and YIL 781 were purchased from Tocris Bioscience (Bris-
tol, UK).

4.2. High Fat Diet Model Generation

C57BL/6] female mice were used for the experiments. All animals were housed
on a 12 h/12 h light/ dark cycle in a temperature- and humidity-controlled room and
were allowed free access to water and standard laboratory chow. C57BL/6] mice were
randomly assigned to a high fat diet (HFD) (60% kcal from fat; catalog no. D12492, Research
Diets, New Brunswick, NJ, USA) or standard diet (STD) (10% kcal from fat; catalog no.
D12450B, Research Diets) for 60 days. Primary striatal neurons were obtained from fetuses
of mother on STD or HFD. Pregnant animals were killed by cervical dislocation during
the light phase. All animal procedures were performed in agreement with European
guidelines (2010/63/EU) and approved by the University of Barcelona Ethical Committee,
which reports to the regional Government (Protocol #9659; Generalitat de Catalunya,
24 May 2019).

4.3. Cell Culture and Transient Transfection

Human embryonic Kidney HEK-293T (lot 612968) cells were acquired from the Amer-
ican Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). They were amplified and
frozen in liquid nitrogen in several aliquots. Cells from each aliquot were used until
passage 19. HEK-293T cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
(Gibco, Waltham, MA, USA) supplemented with 2 mM L-glutamine, 100 U/mL peni-
cillin/streptomycin, MEM Non-Essential Amino Acid Solution (1/100) and 5% (v/v)
heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) (all supplements were from Invitrogen, Paisley,
Scotland, UK) and maintained in a humid atmosphere of 5% CO; at 37 °C.

Cells were transiently transfected with the corresponding cDNAs using the PEI (Poly
EthylenImine, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) method as previously described [74,75].
4 h after transfection, growth medium was replaced by complete medium. Experiments were
carried out 48 h later.

To prepare primary striatal neurons, brains from fetuses of pregnant C57/BL6 mice
were removed (gestational age: 17 days). Neurons were isolated as described in Hrad-
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sky et al. [1] and plated at a confluence of 40,000 cells/0.32 cm?. Briefly, the samples
were dissected and, after careful removal of the meninges, digested for 20 min at 37 °C
with 0.25% trypsin. Trypsinization was stopped by adding an equal volume of culture
medium (Dulbecco’s modified Eagle medium-F-12 nutrient mixture, Invitrogen). Cells
were brought to a single cell suspension by repeated pipetting followed by passage through
a 100 pm-pore mesh. Pelleted (7 min, 200 x g) cells were resuspended in supplemented
DMEM and seeded at a density of 3.5 x 10° cells/mL in 6-well plates. The day after,
medium was replaced by neurobasal medium supplemented with 2 mM L-glutamine, 100
U/mL penicillin/streptomycin and 2% (v/v) B27 medium (GIBCO). Neuronal cultures
were used for assays after 15 days of culture. Using NeuN as a marker, the percentage of
neurons in the cultures was >90%.

4.4. Expression Vectors

The human cDNAs for the CB,, GHS1a and GABAg receptors cloned in pcDNA3.1
were amplified without their stop codons using sense and antisense primers. The primers
harbored either unique BamHI and HindIII sites for GHS1a and GABAp receptors and
BamHI and Kpnl sites for the CB,;R. The fragments were subcloned to be in frame with
an enhanced green fluorescent protein (GFPz-N 2, Clontech, Heidelberg, Germany), the
Renilla luciferase protein (RLuc) (pRluc-N1; PerkinElmer, Wellesley, MA, USA) or the
hemiproteins nRLuc8, cRLuc8, nVenus or cVenus (pcDNA3.1-nRLuc8, pcDNA3.1-cRLuc8,
pcDNA3.1-nVenus and pcDNA3.1-cVenus) on the C-terminal end of the receptor to produce
CB,R-GFP?, GHSR1a-GFP?, GHSR1a-RLuc, GABAgR-RLuc, GHSR1a-nRLuc, GHSR1a-
cRLuc, CB,R-nYFP and CB,R-cYFP fusion proteins.

4.5. Immunofluorescence

HEK-293T cells transfected with cDNAs for CB,R-GFP? and GHSR1a-RLuc were fixed
in 4% paraformaldehyde for 15 min and then washed twice with PBS containing 20 mM
glycine before permeabilization with the same buffer containing 0.2% Triton X-100 (5 min
incubation). The samples were treated for 1 h with blocking solution (PBS containing 1%
bovine serum albumin) and labeled with a mouse anti-RLuc (1/100; MAB4400, Millipore,
Burlington, MA, USA) as primary antibody and a Cy3-conjugated anti-mouse IgG (1/200;
715-166-150; Jackson ImmunoResearch) as secondary antibody. The samples were washed
several times and mounted with 30% Mowiol (Calbiochem, San Diego, CA, USA). Nuclei
were stained with Hoechst (1/100). Samples were observed under a Zeiss 880 confocal
microscope (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).

4.6. Bioluminescence Resonance Energy Transfer (BRET) Assay

HEK-293T cells growing in 6-well plates were transiently co-transfected with a con-
stant amount of cDNA encoding for GHSR1a-Rluc and with increasing amounts of cDNA
for CB,R-GFP?. For negative control, cells were co-transfected with a constant amount of
cDNA encoding for GABAgR-RIuc and with increasing amounts of cDNA for GHSR1a-
GFP2. 48 h post-transfection, cells were washed twice in quick succession with HBSS
(137 mM NaCl; 5 mM KCl; 0.34 mM Nay;HPOy; 0.44 mM KH;POy; 1.26 mM CaCly; 0.4 mM
MgSOy; 0.5 mM MgCl, and 10 mM HEPES, pH 7.4) supplemented with 0.1% glucose
(w/v), detached by gently pipetting and resuspended in the same buffer. To have an
estimation of the number of cells per plate, protein concentration was determined using
a Bradford assay kit (Bio-Rad, Munich, Germany) using bovine serum albumin dilutions
for standardization. To quantify GFP?-fluorescence expression, cells were distributed
(20 pg protein) in 96-well microplates (black plates with a transparent bottom; Porvair,
Leatherhead, UK). Fluorescence was read using a fluorimeter FluoStar Optima (BMG
Labtechnologies, Offenburg, Germany) equipped with a high-energy xenon flash lamp,
reading at 510 nm. GFP2-fluorescence expression was determined as the fluorescence of
the sample minus the fluorescence of cells only expressing protein-RLuc. For the BRET?
measurements, the equivalent of 20 pg protein of cell suspension was distributed in 96-well
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microplates (white plates; Porvair), and 5 pM Deep-Blue C was added (PJK GMBH, Klein-
blittersdorf, Germany). 30 s after, readings were collected using a Mithras LB 940 (Berthold,
Bad Wildbad, Germany), which allowed the integration of the signals detected in the
short-wavelength filter at 410 nm (400—420 nm) and the long-wavelength filter at 510 nm
(500-520 nm). To quantify receptor-RLuc expression, luminescence readings were collected
10 min after 5 uM coelenterazine H addition. The net BRET is defined as [(long-wavelength
emission)/(short-wavelength emission)]-Cf where Cf corresponds to [(long-wavelength
emission)/(short-wavelength emission)] for the RLuc construct expressed alone in the
same experiment. The BRET curves were fitted assuming a single phase by a non-linear
regression equation using the GraphPad Prism software (San Diego, CA, USA). BRET
values are given as milli BRET units (mBU: 1000 x net BRET).

4.7. BRET with Bimolecular Luminescence and Fluorescence Complementation (BiLFC)

For BRET with bimolecular luminescence and fluorescence complementation (BiLFC)
assays, HEK-293T cells were transiently transfected with a constant amount of cDNAs
for GHSR1a-cRLuc and for GHSR1a-nRLuc cDNAs and increasing amounts of cDNAs
for CB,R-cYFP and for CB,R-nYFP ¢cDNAs. For negative controls, the cDNA for one of
the fusion proteins was substituted by the corresponding empty vector (pcDNA3.1-cYFP)
maintaining the other three plasmids. Protein determination was performed as described
in the previous section. 48 h post-transfection, the equivalent of 20 nug protein of cell
suspension was distributed in 96-well microplates. To quantify protein-YFP expression,
fluorescence was read in a Mithras LB 940 equipped with a high-energy xenon flash lamp,
using a 30 nm bandwidth excitation filter at 485 nm and an emission filter at 530 nm
(510-550 nm). For BRET measurements, readings were collected 1 min after the addition of
5 uM coelenterazine H (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) using a Mithras LB 940, which
allows the integration of the signals detected in the short-wavelength filter at 485 nm and
the long-wavelength filter at 530 nm. To quantify protein-RLuc expression, luminescence
readings were obtained 10 min after 5 uM coelenterazine H addition using a Mithras
LB 940.

4.8. cAMP Determination

HEK-293T cells transfected with the cDNAs for CB,R (0.5 pg) and/or GHSR1a (1 ng)
and neuronal primary cultures were plated in 6 well plates. Two hours before initiating
the experiment, neuronal culture or HEK-293T cell-culture media were exchanged to
non-supplemented DMEM medium. Then, cells were detached, re-suspended in non-
supplemented medium containing 50 tM zardaverine, and plated in 384-well microplates
(2500 cells/well). Cells were pretreated (15 min) with the corresponding antagonists (1 uM
AM 630 for CByR or 1 uM YIL 781 for GHSR1a) or vehicle and stimulated with agonists
(200 nM JWH-133 for CB,R or 200 nM ghrelin for GHSR1a) (15 min) before the addition
of 0.5 uM forskolin or vehicle. Finally, reaction was stopped by addition of the Eu-cAMP
tracer and the ULight-cAMP monoclonal antibody prepared in the “cAMP detection buffer”
(PerkinElmer). All steps were performed at 25°. Homogeneous time-resolved fluorescence
energy transfer (HTRF) measures were performed after 60 min incubation using the Lance
Ultra cAMP kit (PerkinElmer, Waltham, MA, USA). Fluorescence at 665 nm was analyzed
on a PHERAstar Flagship microplate reader equipped with an HTRF optical module (BMG
Lab technologies, Offenburg, Germany).

4.9. MAPK Phosphorylation Assays

To determine MAP kinase 1/2 (ERK1/2) phosphorylation, striatal neurons were plated
in transparent Deltalab 96-well plates and kept in the incubator for 15 days. 2 to 4 h before
the experiment, the medium was replaced by serum starved medium. Next, the cells were
pre-treated at 25 °C for 10 min with antagonists (1 uM AM 630 for CB,R or 1 uM YIL 781 for
GHSR1a) or vehicle and stimulated for an additional 7 min with selective agonists (200 nM
JWH-133 for CB3R or 200 nM ghrelin for GHSR1a). Then, neurons were washed twice
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with cold PBS before the addition of 30 uL/well “Ultra lysis buffer” -PerkinElmer- (20 min
treatment). Afterwards, 10 puL of each supernatant were placed in white ProxiPlate 384-well
plates and ERK1/2 phosphorylation was determined using an AlphaScreen® SureFire® kit
(PerkinElmer), following the instructions of the supplier, and using an EnSpire® Multimode
Plate Reader (PerkinElmer, Waltham, MA, USA). The reference value (100%) was the value
achieved in the absence of any treatment (basal). The ligands effect was given in percentage
with respect to the basal value.

On the other hand, HEK-293T cells were cultured into 25 cm? flasks and transfected
with the cDNAs for CB,R (0.5 ng) and/or GHSR1a (1 png). Two hours before initiating the
experiment, cell-culture medium was exchanged to serum-starved DMEM medium. The
cells were, subsequently, pre-treated at 25 °C for 10 min with antagonists (1 uM AM 630 for
CByR or 1 uM YIL 781 for GHSR1a) or vehicle and stimulated for an additional 7 min with
selective agonists (200 nM JWH-133 for CB;R or 200 nM ghrelin for GHSR1a). Stimulation
was ended by a rapid rinse with ice-cold PBS, and the cell lysis was performed by the
addition of 250 pL of ice-cold lysis buffer. Cellular debris were removed by centrifugation
at 13,000 g for 5 min at 4 °C, and protein was quantified by the bicinchoninic acid method
using bovine serum albumin dilutions as standard. To determine the level of ERK1/2
phosphorylation, equivalent amounts of protein (10 ug) were separated by electrophoresis
on a denaturing 10% SDS-polyacrylamide gel and transferred onto PVDE-FL membranes.
Membranes were blocked with Odyssey blocking buffer (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE,
USA) for 60 min and probed with a mixture of a mouse anti-phospho-ERK1/2 antibody
(1:2500, Sigma-Aldrich) and rabbit anti-ERK1/2 antibody (1:40,000, Sigma-Aldrich) for
2 h. The 42 and 44 kDa bands corresponding to ERK 1 and ERK 2 were visualized by
the addition of a mixture of IRDye 800 (anti-mouse) antibody (1:10,000, Sigma-Aldrich)
and IRDye 680 (anti-rabbit) antibody (1:10,000, Sigma-Aldrich) for 1 h and scanned by the
Odpyssey infrared scanner (LI-COR Biosciences). Band densities were quantified using the
scanner software and exported to Microsoft Excel. The level of phosphorylated ERK 1/2
was normalized for differences in loading using the total ERK1/2 protein band intensities.

4.10. Intracellular Calcium Mobilization

HEK-293T cells were co-transfected with cDNAs for CB,R (0.5 ng) and/or GHSR1a
(1 pg) in the presence of 1 pg cDNA for the calmodulin-based calcium GCaMP6 sensor.
Forty-eight hours after transfection, cells were detached using Mg?*-free Locke’s buffer
pH 7.4 (154 mM NaCl, 5.6 mM KCl, 3.6 mM NaHCOs3, 2.3 mM CaCl,, 5.6 mM glucose
and 5 mM HEPES) supplemented with 10 uM glycine. 1500 cells per well were plated in
96-well black, clear bottom, microtiter plates. Then, cells were incubated for 10 min with
the CB,;R and GHSR1a antagonists (1 pM AM 630 or 1 uM YIL 781), and subsequently
stimulated with selective agonists (200 nM JWH-133 or 200 nM ghrelin). Upon excitation at
488 nm, real-time 515 nm fluorescence emission due to calcium-ion complexed GCaMP6
was recorded on the EnSpire® Multimode Plate Reader (every 5's, 100 flashes per well).

4.11. Proximity Ligation Assays (PLAs)

Physical interaction between CB;R and GHSR1a were detected using the Duolink in
situ PLA detection Kit (OLink; Bioscience, Uppsala, Sweden) following the instructions of
the supplier. Primary neurons were grown on glass coverslips, fixed in 4% paraformalde-
hyde for 15 min, washed with PBS containing 20 mM glycine to quench the aldehyde
groups and permeabilized with the same buffer containing 0.05% Triton X-100 (20 min).
Then, samples were extensively washed with PBS. After 1 h incubation at 37 °C with the
blocking solution in a pre-heated humidity chamber, primary cultures were incubated
overnight in the antibody diluent medium with a mixture of equal amounts of mouse
anti-CByR (1/100; sc-293188, Santa Cruz Technologies, Dallas, TX, USA) and rabbit anti-
GHSR1a (1/100; ab95250, Abcam, Cambridge, United Kingdom) to detect CB,R-GHSR1a
complexes. Neurons were processed using the PLA probes detecting primary antibodies
(Duolink II PLA probe plus and Duolink II PLA probe minus) diluted in the antibody
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diluent solution (1:5). Ligation and amplification were done as indicated by the supplier.
Samples were mounted using the mounting medium with Hoechst (1/100; Sigma-Aldrich)
to stain nuclei. Samples were observed in a Leica SP2 confocal microscope (Leica Microsys-
tems, Mannheim, Germany) equipped with an apochromatic 63 oil immersion objective
(N.A. 1.4) and 405 and a 561 nm laser lines. For each field of view, a stack of two channels
(one per staining) and four Z stacks with a step size of 1 um were acquired. The number of
neurons containing one or more red spots versus total cells (blue nucleus) was determined,
and the unpaired Student’s t-test was used to compare the values (red dots/cell) obtained
in the two groups.

Supplementary Materials: Supplementary materials can be found at https://www.mdpi.com/
article/10.3390/ijms22168928/s1.
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3.3. Cannabidiol skews biased agonism at cannabinoid CB: and CB. receptors with
smaller effect in CB1-CB; heteroreceptor complexes.
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Actualment, I'estudi de I'agonisme esbiaixat és una de les aproximacions biomediques
més punteres pel desenvolupament de nous compostos amb propietats terapéutiques.
La informacié que s'obté mitjancant la investigacié de |'agonisme esbiaixat podria
arribar a permetre la seleccié d’aquells compostos que activen una via de senyalitzacié
amb efectes beneficiosos i descartar aquells compostos que desencadenen una
funcionalitat amb efectes secundaris indesitjats. En aquest estudi, es va analitzar la
funcionalitat d'una llibreria de compostos cannabinoides en preséncia i abséncia de
cannabidiol (CBD), a través de I'analisi d'acumulacié d'AMPc intracel-lular, la fosforilacid
de les MAPK, el reclutament de B-arrestines i la redistribucié dinamica de masses (DMR)
en cel-lules HEK-293T transfectades amb el receptor CB;, el receptor CB o I'heteromer
de receptors CB1-CB.. Els resultats obtinguts demostren que una concentracié de 100
nM del compost CBD no permet la seva unié, de forma significativa, al centre ortostéric
de cap dels dos receptors cannabinoides. De manera interessant, els dos compostos
cannabinoides que presenten efectes psicoactius en I'organisme huma, el A>-THC i el CP-
55940, van mostrar un agonisme esbiaixat similar sobre el receptor CB;1. D'altra banda,
el A°-THC fou incapag d'activar la senyalitzacid G; en actuar sobre el receptor CB,. A més,
el fenomen d'agonisme esbiaixat es va veure reduit en cél-lules HEK-293T que
expressaven |'heteromer CB;R-CB3R. Per ultim, és important destacar que el co-
tractament amb CBD fou capa¢ de modificar la funcionalitat dels compostos
cannabinoides estudiats mitjancant la seva unio a la butxaca al-lostérica dels receptors
cannabinoides CB1 i CB,.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Currently, biased agonism is at the center stage of drug development approaches. We analyzed effects of a
BRET battery of cannabinoids plus/minus cannabidiol (CBD) in four functional parameters (cAMP levels, phosphor-
CNS ylation of extracellular signal-regulated kinases (ERK1/2), B-arrestin recruitment and label-free/DMR) in HEK-

Drug discovery 293T cells expressing cannabinoid receptors, CB; or CB,, or CB;-CB, heteroreceptor complexes. In all cases two

E"docar,mablm”ds natural agonists plus two selective synthetic agonists were used. Furthermore, the effect of cannabidiol, at a dose
G-protein-coupled receptor C e s . .

g (100 nM) that does not allow significant binding to the orthosteric center of either receptor, was measured. From
Phytocannabinoids

the huge amount of generated data, we would like to highlight that the two psychotropic molecules (A’-tetra-
hydrocannabinol/THC and CP-55940) showed similar bias in CB;R and that the bias of THC was particularly
relevant toward MAPK pathway. Furthermore, THC did not activate the G; protein coupled to CB,R.
Interestingly, the biased agonism was reduced when assays were performed in cells expressing the two receptors,
thus suggesting that the heteromer allows less functional selectivity. In terms of cannabidiol action, the phy-
tocannabinoid altered the functional responses, likely by allosteric means, and modified potency, agonist ICso/
ECs, values and biased agonism in qualitative and/or quantitative different ways depending on the agonist. The
effect of cannabidiol on anandamide actions on both cannabinoid receptors was particularly noteworthy as was
significantly different from that of other compounds. Results are a compendium of data on biased agonism on
cannabinoid receptors in the absence and presence of cannabidiol. In addition, for the first time, GPCR biased
agonism is characterized in an heteromeric context.

the endogenous agonists, 2-AG and anandamide, is an important issue
to understand cannabinoid receptor pharmacology. The binding mode

1. Introduction

Endocannabinoid function is mediated by the two main en-
docannabinoids, anandamide and 2-arachidonoylglycerol (2-AG), and
the cannabinoid CB; and CB, receptors, which also respond to phyto-
cannabinoids derived from Cannabis sativa L.. CB; and CB, are class A
rhodopsin-like members of the superfamily of G-protein-coupled re-
ceptors (GPCR) and their cognate protein is G;j, i.e. their activation by
cannabinoids leads to the inhibition of adenylate cyclase activity and
the decrease of intracellular cAMP levels. The hydrophobic nature of

of receptor agonists seemingly contrasts with that of many of class A
GPCRs, whose orthosteric site is formed by a cavity located within the
seven transmembrane helix barrel and, therefore, is open wide to the
extracellular milieu [1,2]. The elucidation of the structure of the CB;
receptor, recently achieved in two different laboratories, confirmed the
hydrophobicity hypothesis but adds a new element, namely that the
orthosteric site is hidden by the N-terminal end of the receptor that acts
as a lid. Accordingly, it is now hypothesized that agonists enter to the
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