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1.Introduccion

1.1. Receptores acoplados a proteina G

Diversas estrategias en la membrana plasmatica otorgan a las células la
capacidad de interaccionar con su medio externo. Las membranas celulares no
constituyen tan sélo una mera barrera de separacién con el medio, sino que son el
principal elemento de comunicacion con el entorno extracelular. Uno de los
mecanismos mejor estudiados para dicha comunicacion es la expresion de proteinas de
membrana que actGan a modo de procesadores selectivos para las moléculas del medio;
esto es, receptores de moléculas extracelulares. Entre ellos, los receptores acoplados a
proteina G (GPCR) constituyen el grupo mas grande y versatil de receptores de
superficie implicados en la transduccion de sefial (Gudermann et al., 1997; Marinissen y
Gutkind, 2001). Estos receptores estan codificados por una gran variedad de genes que
representan casi el 2% del genoma humano (Jacoby, 2006), de los cuales, méas del 90%
se expresan en el sistema nervioso central (George et al., 2002). Los ligandos, ya sean
enddgenos 0 exogenos y de naturaleza més bien versatil: hormonas, péptidos,
aminodcidos, lipidos, nucledtidos, iones, moléculas de olor o de luz, son capaces de
modular a los GPCR de manera selectiva, provocando una transduccién de sefial a un
gran namero de efectores y segundos mensajeros intracelulares (p.e. adenilato ciclasa,

fosfolipasas, canales ionicos, etc.).

De esta manera, los GPCR estan implicados, a nivel molecular, en numerosos
procesos fisioldgicos tales como: el metabolismo, la diferenciacién, la proliferacion, la
inflamacién, la neurotransmision, la secrecion, etc. (Figura 1.1) que afectan al
individuo en su conjunto y que pueden verse comprometidos durante los procesos
patoldgicos, lo que puede conllevar numerosas enfermedades. De aqui la gran
trascendencia de su estudio, pues constituyen las dianas para el disefio de nuevos

farmacos agonistas o antagonistas de los GPCR (Marinissen y Gutkind, 2001).
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Figura 1.1. Estructura de un receptor acoplado a proteina G y sus mecanismos de
transduccion implicados en diversas funciones fisiolégicas. (Extraido de Marinissen
y Gutkind, 2001).

1.1.1. Estructura y sefializacion de los GPCR

Se consideran GPCR a aquellas proteinas de una sola cadena aminoacidica que
atraviesan la membrana siete veces, ya que poseen siete secuencias de 25 a 35
aminoacidos hidrofobicos en estructura de hélice a que pueden internalizarse en la
membrana plasmatica. Una caracteristica de estos receptores es que estan acoplados a
proteina G. El ligando se une a esta estructura compacta de hélices a provocando
cambios conformacionales transmitidos a la proteina G e induciendo el intercambio de
GDP de la subunidad o por GTP. Como consecuencia, se produce la disociacion de la
subunidad o-GTP por un lado y el dimero By por otro. Ambas partes de la proteina G
pueden modular moléculas efectoras (adenilato y guanilato ciclasas, fosfodiesterasas,
fosfolipasas A2 y C, fosfoinositol 3-Kinasa, etc.) y activar o inhibir una ruta bioquimica
a través de segundos mensajeros (AMPc, GMPc, diacilglicerol, inositol 3-fosfato,
fosfatidil inositol 3-fosfato, acido araquidénico y fosfatidico etc.). Finalmente, la
actividad GTPasa de la subunidad o es la causa de que se hidrolize el GTP a GDP,
como consecuencia se produce la union de la subunidad a al dimero By, se reconstituye

de nuevo la proteina G trimérica y la sefial puede concluir (Bourne et al., 1991). En
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1.Introduccion

algunos casos, los GPCR pueden utilizar mecanismos independientes de la proteina G,

lo cual amplia la diversidad de sefiales (Daaka et al., 1998).

La persistente unién de un ligando a un GPCR puede iniciar un proceso de
desensibilizacion del receptor disminuyendo asi los efectos de su sefializacion. Con este
mecanismo conservado entre los GPCR se evitan problemas de estimulacion excesiva.
En estos casos, se produce una fosforilacion del receptor por kinasas intracelulares
especificas para este tipo de receptores (GRK) o inespecificas (PKA y PKC). Los
residuos fosforilados sirven de anclaje para las B-arrestinas, formandose un complejo
que impide la unién del receptor a la proteina G (Lefkowitz, 1998). La internalizacion
del receptor, en muchos casos mediada por vesiculas de clatrina, a compartimentos
endosomales permite su desfosforilacion y su reciclaje a la membrana o su degradacién

lisosomal (Métayé et al., 2005).

1.1.2. Clasificacion de los GPCR

El sistema Kolakowski (Kolakowski, 1994) clasifica los GPCR en familias
segun su estructura y caracteristicas genéticas (Figura 1.2). EI denominador comun de
todas ellas son los siete dominios transmembrana, mientras sus principales diferencias
se establecen en relacion al tamafio y funcion del dominio N-terminal, del C-terminal y
de los bucles intracelulares. Ademas, las distintas familias no tienen secuencias

homologas, lo que implica que no existe una relacion filogenética entre ellas.

1. Familia A. Forman parte de esta familia el 90% de todos los GPCR. Existen
pocos residuos conservados, pero éstos son esenciales para la estructura y funcionalidad
del receptor. Poseen un motivo Asp-Arg-Tyr (DRY) en la parte interna del segmento
transmembrana 3 implicado en la activacion (Ohyama et al., 2002). También existe un
puente disulfuro que une el primer y el segundo bucle extracelular (EC1-2). Pueden
contener, ademas, una cisteina palmitoilada en la cola C-terminal para su anclaje a la
membrana. Los receptores de esta familia se caracterizan por su similitud con el
receptor de la rodopsina, cuya estructura cristalografica revel6 dominios transmembrana

no del todo perpendiculares a la membrana debido a la presencia de prolina en las
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hélices transmembrana. Generalmente, el ligando se une a la cavidad interna que
constituyen los dominios transmembrana, aunque existen subfamilias capaces de unir
péptidos pequefios a través de sus bucles extracelulares y el dominio N-terminal
(George et al., 2002; Jacoby, 2006).

2. Familia B. Esta constituida por unos 50 receptores de hormonas peptidicas y
neuropéptidos. Poseen un extremo N-terminal relativamente largo (100 residuos aprox.)
con varias cisteinas formando una red de puentes disulfuro (Ulrich etal., 1998) que
constituye el lugar de reconocimiento de los ligandos (George et al., 2002; Jacoby,
2006).

3. Familia C. Estos receptores se caracterizan por poseer extremos carboxi- y
amino- terminal muy largos (500-600 aminoéacidos). El lugar de unién al ligando forma
un dimero unido por un puente disulfuro (Pin et al., 2003) que puede abrirse o cerrarse
durante la union. El tercer bucle intracelular es corto y esta altamente conservado
(George et al., 2002).

Familia A

Receptores de aminas bidgenas (adrenérgico.
serotonina, dopamina. muscarinico, histamina)
Receptores de neurotensina y TRH

Receptores de opsina

Receptores de adencsina y canabinoides
Receptores de nucledtidos, oxitocina y somatostatina
Receptores de melatonina

Familia B

Receptores de calcitonina

Receptores PTH

Receptores de glucagon, VIP y secretina
Receptores de latrotoxina

Familia C

Receptores metabotrépicos de glutamato
Receptores metabotrépicos de GABA
Receptores de calcio

Receptores de feromonas vemeronasales
Receptores gustativos

Figura 1.2. Estructura de las principales familias de los GPCR. Los residuos
altamente conservados se indican en circulos rojos. (Extraido de George et al., 2002).
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1.Introduccion

Las familias D y E estan constituidas por receptores de feromonas de levadura.
La familia F la forman cuatro receptores diferentes de AMPc en Dictyostelium
Discoideum (Kolakowski, 1994).

Existen otras clasificaciones, basadas en estudios filogenéticos, en las cuales los
GPCR humanos se dividen en cinco familias principales: Glutamate, Rodopsin,
Adhesion, Frizzled/Tasted2 y Secretin. Dentro de cada familia los receptores comparten
un origen filogenético comun (Fredriksson et al., 2003). Los autores de este nuevo
sistema de clasificacion defienden la teoria de que los receptores acoplados a proteina G
surgieron a partir de un anico predecesor comun que evoluciond, a través de
duplicaciones génicas, desde la mayor simplicidad en sus origenes hasta la enorme
complejidad que muestra la superfamilia de estos receptores en la actualidad. La enorme
diversidad que alcanza esta superfamilia de proteinas de membrana pone en relevancia

su importancia en la fisiologia de cualquier organismo.

1.1.3. La actividad constitutiva de los GPCR

Como ya se ha comentado anteriormente, la union de un ligando al receptor
provoca un cambio conformacional desde un estado inactivo a otro activo,
estableciéndose un equilibro entre ambos estados. En ausencia de ligando, el receptor
puede isomerizar al estado activo presentando una actividad constitutiva (Seifert y
Wenzel-Seifert, 2002). Este cambio, en el equilibrio, induce el intercambio GDP-GTP
en las proteinas G acopladas al receptor y aumenta la actividad basal de la proteina G y
de los sistemas efectores. La actividad constitutiva se inhibe por los denominados
agonistas inversos, los cuales se unen estabilizando el estado inactivo y disminuyen el
intercambio GDP-GTP, mientras los agonistas estabilizan su forma activa e inducen la
sefializacion. De hecho, se ha propuesto que existen varias conformaciones de los
receptores, cada una de ellas con distintas actividades biologicas que estan estabilizadas
por distintos ligandos: agonistas, agonistas parciales, antagonistas y agonistas inversos
(Seifert y Wenzel-Seifert, 2002).
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1.2. Interaccion molecular entre GPCR: Oligomerizacion

Los GPCR no han de considerarse como una unidad autonoma funcional ya que
pueden interaccionar molecularmente con muchas otras proteinas en el entorno de la
célula. Es decir, los GPCR pueden interaccionar con multitud de proteinas a ambos
lados de la membrana (verticalmente) e incluso con otros receptores o canales idnicos
en la membrana, de manera horizontal (Franco etal., 2003). Dicha promiscuidad da
lugar a una enorme variabilidad en cuanto a repercusiones fisioldgicas. Este hecho, sin
embargo, no ha sido tan facilmente aceptado dentro de la comunidad cientifica y la
visién de los GPCR como homo- y herterbmeros ha representado un concepto
revolucionario. Hoy en dia, se acepta que la oligomerizacion es un hecho comun en la
biologia de los receptores (Prinster et al., 2005; Pin et al., 2007; Carriba et al., 2008;
Ferré et al., 2009) y parece ser que la mayoria de los GPCR, si no todos, se expresan en
su forma homomeérica (Bouvier, 2001; George et al., 2002; Ferré et al., 2009). Ademas
de la homomerizacién, los receptores pueden unirse con otros receptores distintos para
dar heteromeros, que resultan de la asociacion u oligomerizacion entre dos o multiples
mondmeros diferentes. Los oligdmeros suponen una nueva y mas compleja manera de
concebir a los receptores debido a que pueden presentar caracteristicas funcionales
diferentes a las de sus unidades monomeéricas por separado. Esto permite entender las
interrelaciones o cross-talk presentados entre distintos sistemas de neurotransmisores,
asi como la intrincada diversidad y plasticidad del sistema nervioso y abre nuevas
perspectivas para el disefio de farmacos contra los desordenes nerviosos (Ferré et al.,
2009).

1.2.1. Técnicas utilizadas para el estudio de la oligomerizacion de los

GPCR

Las primeras evidencias que apuntaban la posible formacion de homémeros, con
una estructura minima de homodimeros entre GPCR, fueron los estudios
farmacologicos con radioligandos. Las curvas de union de agonistas a los receptores en

preparaciones de membranas celulares o tisulares exhaustivamente lavadas ponian de
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manifiesto una cooperatividad positiva o negativa que, en algunos casos, solo podia
explicarse por un fendmeno de interaccion molecular entre los receptores (Limbird
etal., 1975; Mattera et al., 1985; Wreggett y Wells, 1995; Franco et al., 2006; Casado
et al., 2007).

De manera clasica, las técnicas de coinmunoprecitacion han sido una de las
técnicas mas utilizadas para demostrar interacciones entre receptores. De esta manera,
se demostro la interaccion entre receptores Po-adrenérgicos (Hebert etal., 1996), la
homomerizacién de receptores de dopamina D, (Ng etal., 1996), de receptores
metabotropicos de glutamato tipo 5 (mGIlu5) (Romano et al., 1996), de receptores de 6-
opioides (Cvejic y Devi, 1997) y de serotonina 5-HT,c (Herrick-Davis et al., 2004)
entre otros, o bien, la heteromerizacion entre los receptores opioides y los P»-
adrenérgicos (Jordan etal., 2001) o entre el receptor de cannabinoides CB; y el de
angiotensina Il tipo 1 (Rozenfeld etal., 2011). Sin embargo, las
coinmuniprecipitaciones requieren la solubilizacién del receptor de membrana y ésto
no permite descartar la posibilidad de que la formacion de dichos complejos sea debida
a la formacion de agregados de proteinas, altamente hidrofobicas, por el tratamiento con
detergentes. Era necesario entonces demostrar la interaccion de estas entidades en
células vivas. Esto ha sido posible gracias al desarrollo de técnicas de transferencia de

energia por resonancia (RET).

En las técnicas de transferencia de energia por resonancia, entre ellas las mas
comunes: FRET (fluorescent resonance energy transfer) o BRET (bioluminescence
resonance energy transfer) (Figura 1.3), la transferencia de energia no radiante (dipolo-
dipolo) desde las moléculas de un dador a un aceptor es proporcional a la distancia
existente entre ellas elevada a la sexta potencia (Jares-Erijman y Jovin, 2003). Por tanto,
aquellos dadores y aceptores, con espectros de emision y excitacion solapados, que se
encuentren a una distancia maxima de 100 A (distancia a la cual se encuentran la
mayoria de complejos multiproteicos (Stryer, 1978)), experimentardn RET, mientras
que los que se encuentren a mayores distancias no lo haran. En las técnicas de FRET,
los receptores se fusionan a proteinas pequefias que actian como dador y aceptor,
tipicamente formas mutadas de la proteina verde GFP como GFP? e YFP, que pueden
actuar como dador y aceptor respectivamente. En la técnica de BRET, un receptor se

fusiona a la proteina fluorescente YFP y el otro receptor se fusiona al enzima Renilla
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luciferasa, la cual cataliza la conversion de coelenterazina a coelenteramida cuando ésta
se afiade a la preparacion celular, generando un pico de luz a aproximadamente 470nm
(Pfleger y Eidne, 2003). La luz emitida excita la YFP en el segundo receptor (aceptor)
con lo que se genera un pico de fluorescencia a 530nm. Este proceso se denomina
BRET! aunque también existe el denominado BRET? en el que el sustrato oxidado por
la luciferasa es Deep Blue C, el cual emite luz a 400nm y puede excitar a la proteina
GFP? que a su vez emitira a 510nm. La ventaja principal de las técnicas de BRET es
que se evitan los problemas asociados a la exposicion de luz de alta intensidad que
pueden dar lugar a autofluorescencia, fotobleaching y fototoxicidad. Sin embargo,
presenta limitaciones instrumentales y la resolucion no es muy alta, no pudiendo ser
utilizado, por ejemplo, para investigar los dominios subcelulares en los que se expresan
los oligébmeros. En este Gltimo caso, se puede utilizar la técnica de FRET utilizando un
microscopio confocal. Es importante tener en cuenta que, ademas de la distancia entre el
dador y el aceptor, la orientacion de ambas moléculas es fundamental para que se
produzca la transferencia de energia por FRET o BRET. Asi, las técnicas RET ofrecen
la posibilidad de detectar interacciones entre dos proteinas en células vivas e incluso,
con la reciente innovacion técnica desarrolladla por miembros de nuestro grupo que
combina procesos de BRET y de FRET, es posible detectar también complejos

triméricos (Carriba et al., 2008).
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Figura 1.3. Transferencia de energia por resonancia (RET). El FRET requiere la
excitacion de la molécula fluoréfora dadora por luz para que pueda transferir energia a
la molécula aceptora siempre y cuando el dador y el aceptor estén suficientemente
juntos (A), mientras que en el BRET, el dador Rluc cataliza la reaccion de la
coelenterazina a coelenteramida, emitiéndose luz que puede excitar al aceptor si se
encuentra lo suficientemente préximo (B). En (C) se muestra como el dador y el aceptor
se pueden fusionar a dos receptores en la membrana para producir RET si los receptores
oligomerizan (Extraido de Pfleger y Eidne, 2005).

Mediante estas técnicas, se ha demostrado la existencia de homodimeros de los
receptores P,-adrenérgico (Angers et al., 2000), 5-opiode (McVey et al., 2001) y Az de
adenosina (Canals et al., 2004) entre otros. También se han utilizado para el estudio de
heteromeros de receptores acoplados a proteina G, como por ejemplo entre los
receptores de somatostatina SSTR2a y SSTR1g (Rocheville et al., 2000b), los receptores
de somatostatina SSTRyg y los D, de dopamina (Rocheville et al., 2000a), los receptores
Aua de adenosina y D, de dopamina (Canals et al., 2003), los receptores A; y Aza de

adenosina (Ciruela et al., 2006), los receptores A, de adenosina y CB; de canabinoides
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(Carriba etal., 2007) o mas recientemente, entre los receptores p-opioide y el de
serotonina 5-HT;a (Cussac et al., 2012).

En los altimos afios, se han desarrollado numerosas variantes de estas técnicas
como el photobleaching FRET o el time-resolved FRET (Pfleger y Eidne, 2005) ademas
del SRET que permite detectar complejos triméricos (Carriba et al., 2008; Navarro
etal., 2008) o las técnicas BIFC (Bimolecular fluprescence complementation) que
permiten detectar heterotrimeros al igual que heterodimeros, utilizando dos fragmentos
de la proteina dadora o aceptora (p.e nYFP y cYFP) que sélo son capaces de emitir
fluorescencia cuando se reconstituyen, mediante la interaccion de las proteinas a las
cuales estan fusionados, esto es, si se encuentran una distancia menor de 6nm (Gandia
et al., 2008).

1.2.2. Arquitectura de los oligomeros de GPCR

Teniendo en cuenta los oligdbmeros de GPCR, se considera la forma dimérica
como la unidad estructural minima. El fendmeno de la dimerizacion de GPCR se
explica atendiendo a dos posibilidades, dado que las interacciones pueden ser directas o
indirectas. Las interacciones indirectas tienen lugar por medio de otras proteinas, como
es el caso de las proteinas del citoesqueleto. Por el contrario, las interacciones directas
implican interacciones entre distintos dominios de los receptores. En la mayoria de los
casos, los dimeros se forman en el reticulo endoplasmético, antes de llegar a la
membrana plasmatica, y no son modulables por ligando. Una vez unidos, los receptores
adquieren caracteristicas y propiedades inherentes a la nueva entidad oligomérica. En
las interacciones indirectas, pueden participar proteinas citosélicas o scaffolding
proteins que acttan a modo de anclaje y dan lugar a asociaciones proteicas complejas,
pudiendo interaccionar con otras proteinas involucradas en la transduccion de la sefal.
Las interacciones directas pueden tener lugar mediante diferentes mecanismos: enlaces
covalentes (puentes disulfuro) y/o no covalentes (fuerzas hidrofébicas y/o
electroestaticas) entre los dominios transmembrana y/o los dominios intracelulares de

los receptores, tal y como se muestra en la figura 1.4.
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Figura 1.4. Mecanismos de oligomerizacion directa entre los GPCR. A. Formacion
de puentes disulfuro (Receptores de calcio y glutamato). B. Interaccién coiled-coil
(Receptores GABA). C. Interaccion transmembrana (Receptores dopamina,
muscarinicos, p2-adrenérgicos). (Extraido y modificado de Bouvier, 2001).

En la familia C de los GPCR, el gran dominio N-terminal extracelular contiene
varios residuos de cisteina que pueden contribuir a la dimerizacién mediante puentes
disulfuro (Romano et al., 1996, 2001). De hecho, se ha demostrado que la eliminacién
de este dominio previene la dimerizacion del receptor metabotropico de glutamato
mGlul. Por otro lado, una mutacién puntual del residuo clave de cisteina de estos
receptores indica que este residuo participa en la dimerizacion aunque no constituye un
punto de contacto unico (Ray y Hauschild, 2000). En la oligomerizacion de los
receptores de la familia A, los puentes disulfuro también pueden intervenir. Asi, se ha
descrito la disociacion del homodimero de los receptores k- y 6-opiodes o de los
receptores D; de dopamina usando agentes reductores (Cvejic y Devi, 1997; Jordan y
Devi, 1999; Lee etal., 2000). Sin embargo, la disociacion del oligbmero tras el
tratamiento con agentes reductores no se detecta por igual en todos los receptores (Lee
et al., 2000).

En la heterodimerizacion de las dos isoformas de los receptores GABA
(GABAg; Yy GABAg,), se ha descrito una interaccion directa entre dominios coiled-coil
localizados en los extremos C-terminal de los mismos (White etal., 1998). Sin
embargo, estudios de mutagénesis dirigida han revelado que, si bien el dominio coiled-
coil es importante para la funcionalidad del receptor, éste no es el Unico responsable de
la heterodimerizacion, ya que la deleccion de este dominio no consigue eliminar la
formacion del heterodimero (Margeta-Mitrovic et al., 2000). El receptor &-opiode

constituye otro ejemplo en el que el dominio C-terminal es fundamental para la
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oligomerizacion, tanto es asi que una deleccion de los dltimos 15 aminodcidos del

receptor provoca la pérdida de la capacidad de dimerizacién (Cvejic y Devi, 1997).

Globalmente, la dimerizacion directa entre GPCR puede estar mediada por
interacciones idnicas o hidrofébicas entre los dominios extracelulares, intracelulares o
transmembrana del receptor. Se ha demostrado la interaccion ionica entre péptidos
presentes en los dominios intracelulares que contienen, respectivamente, dos 0 mas
cargas positivas adyacentes, por ejemplo RR, KK 0 RKR, y dos 0 més cargas negativas:
DD o EE, o residuos aminoacidicos fosforilados (Woods y Huestis, 2001; Woods et al.,
2002). En nuestro grupo de investigacion, se ha demostrado la participacion de residuos
cargados y/o fosforilados en la heteromerizacion de los receptores A, de adenosina y
D, de dopamina (Canals et al., 2004) o entre los receptores A, de adenosina, D, de
dopamina y CB; de cannabinoides (Navarro etal.,, 2010) . La idea de que las
interacciones hidrofobicas podrian tener un papel relevante en la formacion de los
dimeros se postuld por primera vez para el receptor [3,-adrenérgico. Mediante el uso de
péptidos sintéticos y mutagénesis dirigida, se propuso que residuos concretos de glicina
y de leucina, situados en el sexto dominio transmembrana del receptor, estaban

involucrados en su dimerizacion (Hebert et al., 1996).

Mediante estudios computacionales (Gouldson et al., 2000), se han propuesto
dos modelos alternativos tridimensionales que explicarian la dimerizacion de los
receptores acoplados a proteina G. En ambos modelos, los dominios transmembrana
cinco y seis (TM5-6) estarian involucrados en el contacto entre receptores, asi como el
tercer bucle intracelular (IC3). EI primer modelo se conoce como domain swapping
model, o0 modelo del intercambio de dominio, y considera que cada unidad funcional en
el dimero esta compuesta por los 5 primeros dominios transmembrana de un receptor y
los dos ultimos del otro. Asi, si los dos dominios por separado de un mismo receptor se
coexpresan conjuntamente se recupera el receptor funcional (Scarselli et al., 2000). Este
modelo racionaliza la complementacién funcional observada por Maggio Yy
colaboradores con las quimeras de los receptores ap-adrenérgico y Ms muscarinico
(Maggio et al., 1993). El segundo es el “modelo de contacto” y considera que el dimero
se formaria por empaquetamiento lateral de mondmeros individuales, donde los

dominios cinco y seis de cada mondmero formarian la interfase de interaccion. Este
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seria el caso para el receptor V, de vasopresina (Schulz et al., 2000). Ambos modelos

estan representados en la figura 1.5.

Domain-
swapped Contact
model model

_%

ﬂa
f
b G

Figura 1.5. Modelos tridimensionales de la dimerizacion de los GPCR.

1.2.3. Caracteristicas farmacologicas de los receptores oligoméricos. “Two-

State Dimer Receptor Model” o el modelo de receptores diméricos.

Clasicamente, para el andlisis de la union de ligandos a un GPCR, se ha
considerado al receptor en su forma monomérica. El ajuste de datos experimentales que
dan lugar a diagramas de Scatchard lineales, cuando estos se ajustan a un modelo de un
centro de union, permite calcular la Kp o constante de afinidad. Sin embargo, la union
de agonistas a los GPCR a menudo genera representaciones de Scatchard no lineales y,
en estos casos, los resultados se ajustan tradicionalmente al modelo de “dos centros
independientes” que consideran la existencia de dos estados no interconvertibles del
receptor: un estado de alta afinidad (o0 acoplado a proteina G) y un estado de baja
afinidad (o desacoplado a proteina G). El ajuste de los datos a este modelo permite el
calculo de dos constantes de afinidad: una para el estado de “alta afinidad” (Kpy) y otra
para el estado de “baja afinidad” (Kp.). Sin embargo, se ha observado que el agonista
induce cambios en la proporcion de los llamados estados de “alta” y “baja” afinidad, lo
cual indica que estos dos estados no pueden existir independientemente, sino que estan
interconectados (Wong et al., 1986) y esta aparente interconversion entre estados es

independiente de la proteina G (Casadd et al., 1990). Ademas, trabajando con receptores
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de adenosina A;, se demostrd que un agonista total puede provocar un cambio aparente
en la proporcidn de receptores en estado de alta y baja afinidad (Casado et al., 1990). Si
el agonista es capaz de variar la proporcion de los estados de alta y baja afinidad, estas
dos formas deben estar en equilibrio, con lo cual, el modelo de dos centros
independientes no puede representar adecuadamente el comportamiento de las curvas

bifasicas de Scatchard si los estados de afinidad estan en equilibrio.

Dado que actualmente se conoce que los GPCR forman dimeros, las isotermas
de unién biféasicas (representaciones de Scatchard no lineales) y las curvas de
competicion bifasicas pueden interpretarse de una manera mas directa considerando la
existencia de cooperatividad. La cooperatividad positiva 0 negativa puede explicarse de
manera natural asumiendo que la union de la primera molécula de ligando a uno de los
mondmeros del dimero modifica los pardmetros de union de la segunda molécula de
ligando al otro monomero del dimero, como ocurre en el caso de las enzimas.
Recientemente, se han desarrollado modelos que consideran al dimero como la unidad
bésica (Durroux, 2005; Franco et al., 2005, 2006; Albizu et al., 2006). Nuestro grupo de
investigacion ha formulado el “Two-State Dimer Receptor Model” (“modelo de
receptores diméricos”), que considera el homodimero como la unidad basica (Franco
et al., 2005, 2006) (Figura 1.6). Este modelo considera que el cambio conformacional
inducido por un ligando desde uno de los componentes del dimero es transmitido al otro
componente a traves de un fendmeno de cooperatividad y permite calcular un pardmetro
que mide el grado de cooperatividad (Dc). Es una extension del modelo de “dos estados
de activacion de un receptor”, pero considera que las estructuras diméricas son capaces
de unir una molécula en el centro ortostérico de cada mondmero. Asumiendo la
isomerizacién del receptor entre las especies inactiva (RR) y activa (RR*), el modelo es
capaz de explicar el comportamiento de los GPCR para los cuales la representacion de
Scatchard no es lineal (Franco et al., 2005, 2006).
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Figura 1.6. Esquema y ecuaciones del “modelo de receptores dimérico” (“Two-
State Dimer Receptor Model”). El dimero puede ser inactivo o activo y puede estar
vacio u ocupado por una o dos moléculas de ligando. a) Modelo macroscopico b)
Modelo simplificado que incluye las constantes de disociacion macroscépicas en el
equilibrio (Kp1 y Kpz), que definen la unién de la primera y segunda molécula de
ligando al dimero. Se muestran las ecuaciones para el ajuste de los valores de union del
radioligando (L) a los receptores que forman el dimero y para calcular el indice de
cooperatividad del dimero (Dc¢). (Ver Franco etal., 2005, 2006; Casadé et al., 2007)
para mas detalles). (Extraido de Franco et al., 2006).

Nuestro grupo de investigacion ha profundizado en el desarrollo del “modelo de
receptores diméricos” y ha formulado ecuaciones para uniéon de radioligandos que
tienen en cuenta las constantes macroscopicas y permiten ajustar los datos de
experimentos de saturacion y de competicion. Estas ecuaciones permiten el calculo de
las constantes de disociacion macroscopicas correspondientes a la unién de la primera
molécula de ligando al dimero no ocupado (Kp;) Yy a la unién de la segunda molécula de
ligando al dimero semiocupado (Kpy). A su vez, las ecuaciones permiten el célculo del
indice de cooperatividad (D¢) que mide el grado de cooperatividad que se produce entre
la primera entrada de ligando al receptor vacio y la segunda entrada de ligando al
receptor en el dimero semi-ocupado; es decir, es un pardmetro que mide los cambios
estructurales que ocurren en una molécula de receptor cuando el ligando se une al otro
receptor en el dimero (Casadé et al., 2007, 2009).
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La posibilidad de calcular las constantes de disociacion de la union de la primera
molécula de ligando (Kp;), la de la segunda molécula de ligando (Kp,) al homodimero y
el indice de cooperatividad (D¢), permite una cuantificacion sencilla de los efectos de
los reguladores alostéricos. Dichos reguladores alostéricos son moléculas naturales o
sintéticas que interaccionan con un centro alostérico del receptor alterando la union del
ligando al centro ortostérico y, por consiguiente, regulando la activacion del receptor.
En el “modelo de receptores diméricos” o “two-state dimer receptor model”, la proteina
G heterotrimérica se considera un modulador alostérico del dimero ya que se une a un
centro de unién no ortostérico y puede modificar las caracteristicas de union de los
centros ortostéricos en el dimero (Hepler y Gilman, 1992). El “modelo de receptores
diméricos” considera que un modulador alostérico puede ser cualquier molécula que se
una a un centro no ortostérico, u otra proteina que interaccione con el receptor y afecte
sus caracteristicas de unién, y puede modificar tanto las constantes de disociacion como

el indice de cooperatividad.

1.2.4. Consecuencias funcionales de la oligomerizacion de GPCR

La dimerizacion estd implicada en la regulacién de la funcionalidad del receptor
a diferentes niveles, desde la modulacion de la expresion del receptor en la superficie
celular hasta el hecho de conferir nuevas propiedades farmacologicas a los receptores
expresados en el oligomero. Esto ha proporcionado una nueva perspectiva para
considerar cual es la unidad de sefializacion de los GPCR, asi como para el desarrollo de

ligandos que actlan a través de este tipo de receptores.

Aunque en muchos casos la relevancia fisioldgica no se conoce completamente,
diversos estudios, llevados a cabo en sistemas de expresion heterélogos, han sugerido
distintos papeles funcionales para la oligomerizacion de GPCR (Figura 1.7). Por
ejemplo, la oligomerizacion puede estar implicada en la ontogénesis de los GPCR, es
decir, en el control de calidad del plegamiento y del destino a la membrana de los
receptores sintetizados de novo. Asimismo, en algunos casos se ha observado una
regulacién de la formacion/separacion de oligbmeros presentes en la membrana

plasméatica mediada por ligando. También se ha constatado que la oligomerizacién
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confiere diversidad farmacologica, ya que posibilita al ligando de un receptor influir en
la unién de otro ligando al segundo receptor dentro del dimero (Ferré, 2007; Franco
etal.,, 2008). La oligomerizacion también puede modificar las propiedades de
sefializacion de un determinado ligando afectando a la selectividad de la interaccién
entre el receptor y su correspondiente proteina G, resultando en una potenciacion,
atenuacion o acoplamiento con otra proteina G. Finalmente, también se ha demostrado
que la oligomerizacién puede alterar el patron endocitico para un determinado receptor
(Terrillon y Bouvier, 2004).

a Ontogenesis b Phammacological diversity ¢ Signal transduction d Internalization

Transport
vesicle

ER

C C C C

Figura 1.7. Funcionalidad de la oligomerizacion de los GPCR. ER, reticulo
endoplasmatico; L, ligando. (Extraido Milligan et al., 2006)

Una de las primeras evidencias de que los oligobmeros forman una unidad
compleja de sefalizacion proviene de estudios que demuestran que la disrupcion del
homdmeros del receptor Bp-adrenérgico, con un péptido derivado del sexto dominio
transmembrana implicado en la dimerizacion, inhibe la produccion de AMPc inducida
por el agonista (Hebert et al., 1996). Estos resultados indican que el dimero es la especie
activa del receptor, aungque tampoco se puede descartar la posibilidad de que el péptido
esté modificando interacciones intramoleculares dentro del mondémero que provocan la
falta de funcionalidad, siendo la perdida de la unidad dimerica mas bien una
consecuencia y no una causa de la no sefializacion por parte del receptor. En el mismo

sentido, AbdAlla (AbdAlla et al., 2000) describe que la heterodimerizacion entre los
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receptores de angiotensina AT; y B, de bradiquinina mejora la sefializacion de AT;R,
mientras que inhibe la del receptor B,, mostrando que la heteromerizacion entre
receptores diferentes puede ser un nuevo modelo para la modulacion de la respuesta de
GPCR por sus respectivos ligandos. En 2004, se demostré que los receptores de
dopamina D; y D, forman heterdmeros en células transfectadas (Lee et al., 2004). Los
receptores D; estan acoplados a la proteina Gs mientras que los D, estan acoplados a la
proteina Gi. Pero los heteromeros D;R-D,R se acoplan a una proteina G diferente,
Gg/11. De hecho, cuando la dopamina activa el heteromero, no da lugar a la
sefializacion via PKA y AMPc sino que moviliza calcio y activa la calmodulina quinasa
(Rashid et al., 2007). También se ha descrito que los receptores de adenosina Aga Y
cannabinoides CB; heteromerizan y que, en dicho heterémero, es necesaria la activacién
del receptor A, para que el receptor CB; inhiba la produccion de AMPc (Carriba et al.
2007).

1.3. Receptores de Cannabinoides

1.3.1. Sistema endocannabinoide

El cannabis, comunmente conocido como “marihuana”, es una de las drogas de
abuso maés extendidas entre la poblacion europea. Su uso intensivo se ha relacionado
con diversos problemas neurolégicos no especificos. En contrapunto, el sistema
endocannabinoide, descubierto a partir de la identificacion de las sustancias psicoactivas
del cannabis, se ha puesto en el punto de mira de la sociedad en los Gltimos afios como
posible diana terapéutica para muchas enfermedades de tipo neurodegenerativo y
tumoral. Si bien los efectos y propiedades terapéuticas del cannabis ya eran harto
conocidos por antiguas civilizaciones, no fue hasta 1964 que se consigui6 aislar el A°-
tetrahidrocannabinol (A%-THC), principal constituyente psicoactivo del cannabis, a
partir de preparaciones de Cannabis Sativa (Mechoulam y Gaoni, 1965; Gaoni y
Mechoulam, 1971) que, aln a dia de hoy, se utiliza para combatir la emesis y la falta de
apetito en los enfermos de cancer. El caracter lipofilico de esta sustancia hacia pensar
que ejercia sus efectos de manera inespecifica, interaccionando con los lipidos de la

membrana celular. Sin embargo, unos veinte afios mas tarde, Howlett y colaboradores
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(Howlett et al., 1990) describieron centros de unién de alta afinidad para el A%-THC en
membranas celulares, lo que sugirié que su accion podia estar mediada por receptores
especificos. Hasta ahora, se han clonado y caracterizado inequivocamente dos de estos
receptores: los CB; (CB1R) y los CB, (CB3R). El primer receptor de esta familia, el
CBy, se encontro a partir de un screening de GPCR huérfanos (Matsuda et al., 1990) y
su localizacion fue predominantemente cerebral y testicular. EI descubrimiento del
segundo receptor, el CB,, fue posterior e, inicialmente, su localizacion se restringié a la
periferia, principalmente en el sistema inmune (Pertwee, 1997). Hoy en dia se sabe que,
si bien es cierta su expresion predominante en células inmunolégicas, los CB;R
aparecen también en el sistema nervioso central y su accion es clave para entender
ciertas enfermedades cerebrales, al mismo tiempo que supone una diana terapeutica

clave en su tratamiento (Rivers y Ashton, 2010).

La identificacion, caracterizacion y localizacion de receptores especificos,
capaces de reconocer al A-THC, planteé la cuestion de cuél o cuéles debian ser los
ligandos enddgenos capaces de interaccionar con estos receptores, es decir, la posible
existencia enddgena de sustancias similares al A>-THC que, actuando a modo de
agonistas, mimetizaran sus efectos en el organismo. Aunque en los ultimos afios han
sido numerosos los endocannabinoides aislados, tanto de tejido nervioso como
periferico, los mas importantes son los derivados de eicosanoides como la anandamida
(AEA) (Devane etal., 1992) y el 2-araquidonilglicerol (2-AG) (Mechoulam etal.,
1995). A partir de su identificacion, se investigé la ruta bioquimica de su sintesis,
liberacion (Di Marzo et al., 1994; Cadas et al., 1996), transporte (Beltramo et al., 1997)
y degradacion (Cravatt etal., 1996). Todo ello permitié conocer con el término de
“sistema endocannabinoide” a este conjunto que comprende: i) Los receptores de
cannabinoides, ii) los ligandos enddgenos o endocannabinoides y iii) los enzimas
implicados en su sintesis y degradacion. En la actualidad, este sistema aparece como un
relevante modulador fisioldgico, no sélo a nivel del sistema nervioso central, sino

también en el periférico y en otros muchos sistemas del organismo.

Quimicamente, los endocannabinoides son derivados del acido araquidonico,
conjugados con etanolamina o glicerol, y se relacionan con otros trasmisores lipidicos

de tipo eicosanoide, como las prostaglandinas o leucotrienos, importantes en
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inflamacién, dolor, comportamiento alimentario y metabolismo lipidico. La AEA es un
producto del metabolismo de los fosfolipidos de la membrana y fue considerada durante
algun tiempo como producto de la degradacion post-mortem del cerebro en lugar de un
metabolito funcional, debido a que su concentracion en cerebro (de 10 a 100 pmol g™,
(Kempe et al., 1996)) es casi 200 veces menor que la del 2-araquidonilglicerol (2-AG)
(Sugiura et al., 1995; Stella et al., 1997). El 2-AG, el éster del acido araquidonico vy el
glicerol, fue aislado originalmente del intestino y del cerebro de perro (Mechoulam
et al., 1995; Sugiura et al., 1995). Ademas de estos dos endocannabinoides principales,
se han identificado otros tres hasta la fecha: El noladin éter (Hanus etal., 2001), la
virodhamina (Porter etal., 2002) y la N-araquidonildopamina (NADA) (Huang y
Walker, 2006).

Al contrario que los neurotransmisores 0 neuropéptidos clasicos, estos
compuestos no se almacenan en compartimentos intracelulares, sino que se sintetizan en
funcién de la demanda fisioldgica, en el momento y lugar necesario, y son liberados por
la célula a partir de ciertos precursores fosfolipidicos de la membrana por un
mecanismo gue no esta todavia completamente determinado. Dado que son compuestos
poco solubles, dependen de la localizacion reciproca de los lugares de produccién y de
sus receptores (Di Marzo, 2008). El aumento en la concentracién intracelular de Ca*,
debido a la despolarizacién neuronal o a la activacion de receptores glutamatérgicos,
activa la liberacion tanto de AEA como de 2-AG desde los terminales postsinapticos
para unirse a los receptores situados, mayoritariamente, en los terminales presinapticos,

pero también en los postsinapticos (Di Marzo et al., 2007).

En la via de sintesis de la AEA intervienen principalmente dos reacciones
enzimaticas. En la primera hay una transferencia de un grupo acil-graso desde la
posicién sn-1 de un glicerofosfolipido al grupo sn-3 de la fosfatidiletanolamina,
catalizado por el enzima N-aciltransferasa (NAT) dependiente de Ca®** y asociado a la
membrana, formandose N-araquidonilfosfatidiletanolamina o NArPE. En una segunda
fase se produce la hidrdlisis de NArPE, catalizada por una fosfolipasa D selectiva
(NAPE PLD), dando lugar a AEA y &cido fosfatidico. De esta manera, la NArPE ha
sido considerado un almacén de AEA dependiente de Ca®* (Di Marzo et al., 1996a; b;
Piomelli etal., 1998) para su posterior liberacion hacia el espacio sinaptico. Sin
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embargo, la conversion final de AEA a partir de NArPE también puede darse por otras

rutas enzimaticas y todavia hoy sigue siendo materia de debate (Di Marzo, 2011).

Dado que el 2-AG es un monoacilgicérido, su sintesis es diferente a la de la
AEA. Los mayores precursores biosintéticos del 2-AG son los diacilgliceroles (DAG)
producidos por la hidrolisis de fosfatidilinositoles de las membranas celulares por
accion de una fosfolipasa C selectiva (PLCP) o a partir del acido fosfatidico (PA)
catalizado por una PA fosfohidrolasa. Los DAG se convierten posteriormente en 2-AG
por la accion de lipasas selectivas (DAGLa y DAGLP) activadas por glutation y
dependientes de Ca®* (Bisogno et al., 2003; Okamoto et al., 2004).

Las diferentes vias de sintesis de la AEA y el 2-AG sugieren que estos dos
compuestos pueden actuar de forma independiente dentro de la célula. Esta hipétesis se
encuentra corroborada, ademas, por tres hechos experimentales: 1.- la estimulacion
eléctrica de cortes de hipocampo incrementa la liberacion de 2-AG pero no la de
anandamida (Stella et al., 1997), 2.- la activacion del receptor D, de dopamina en el
estriado incrementa la liberacion de AEA pero no la de 2-AG (Giuffrida et al., 1999;
Ferrer etal., 2003) y 3.- la activacion de receptores NMDA en neuronas corticales en
cultivo incrementa los niveles de 2-AG sin afectar la formacion de AEA, la cual
requiere de la activacion simultanea de receptores NMDA y a-7 nicotinicos (Stella 'y
Piomelli, 2001). Una vez que los endocannabinoides son sintetizados se pueden unir a
sus receptores en la misma célula o pueden ser liberados al fluido extracelular desde
dénde pueden alcanzar otras direcciones, por ejemplo terminales presinapticos, con la
ayuda de otras proteinas transportadoras como lipocalinas o albimina (Piomelli, 2003)
(Figura 1.8). Por otro lado, diversas observaciones apuntan a que el principal ligando
enddgeno para los CB;R es el 2-AG en lugar de la AEA. Asi, la distribucién de 2-AG
en el cerebro correlaciona con la de CB;R, la acumulacién de 2-AG y no la de AEA
produce un aumento de la sefial mediada por CB;R en el cerebro, las DAGL comparten
una historia evolutiva con los CB;R, y, por ultimo, las enzimas de sintesis y
degradacion de 2-AG se encuentran muy proximas a los CBiR en varias sinapsis
cerebrales (Bisogno etal., 2003; Hashimotodani etal., 2007, 2008; Paloméki et al.,
2007; Katona y Freund, 2008).
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Figura 1.8. Sintesis, transporte y seifializacion de la anandamida. Extraido de
(Rodriguez de Fonseca et al., 2005).

Por otro lado, la degradacion de ambas sustancias también tiene lugar por
enzimas diferentes: La AEA se metaboliza predominantemente por la amida hidrolasa
de éacido graso (FAAH), mientras que el 2-AG se metaboliza fundamentalmente por la
monoacilglicerol lipasa (MAGL). Sin embargo, existen evidencias de que el 2-AG
también puede ser metabolizado por la FAAH y que ambos compuestos son también
procesados por la ciclooxigenasa de tipo 2 (COX2) (Kozak etal., 2000, 2001, 2002,
2003, 2004). La terminacion de la sefial de la AEA y el 2-AG parece ser dependiente de
un proceso de dos pasos que comienza con el transporte a través de la membrana
plasmatica seguida de su hidrdlisis a acido araquidonico y etanolamina, o glicerol,
respectivamente. En el primer caso, esta hidroélisis esta catalizada por la enzima FAAH
(Cravatt etal., 1996), ubicua y ampliamente caracterizada, clonada, purificada y
cristalizada (Bracey et al., 2002). La FAAH es una amidasa de la superfamilia de las
serinas hidrolasas (Patricelli etal., 1999) que inicialmente fue encontrada en areas
perinucleares dentro del citoplasma de la célula. Felder y colaboradores han establecido
varias hipotesis para describir como se produce el transporte de la AEA al citoplasma 'y
si hay algun requerimiento molecular para el transporte del citoplasma a los espacios
nucleares para su hidrolisis. Las hipdtesis que se postulan son las siguientes: El

transporte sucede por difusion simple a través de la membrana debido a su caracter
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lipofilico y se dirige a una localizacion perinuclear de FAAH para su posterior
hidrolisis, o existe una FAAH asociada a la membrana con capacidad para captar e
hidrolizar la anandamida, o bien la captacién de anandamida tiene lugar a través de
caveolas y se transporta por via endocitica a una localizacién perinuclear de FAAH, o la
unién de la anandamida es a

través de proteinas especificas y " reeynepti neuron

transportadoras que facilitan su
union a la enzima FAAH

2-AG inactivation
Glycerdl +

asociada a la membrana ZAG mmmm e m e amchidonic
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Figura 1.9. Degradacion de AEA y 2-AG.
Extraido de Di Marzo et al., 2004)

En un principio y dada la naturaleza lipofilica de los cannabinoides, se pensaba
que estos ejercian sus efectos interaccionando con la membrana plasmatica, estimulando
o inhibiendo enzimas asociadas y alterando el estado fisiologico de los canales. La
existencia de los receptores de cannabinoides se confirm¢d al observar la inhibicién
funcional de la adenilato ciclasa tras la adiccion de A’-THC a células de neuroblastoma
(Howlett y Fleming, 1984; Howlett, 1985). Se observo ademas que esta inhibicion era
bloqueada con toxina pertusica (PTX), lo cual implicaba a la proteina Gj, en el proceso
de sefializacion intracelular (Howlett et al., 1986). Estos hechos, pusieron de manifiesto
que la mayoria de los efectos centrales de los cannabinoides estaban mediados por

proteinas que actuaban como receptores de membrana. Los receptores de cannabinoides
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mejor caracterizados son los CB;R y CB;R, en cuanto a su estructura primaria, afinidad
de ligandos, propiedades y sistemas de transduccion de sefial. Existen indicios de la
existencia de otros receptores acoplados a la proteina G, que también podrian formar
parte de esta familia, como es el caso del receptor huérfano GPR55, a pesar de que sus
propiedades farmacoldgicas, su sefializaciéon y su funcién celular varian con respecto a
los dos anteriores, pero cuya accién mediada de los endocannabinoides podria explicar
efectos fisioldgicos no mediados por CB;R/CB;R (Ryberg et al., 2007; Pertwee, 2007;
Brown y Robin Hiley, 2009; Sharir y Abood, 2010; Balenga et al., 2011). Por otro lado,
el receptor vanilloide tipo 1 (TRPV1) también puede mediar algunos de los efectos de
los ligandos cannabinoides (Ross, 2003, 1; Lam et al., 2005; Di Marzo y De Petrocellis,
2010).

Tanto los CB;R como los CB,R pertenecen a la familia de receptores acoplados
a proteina G con siete dominios transmembrana. Contienen un dominio N-terminal
extracelular que posee lugares de glicosilacion y un dominio C-terminal intracelular de
union a proteina G. Ambos receptores han sido clonados y existen modelos
tridimensionales de organizacion de su estructura secundaria en humano y en ratén
(Bramblett et al., 1995; Onaivi et al., 1996; Xie et al., 2003).

1.3.2. Receptor de cannabinoides CB;

El cDNA de los CB;R fue aislado por primera vez de una libreria de corteza
cerebral de rata. El locus del gen en humanos se ha localizado en el cromosoma 6 en la
posicion 6g14-q15 (Caenazzo et al., 1991; Hoehe et al., 1991). La proteina codificada
posee una alta homologia en nucleétidos y aminoacidos entre humanos y roedores.
Pertenece a la familia A de los GPCRs, aunque difiere de este grupo en que no presenta
el puente disulfuro en el EC2 ni el residuo de prolina en el TM-5. Puede presentar hasta

tres lugares de glicosilacién, de tal manera que su peso puede variar hasta en 10kDa.

Como GPCR, los CB;R se pueden unir tanto a proteina G;como G, a través del
extremo carboxi-terminal. Los aminodcidos mas proximos a la membrana de esta region

son decisivos para el acoplamiento de la proteina Gj,, mientras que los méas distales

38



1.Introduccion

modulan la amplitud y la cinética (Nie y Lewis, 2001a; b). La cola C-terminal esta
implicada, también, en procesos de desensibilizacion e internalizacion. De esta manera,
los aminoacidos de la zona central del extremo carboxi-terminal contienen residuos
fosforilados necesarios para la desensibilizacion mediada por quinasas especificas
(GRK) y arrestinas (Jin et al., 1999), mientras que cuatro residuos del final de la cola
son importantes en la internalizacién (Hsieh et al., 1999). La union a la proteina G de
estos receptores en los terminales presinépticos da lugar a una inhibicion de la adenilato
ciclasa, disminuyendo asi la produccion de cCAMP; si bien esto puede variar en funcion
del receptor con el que heteromerice. Asi pues, se observé que, en presencia de los
receptores de dopamina D,, los CB;R se unen a la proteina Gs estimulando la
produccién de AMPc (Glass y Felder, 1997; Jarrahian et al., 2004; Kearn et al., 2005).

Los CB;R estan implicados, ademas, en otras vias de sefializacién, dependiendo
de las células en las que se encuentren, estimulando a las quinasas activadoras de
mitogenos (MAPK) tales como ERK 1/2, p38 y c-Jun (JNK), la via de PI3K/Akt,
ademés de la expresion de genes tempranos (ej. Krox-24) (Bouaboula et al., 1999;
Molina-Holgado et al., 2002; Graham et al., 2006; Turu y Hunyady, 2010). Los CB;R
pueden estimular canales i6nicos indirectamente a través del AMPc, favoreciendo la
corriente de salida de potasio de los canales tipo-A y directamente, a través de las
proteinas Gi, e independientemente de AMPc, acopldndose a canales de potasio
rectificadores de la corriente interna (GIRK) y actuando negativamente sobre los
canales dependientes de voltaje de calcio tipo L, N y P/Q (Howlett y Mukhopadhyay,
2000; McAullister y Glass, 2002; Turu y Hunyady, 2010). La desensibilizacion de CB;R
se ha descrito mediada por un mecanismo de internalizacion a traves de la accion de p—
arrestinas (Jin etal., 1999; Kouznetsova et al., 2002; Breivogel et al., 2008; Daigle
et al., 2008). Todos estos mecanismos de sefializacién pueden mediar los efectos de los
canabinoides como reguladores de la liberacién de neurotransmisores. De esta manera,
los endocannabinoides funcionan como mensajeros retrogrados cuando sus receptores
diana se encuentran en la membrana presinaptica, inhibiendo la liberacion de glutamato
(Shen etal., 1996), GABA (Szabo etal., 1998), acetilcolina (Gifford etal., 1997),
noradrenalina (Schlicker et al., 1997a) y serotonina (Nakazi et al., 2000). En las sinapsis
glutamatérgicas, por ejemplo, los receptores ionotrépicos de glutamato como AMPA o

NMDA se encuentran en la densidad postsinaptica (PSD) uniendo el glutamato liberado
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por el terminal presinaptico en un mecanismo dependiente del Ca®*. Cuando la
liberacion es elevada, por un aumento excesivo del Ca*" intracelular, la alta
concentracion de glutamato en la hendidura sinéptica activa a los mGIuR asociados a la
maquinaria perisnaptica (PSM) que activan a la PLCp, a través de la proteina Gglly la
proteina homer, y producen la liberacion de 2-AG a partir de los fosfatidilinositoles de
la membrana. El 2-AG liberado en el terminal postsinaptico se unira entonces a los
receptores presinapticos inhibiendo la entrada de calcio en el terminal (Katona y
Freund, 2008) (Figura 1.10).

Homer

Figura 1.10. Activacion de la sefalizacion retrograda mediada por
endoncannabinoides. A) Actividad basal de la entidad sinaptica glutamatérgica que
implica a los receptores ionotropicos de glutamato AMPA y NMDA en la densidad
postsinaptica (PSD). B) Activacion de los receptores mGlu en la maquinaria de
sefializacion perisinaptica (PSM) por un exceso en la liberacion de glutamato. Extraido
de (Katona y Freund, 2008).

El sistema cannabinoide es especialmente relevante en las funciones cognitivas y
emocionales; estd implicado en circuitos neuronales del corteza, hipocampo y amigdala
y en la adiccion a drogas en el sistema mesolimbico mediante mecanismos de
modulacion sinaptica que incluyen DSl (Depolarization-Induced Supression of
Inhibition), en neuronas GABAEérgicas, y DSE (Depolarization-Induced Supression of
Excitation), en neuronas glutamatérgicas (Parolaro y Rubino, 2002; Gerdeman y
Lovinger, 2003; Laviolette y Grace, 2006). Aungue la activacion presinaptica de los
CB:R casi siempre conlleva una disminucion en la liberacién del neurotransmisor
(Freund et al., 2003a), la magnitud de su accion se puede dividir en dos mecanismos
diferentes con respecto a su potencia y su implicacion patofisioldgica: La depresion a
corto plazo o short-term depression (STD) y la depresion a largo plazo o long-term
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depression (LTD). Mientras la primera es de corta duracién (menos de un segundo) y
rapida aparicion, la segunda, por estimulacion prolongada de los receptores de CB;, es
de aparicién mas tardia y suele durar varias horas (Chevaleyre et al., 2006; Mackie,
2008; Katona y Freund, 2008; Sidhpura y Parsons, 2011).

Los CB;1R son unos de los receptores neuronales mas abundantes en el cerebro
de mamiferos. De hecho, son considerados los GPCR mas abundantes del CNS. La
distribucion regional de los CB1R ha sido caracterizada en el cerebro humano y de rata
en correlacion con los efectos de los cannabinoides en el comportamiento como el
humor, la coordinaciébn motora, funciones autonOmicas, aprendizaje y memoria,
percepcidn sensorial y mecanismos del dolor, entre otros (Glass et al., 1997; Herkenham
etal.,, 1990, 1991cb; a; Mailleux y Vanderhaeghen, 1992; Westlake etal., 1994;
Valverde, 2005). Aunque la mircroscopia electronica puso de manifiesto una
localizacion predominantemente presinaptica para los CB;R (Katona etal., 1999;
Marsicano y Lutz, 1999; Tsou etal., 1999), se han localizado también en algunas
estructuras postsinapticas y en células gliales (Rodriguez et al., 2001; Kofalvi et al.,
2005) . A nivel postsinaptico, los CB;R modulan el potencial de accion actuando sobre
canales de K* rectificadores y canales de Ca®* dependientes de voltaje, disminuyendo la
excitabilidad neuronal. En general, se ha observado una disminucion de la expresion de
estos receptores en cerebro, tanto de humanos como roedores, durante procesos de dolor
(Westlake et al., 1994).

En cuanto a la distribucion en el sistema nervioso, los CB;R se encuentran en
alta densidad, tanto en sinapsis glutamatérgicas como gabaérgicas, en hipocampo,
amigdala, hipotalamo, algunas regiones olfatorias, en interneuronas o neuronas de
proyeccion de los ganglios basales: caudado-putamen (estriado dorsal), nucleo
accumbens (estriado ventral), substancia nigra pars reticulata (SNr) y globo palido; en
cerebelo y médula espinal. De forma mas moderada se pueden encontrar también en
corteza y talamo (Glass et al., 1997; Herkenham et al., 1990, 1991cb; a; Mailleux y
Vanderhaeghen, 1992; Westlake et al., 1994; Farquhar-Smith et al., 2000; Svizenska
et al., 2008) (Figura 1.11).
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Figura 1.11. Distribucion de los CB;1R en el sistema nervioso de mamiferos. La
concentracion de CB;R es mayor (verde intenso) en globo péalido (GP), y sustancia
negra (SN); alta pero algo menor en cerebelo (Cer), hipocampo (H), nucleo caudado
(C), putamen (P), hipotalamo (Hy), y amigdala (Am); moderada en la corteza y baja en
la sustancia blanca (amarillo). (Extraido de Baker et al., 2003).

La expresion del receptor en hipocampo se ha relacionado con los efectos de los
cannabinoides en la memoria y cognicion (Herkenham etal., 1990, 1991a). Se ha
determinado que la exposicién cronica del A®-THC o extractos de marihuana altera las
funciones y estructuras del hipocampo implicadas en los procesos de memoria y
aprendizaje en mamiferos (Scallet, 1991). La aparicion de CB;R en los ganglios basales
y los efectos de los cannabinoides en estas estructuras indican que los
endocannabinoides podrian tener un papel importante en la regulacion de las funciones
motoras. De hecho, existen varios estudios que describen anomalias en la expresion o en
la unién de ligandos para estos receptores en desordenes neuroldgicos del sistema
extrapiramidal. Es decir, la union de los endocannabinoides a los CB;R disminuye en
las enfermedades neurodegenerativas como las enfermedades de Parkinson o
Huntington (Glass et al., 1993; Richfield y Herkenham, 1994; Safiudo-Pefia et al., 1998;
Fernandez-Ruiz y Gonzales, 2005; Katona y Freund, 2008).

La estimulacion de los CB1R en el nucleo accumbens activa el circuito de

recompensa dopaminérgico y, por tanto, la motivacién para comer, fumar o tomar
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drogas de abuso. Los receptores localizados en el area tegmental ventral (VTA), en las
terminaciones GABAGérgicas, actian como moduladores retrégrados que inhiben los
input hacia la neuronas dopaminérginas del VTA, lo que activaria el circuito de
recompensa (Maldonado et al., 2006). Las microinyecciones de A>-THC en el VTA
posterior y en la parte posterior de ndcleo accumbens producen, asi mismo, el refuerzo
de los efectos de drogas como anfetaminas, cocaina, heroina, y nicotina, donde se
piensa que tienen la accion de recompensa (Valverde et al., 2000; Castafié et al., 2002;
Zangen et al., 2006). De esta manera, se ha propuesto que los antagonistas de este
receptor resultarian eficaces en el tratamiento de la drogadiccién (Maldonado et al.,
2006). En el cerebelo de rata, se ha detectado una elevada expresion de CB;R (Matsuda
etal., 1993) que implica a estos receptores en los problemas de ataxia, inmovilidad y
catalepsia, observados experimentalmente tras la administracion de HU-210 (Martin-
Calderdn etal., 1998). Sin embargo, la densidad de CB;R en el cerebelo humano es
bastante mas baja, lo cual es consistente con efectos menos agudos en el control motor

humano tras la administracion de marihuana (Ameri, 1999; Herkenham et al., 1990).

Ademas de su importancia en el CNS, los CB;R también se encuentran
presentes en el sistema nervioso periférico donde regulan la percepcion del dolor en
varios érganos como el bazo, amigdalas, corazon, préstata, Utero, ovarios, testiculos y
tejidos gastrointestinales (Farquhar-Smith et al., 2000; Iversen y Chapman, 2002). En
estos Ultimos también juegan un papel importante en la regulacion de la ingesta,
acumulacion de grasa y metabolismo lipidico y glucolitico. La estimulacién
hipotalamica de los CB1R, a través de neuropéptidos, regula la homeostasis energética,
la ingesta y la lipogénesis en tejidos viscerales (Cota et al., 2003). La actividad de los
CB1R en el CNS también se ha visto incrementada por niveles altos de leptina liberada

desde el tejido adiposo (Pagotto y Pasquali, 2005).

Existen distintos tipos de agonistas capaces de inducir diferentes cascadas de
sefializacion (Pertwee, 1997; McAllister y Glass, 2002; Di Marzo, 2002; Piomelli, 2003;
De Petrocellis et al., 2004). Se han establecido cuatro familias de agonistas para los
receptores de cannabinoides: los ligandos clésicos, entre los que se incluye al HU-210,
cuya estructura es similar a la del THC, los no-clasicos como el CP-55,940, los cuales

carecen del anillo de pirano, y los de la familia de aminoalquilindoles como el WIN
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55,212-2, que se unen a un centro de unién diferente al de los otros agonistas y
finalmente, se encuentran los de la familia de eicosanoides, como el ACEA, con una

estructura mas similar a los endocannabinoides.

1.3.3. Heteromerizacion de los receptores CB;

Una de las caracteristicas de los CB;R es su capacidad para homo- y
heteromerizar con otros GPCR (Randall etal., 2002). En este sentido, se habia
demostrado la interaccion funcional entre los sistemas dopaminérgico Yy
endocannabinoide, ya que la administracion de quinpirole (agonista selectivo de los
receptores de dopamina Dy-like), en el estriado dorsal de rata, aumentaba la liberacion
de AEA (Giuffrida et al., 1999). Posteriormente, se determind la colocalizacion de estos
receptores en varias subpoblaciones neuronales: estriado, tubérculo olfatorio e
hipocampo (Hermann et al., 2002). En el estriado, ambos receptores estan presentes en
las neuronas de proyeccion gabaérgicas estriatopalidales, lo que sugeria que estas dos
proteinas podian interaccionar afectando su funcion fisiol6gica. De forma individual,
ambos receptores inhiben a la adenilato ciclasa (Meschler y Howlett, 2001) pero, por el
contrario, cuando se co-expresan en cultivos de neuronas estriatales cambia el
acoplamiento de la proteina Gj, a la Gs aumentando la actividad de la adenilato ciclasa
(Jarrahian etal., 2004). Estos hechos sugerian, contundentemente, la formacion de
heteromeros. En el afio 2005, mediante experimentos de coinmunoprecipitacion en
lineas celulares (Kearn etal., 2005) y, posteriormente, mediante técnicas de
transferencia de energia como FRET (Marcellino et al., 2008), se puso de manifiesto

esta heteromerizacion.

Por otro lado, se habia demostrado que los receptores de adenosina Aza Yy los
CB;R codistribuian en varias areas del CNS como estriado, cerebelo, hipocampo y
corteza (Herkenham etal., 1991c; Svenningsson etal., 1999), y que ambos estaban
implicados en la modulacién de procesos como nocicepcion, ansiedad, agresividad,
actividad motora y adiccion (Fredholm et al., 2003; Piomelli, 2003). Posteriormente,
nuestro grupo de neurobiologia molecular demostré que el efecto motor profundo que
ejercen los cannabinoides depende de interacciones fisicas y funcionales entre los

receptores de adenosina Aza y CB;R localizados en el estriado. De acuerdo con ésto, el
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bloqueo de los receptores A,a contrarrestaba el efecto motor depresor producido por
administracion intraestriatal de un agonista de CB;R (Carriba etal., 2007). La
introduccién de la técnica de SRET, que combina de forma secuencial las técnicas de
transferencia de energia por resonancia BRET y FRET, o la combinacién de técnicas de
complementacién molecular fluorescente y transferencia de energia, han permitido
demostrar interacciones moleculares de los tres receptores D,, CB;1 y Aza, al mismo
tiempo, en células cotransfectadas y en el estriado. Se ha sugerido que este trimero
puede estar implicado en la regulacién de la neurotransmision dopaminérgica (Carriba
et al., 2008; Navarro et al., 2008).

Se han descrito, también, otros heteromeros de los CB;R que pueden verse
comprometidos en eventos fisioldgicos muy diversos. En este sentido, se ha descrito la
formacion de heteromeros con el receptor de angiotensina (AT1). Los heterébmeros
AT1R-CB;R incrementan su expresion en células hepaticas de ratas administradas con
etanol. En estas células, el bloqueo de los CB;R impide la sefializacion por mitdgenos
mediada por la angiotensina y la expresion de genes profribrogénicos (Rozenfeld et al.,
2011). Mediante técnicas de FRET Yy coinmunoprecipitacion, se ha demostrado la
interaccion molecular entre CB1R y el receptor opioide p; (Hojo et al., 2008). Ambos
receptores co-localizan en los mismos terminales presinapticos, sefializan a través de las
mismas vias mediadas por proteina G e interaccionan funcionalmente modulando
comportamientos de adiccion y alcoholismo (Lopez-Moreno et al., 2010; Spano et al.,
2010). Recientemente, también se ha descrito que la heterodimerizacion entre los
receptores de orexina OX; y los CB;R da lugar a un crosstalk negativo en la
fosforilacion de ERK 1/2 en células cotransfectadas (Ellis et al., 2006; Ward et al.,
2011).

1.3.4. Receptor de cannabinoides CB,

Al tiempo que ya estaba consolidada la idea de que los CB;1R se expresaban
predominantemente en el cerebro y en algunos tejidos periféricos, la expresion de los
CB;R se relegaba a tejidos periféricos con expresién predominante en células del
sistema inmune (Munro etal., 1993). La identificacion definitiva y caracterizacion
funcional de los CB2R neuronales sigue siendo, a dia de hoy, una cuestion controvertida,

a pesar de que cada vez son mas las evidencias de su expresion encefalica. Onaivi y sus
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colaboradores han sido pioneros en identificar y caracterizar los CB2R en el cerebro
(Onaivi et al., 2006). Si bien persiste la idea de que los CB;R, por su abundancia y
ubicuidad, son la principal diana de accién de los cannabinoides en el sistema nervioso
central, existen evidencias de que no todas las acciones de los cannabinoides son
mediadas por este receptor y que, probablemente, algunas puedan ser atribuidas a los
CB2R, o incluso otro tipo de receptores capaces de mediar los efectos neuronales de los
cannabinoides como el receptor huérfano GPR55 (Ryberg et al., 2007; Pertwee, 2007;
Sharir y Abood, 2010) o el receptor vanilloide (Szolcsanyi, 2000; Smart y Jerman,
2000; Pertwee y Ross, 2002). A pesar de que varios grupos no han sido capaces de
demostrar la presencia de CB,R en el cerebro (Derocq et al., 1995; Galiégue et al.,
1995; Schatz et al., 1997; Griffin etal., 1999; Sugiura y Waku, 2000; Carlisle et al.,
2002), otros, sin embargo, han determinado su expresion en células microgliales de rata
(Carrier etal., 2004) y humanas (Nufiez et al., 2004), en procesos de inflamacién de
pacientes postmorten con enfermedad de Alzheimer (Benito et al., 2003; Pazos et al.,
2004; Fernandez-Ruiz et al., 2007), en células granulares del cerebelo (Skaper et al.,
1996) o en astrocitos humanos (Sheng et al., 2005), entre otras localizaciones. Dada la
expresion de los CB;R durante los procesos de neuroinflamacion o enfermedades
neuroldgicas, se pensd que su presencia en el cerebro estaba asociada a procesos
patolégicos, incrementandose su expresion en células gliales pero no neuronales. Sin
embargo, usando estrategias in vivo e in vitro, se ha logrado detectar su expresion en
cerebros sanos en los ultimos afios (Onaivi et al., 2006), en progenitores neurales
(Palazuelos et al., 2006, 2012), en células oligodendrogliales (Molina-Holgado et al.,
2002) e incluso en algunas subpoblaciones neuronales de mamiferos no primates (Ross
etal., 2001; Wotherspoon et al., 2005; Van Sickle et al., 2005; Stander et al., 2005;
Palazuelos et al., 2006; Brusco et al., 2008a; Chin et al., 2008; Viscomi et al., 2009). La
presencia neuronal de CB2R se ha relacionado con su posible implicacion en depresion,
esquizofrenia y dependencia o abuso de drogas (Onaivi, 2006; Ishiguro et al., 2007;
Onaivi etal., 2008, 2011). Diversos analisis inmunohistoquimicos han revelado
marcaje neuronal y glial en varias areas del cerebro de rata. El marcaje méas notable se
ha encontrado en las células de Purkinge y en las células piramidales del hipocampo.
También se ha detectado inmunoreactividad en el nucleo olfatorio anterior, en las
neuronas del piriforme orbital, visual, y corteza auditiva, donde se encuentran

especialmente marcados los cuerpos y las dendritas apicales de las neuronas piramidales

46



1.Introduccion

en las capas Il y V; en el estriado, amigdala, en los cuerpos celulares del ndcleo
talamico y en las fibras del ndcleo talamico reticular, la sustancia gris periacueductal
(PAG), substancia nigra pars reticulata, en otras estructuras del tronco cerebral y en la
glandula pineal. La inmunoreactividad de los CB;R también se ha detectado in vitro en
cultivos de células hipocampicas y pinealocitos de rata (Nufiez et al., 2004; Van Sickle
et al., 2005; Onaivi et al., 2006; Gong et al., 2006; Koch et al., 2008). Recientemente,
también se ha descrito inmunoreactividad en fibras nerviosas dermales mielinizadas,
fasciculos pequefios subepidermales de fibras no mielinizadas y fibras nerviosas de piel
humana (Sténder et al., 2005). Mediante hibridacion in situ, no se ha podido detectar
CB2R en la raiz del ganglio dorsal (DRG) intacto (Hohmann y Herkenham, 1999) ni
tampoco en los ganglios trigeminales (Price et al., 2003) pero si en las neuronas DRG
de ratas neonatales cultivadas in vitro (Wotherspoon et al., 2005). Mediante estudios de
RT-PCR, se ha detectado que el mMRNA de CB;R era 100 veces mayor en el bazo que en
el cerebro de rata. Ademas, la expresion comparada entre los transcritos de los genes de
CBiR y CB;R en el cerebro de ratdn mostré que la expresion de CB;R era 100 veces

mayor que la de CB,R en el tronco del encéfalo (Onaivi et al., 2006).

A diferencia de los CB1R, la distribucion subcelular de CB;R es principalmente
postsindptica en neuronas de la corteza, hipocampo y de la substancia nigra,
determinada mediante microscopia electronica. (Gong et al., 2006; Onaivi et al., 2006;
Brusco et al., 2008a; b)

Los CB2R fueron clonados por primera vez en 1993 (Munro et al., 1993). El gen
CNR2 esta localizado en el cromosoma 1p36 en humanos y codifica una proteina de
360 aminoacidos con un 44% de homologia con la secuencia aminoacidica de CB1R y
un 68% de identidad en los dominios de unidn a ligandos. Existen evidencias de
diferencias significativas en cuanto a estructura génica, tamafio de mRNA, estructura
peptidica y farmacologia dentro de los CB,R de distintas especies como humana, raton
y rata (Munro et al., 1993; Brown et al., 2002). Aunque la estructura genética y los
lugares de inicio de transcripcion del receptor humano todavia no han sido
completamente caracterizados (Abood, 2005; Onaivi, 2006), recientemente se ha
descrito la existencia de un nuevo promotor en el gen CNR2 humano que codifica para
una isoforma especifica de testiculo (CB,aR), y esta localizado 45kb arriba del

promotor codificante para la isoforma predominante en bazo (CB2R) (Liu etal.,
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2009). Las diferentes isoformas son especificas de tejido: la isoforma CB,a, especifica
de testiculos, tiene una expresion en cerebro mayor que la isoforma CB,g, dominante en

bazo, la cual se expresa preferentemente en tejidos periféricos excepto testiculos.

La farmacologia de los CB,R es similar a la de los CB;R, ya que muchos
agonistas que se unen a CB;R tambien son capaces de unirse a CB;R aunque con
afinidades diferentes (Pertwee, 2005; Fernandez-Ruiz et al., 2007). Esto ocurre también
para el caso de los endocannabinoides, de tal manera que la AEA es un agonista menos
afin para CB,R que para el CB;R (Mechoulam y Hanus, 2000; Sugiura et al., 2006),
excepto en condiciones patoldgicas (Eljaschewitsch et al., 2006). Por el contrario, el 2-
AG parece ser el agonista endégeno de CB2R (Sugiura et al., 2006). Esta disparidad es
consistente con la disparidad en la estructura quimica de los agonistas, y ha sido
consecuentemente aplicada para el disefio de agonistas selectivos para los CB;R. Asi
sucede con JWH133 y sus analogos (Huffman, 2005), HU-308 (Hanus et al., 1999) y
AM1241 (Malan et al., 2001), que activan selectivamente los CB;R. Estos compuestos
son de especial interés en el campo clinico, dado que evitarian los efectos psicoactivos
de los agonistas que actuan a través de CB;R y mediarian los efectos beneficiosos de lo
cannabinoides en numerosas enfermedades neurologicas, desde el dolor neuropético
hasta procesos de neuroinflamacién en enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer, Huntington o Parkinson, donde, ademas, se ha visto que los CB,R pueden
tener un papel neuroprotector retrasando o impidiendo el dafio neuronal (Malan et al.,
2001, 2; Fernandez-Ruiz et al., 2008; Pazos et al., 2008; Palazuelos et al., 2009; Little
etal., 2011).

En lo que se refiere a su estructura, los CB;R son, también, receptores de siete
hélices transmembrana pertenecientes a la familia de los GPCR (Howlett, 2002). Al
igual que los CB;R, se acoplan a la proteina Gj, y su activacion esta asociada con la
inhibicion de la adenilato ciclasa y la ruta del AMPc/PKA (Howlett, 2002), la
estimulacion de la cascada de proteinas quinasas activadoras de mitogenos (MAPK),
especificamente ERK 1/2 (Carrier et al., 2004; Palazuelos et al., 2006) y la cascada de
p38 (Gertsch et al., 2004). La estimulacion de CB;R también se relaciona con la ruta de
la PI3K /Akt y mTOR, (Molina-Holgado et al., 2002; Samson et al., 2003; Palazuelos
etal.,, 2006, 2012) la cual se ha asociado con los efectos de supervivencia y

proliferacion celular mediada por cannabinoides, pero también con la sintesis de
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ceramida y su capacidad proapoptética en células tumorales (Sanchez etal., 2001;
Carracedo et al., 2006; Blazquez et al., 2006) (Figura 1.12).
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Figura 1.12 Rutas de seiializacion acopladas a los CB,R. Extraido de Fernandez-Ruiz
etal., 2007)

La expresion de los CB;R se incrementa en procesos inflamatorios asociados a
Alzheimer (Benito etal., 2003) o en ratas modelo de la enfermedad de Huntington
(Sagredo et al., 2009). Su activacion, en procesos isquémicos, reduce la excitotoxicidad
produciendo una disminucidn en la liberacién de moléculas proinflamatorias en células
microgliales y astrocitos, tales como NO, IL-1, IL-6 y TNF-a (Molina-Holgado et al.,
2002; Ferndndez-Ruiz etal., 2007, 2008) (Figura 1.13). También puede aumentar la
actividad de ERK 1/2 induciendo la migracion de células del sistema inmune y
generando cambios en la expresion de genes. Por otro lado, la activacion de CB2R en
gliomas o astrocitomas puede inducir la apoptosis mediada por la sintesis de novo de
ceramida activando la via proapoptética p8-ATF4-CHOP-TRB3 (Guzman, 2003;
Carracedo et al., 2006) .
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Los CB;R se han visto implicados
en proliferacion en células microgliales y
neuronales (Carrier et al., 2004; Palazuelos
etal.,, 2006) y se ha sugerido que su

expresion puede favorecer un estado

proliferativo y no diferenciado. De hecho,

existe una relacion inversa entre su

. B expresion y el estado de diferenciacion
Zes ) celular, constituyendo, por ende, una marca
de des-diferenciacion de la célula que lo
Nempesakn expresa (Molina-Holgado etal., 2007,
Fernandez-Ruiz etal., 2007; Palazuelos

Figura 1.13. Propiedades etal., 2012). Sin embargo, la activacion del
antiinflamatorias mediadas por
CB:;R. Extraido de
(Fernandez-Ruiz et al., 2007)

receptor en células tumorales induce la

apoptosis e inhibe el crecimiento tumoral (Guzman, 2003). De esta manera, los CB,R
podrian, por un lado, favorecer la supervivencia celular de las células sanas mediante
acciones anti-inflamatorias dependientes de la glia y, por otro lado, dada su actividad

antioncogénica, promover la apoptosis de células tumorales.

1.4. Sistema endocannabinoide y desarrollo neuronal

Todos los componentes del sistema endocannabinoide: sus receptores, ligandos
y enzimas de sintesis y degradacién, han sido detectados en los primeros estadios
embrionarios y durante el desarrollo pre- y postnatal, lo que sugiere un papel relevante
de este sistema en el desarrollo y la supervivencia (Fride, 2008). La presencia de los
endocannabinoides y sus receptores en zonas atipicas cerebrales han implicado a este

sistema en procesos fundamentales durante el desarrollo neural, tales como la
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neuritogénesis, formacion de la glia, migracion neuronal, elongacién axonal y
fasciculacion (Berghuis et al., 2007; Fernandez-Ruiz et al., 2000, 2004; Harkany et al.,
2007; Mulder et al., 2008).

Los endocanabinoides estan presentes desde el desarrollo temprano. Aunque
inicialmente la AEA se encuentra a concentraciones mucho mas bajas que el 2-AG
(Ferndndez-Ruiz etal., 2000), va incrementando sustancialmente a lo largo del
desarrollo. mientras que el 2-AG se mantiene m&s 0 menos constante, excepto por un
pico de produccion determinado en ratas, justo un dia después del nacimiento
(Berrendero et al., 1999).

1.4.1. Receptores de cannabinoides en el desarrollo

Mediante hibridacion in situ en cerebro de rata, se ha detectado el mRNA de
CB;R y CB;R alrededor del dia 11-13 de gestacion. Concretamente, los CBiR se
detectaron durante los primeros estadios en algunas células del tubo neural y
posteriormente, alrededor de los dias 15 y 20, en varias estructuras dentro del sistema
nervioso central y del sistema nervioso periférico (Buckley etal., 1998). Tras el
nacimiento, el mRNA de los CB;R aumenta gradualmente por todo el cerebro
(McLaughlin y Abood, 1993; Rodriguez de Fonseca etal., 1993). En el embrion
humano, estudios de autorradiografia permitieron discernir un patron similar,
detectdndose CB;R alrededor del dia 14 de gestacion y, aumentando progresivamente
entre el periodo fetal y el adulto, en corteza frontal, hipocampo, ganglios basales y
cerebelo. La mayor densidad de union se encontro en el tracto piramidal, brachium
conjunctivum, y la zona germinativa subventricular (Biegon y Kerman, 2001; Mato
et al., 2003).

En la zona subventricular (SVZ), donde tienen lugar los principales procesos de
neurogénesis en el adulto, se ha determinado un papel relevante en proliferacion para
los CB,R. Concretamente, los antagonistas de CBR inhiben la proliferaciéon de células
neurales proliferativas in vitro e in vivo, en animales jovenes, mientras que los agonistas

de CB3R favorecen la proliferacion in vivo, siendo dicho efecto méas pronunciado cuanto
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mayor es la edad del animal. De esta manera, los CB,R parecen estar relacionados con
procesos de neurogénesis asociados con la edad (Palazuelos etal., 2006; Molina-
Holgado et al., 2007; Goncalves et al., 2008). Esta induccion de proliferacion mediada
por CB,R es dependiente de la sefializacion via mTOR en cortes corticales de
embriones de rata y en progenitores neurales hipocampales (Palazuelos et al., 2012).
Finalmente, el tratamiento crénico con el cannabinoide sintético HU210, que muestra
mayor afinidad para CB,R que para CBiR, produce efectos neurogénicos en el

hipocampo, tanto de embriones como de animales adultos (Jiang et al., 2005).

1.4.2. Xenopus laevis como modelo de desarrollo embrionario

No es casualidad que la rana Xenopus laevis sea uno de los modelos mas
utilizados en biologia del desarrollo. El gran tamafio de sus ovocitos, de casi 1mm de
diametro, y la accesibilidad de los mismos son unas de las caracteristicas mas
representativas de sus muchas ventajas, pues permiten su manipulacion y fertilizacion in
vitro. De cada hembra se pueden obtener hasta casi 1500 embriones que, ademas, crecen
con bastante rapidez, son facilmente manipulables y resisten la microinyeccion in vitro.
Estas caracteristicas determinan su utilizacion para el estudio de proteinas exdgenas,
dado que se puede introducir facilmente RNA externo por microinyeccion, ya sea en el
ovocito, para el estudio de proteinas de membrana por electrofisologia u otras técnicas
de biologia molecular, o en el embridon temprano, en el estadio de blastdmero, para
estudiar los cambios que produce la expresion de la proteina en uno de los lados del
organismo durante su desarrollo. Estos experimentos se denominan estudios de
ganancia de funcion, debido a que se realiza un incremento en la expresion de la
proteina en cuestion, microinyectando el mMRNA maduro. Por el contrario, también se
pueden realizar estudios de pérdida de funcion microinyectando un oligo de RNA de
tipo morfolino, capaz de unirse al RNA enddgeno, y silenciar la traduccién de la
proteina. Los cambios morfoldgicos, celulares o moleculares, en ambos casos, se
pueden estudiar posteriormente por diversas técnicas bioquimicas y de biologia

molecular.
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Los huevos de Xenopus tienen un eje asimétrico dividido en dos polos, por un
lado una regién oscura y pigmentada, el polo animal, y por otro, el polo vegetal, de
color lechoso y més denso que el anterior. Una vez fertilizado, el huevo se divide
sincronizadamente por la accion de reguladores maternos tales como ciclinas y quinasas
dependientes de ciclinas, dando lugar a una masa esférica de células sin cavidad interna
denominada morula que, posteriormente, dard lugar a la blastula, que desarrolla una
cavidad interna rellena de fluido (Figura 1.14). La morfologia y simetria radial del
embrion se mantienen hasta la blastula tardia. Tras la aparicion de la transcripcion
zigbtica en la blastula media, se establece un centro de sefializacion, el organizador
Spemann, en el lado dorsal del embrién. Las células comienzan a migrar y extenderse
desde él, en el blastoporo, para formar tres capas durante el proceso conocido como
gastrulacion: la capa mas externa, denominada ectodermo, la més interna, endodermo, y
el mesodermo que se encuentra entre las dos anteriores. Las células de las diferentes
capas interaccionan entre ellas durante la induccién primaria para comenzar la
diferenciacion. Cuando la gastrulacion concluye, le sigue el proceso de neurulacion,
durante el cual se forma el tubo neural que se convertird en el futuro sistema nervioso
central. Un conjunto de células mesodérmicas, en la parte mas dorsal del embrion, dara
lugar a un nuevo centro de sefializacion denominado notocorda. La parte ectodérmica
sobre la notocorda se denomina placa neural, a cada lado se forman los pliegues
neurales que inician la invaginacion de la misma al tiempo que el embridn se va
alargando en el eje antero-posterior. Para la completa formacion del tubo neural, dichos
pliegues han de cerrarse en la linea media y fusionarse bajo la epidermis. Es entonces
cuando las células de la cresta neural, desde la parte de arriba del tubo neural, se
desprenden hacia cada uno de los lados de la linea de fusion, y migran por todo el
cuerpo dando lugar a una serie de estructuras diferenciales (Nieuwkoop, 1994; Johnson
y Raven, 2002; Gilbert, 2005) (Figura 1.14).
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Figura 1.14. Ciclo de vida de la rana africana de garras Xenopus laevis (Extraido de
Wolpert et al., 1998). Después de la gastrulacion y la neurulacién ocurre la
organogénesis, durante la cual, se produce la diferenciacién de células o tejidos y la
interaccion entre ellos, en un proceso conocido como induccion secundaria. La parte
anterior del tubo neural da lugar al cerebro y la parte que se encuentra sobre la
notocorda dard lugar a la médula espinal. Alrededor del estadio 26, el embrién ha
adquirido ya forma larvaria, la parte mas anterior del cerebro se ha dividido en regiones
y se pueden reconocer algunas estructuras complejas como el ojo y el oido. Desde las
células de la cresta neural, se forman ademas tres arcos branquiales, el mas anterior de
los cuales dara lugar a la mandibula inferior. En un estadio mas posterior, las somitas y
la notocorda se desarrollan completamente y en el estadio 40 aparece la boca.
Finalmente, por la continuacion de la notocorda, somitas y el tubo neural se forma la
cola del renacuajo. Al final de la organogénesis, las neuronas han hecho conexiones
entre ellas y con los musculos y la larva esta entonces preparada para salir de la cubierta
gelatinosa donde se encuentra para comenzar a beber y comer por si misma. El
renacuajo sufrird la metamorfosis a partir del estadio 45 para dar lugar al individuo
adulto, en el cual la cola sufre una regresion y se forman las patas.
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1.4.2.1. Desarrollo del sistema nervioso en Xenopus laevis

La parte del ectodermo que descansa sobre la linea media dorsal se especifica en
el neuroectodermo o placa neural durante la gastrulacion, la cual, en el proceso posterior
de neurulacion vy, tras la invaginacion de los pliegues neurales, formara el tubo neural.
En posteriores estadios el tubo neural se diferencia estableciendo el sistema nervioso
central (cerebro y médula espinal) y los nervios que inervan los masculos esqueléticos.
El organizador de Spemman, ubicado en el labio dorsal del blastoporo durante la
gastrulacion temprana (Figura 1.14), controla este proceso en Xenopus. Durante este
proceso, las células se mueven hacia dentro y la composicion del labio dorsal va
cambiando, de manera que las células del organizador en etapas tardias tienen
propiedades de induccién diferentes a las tempranas y, por ejemplo, sélo pueden dar
lugar a las estructuras posteriores de la cola. Uno de los marcadores tempranos mas
caracteristicos que se expresan en el organizador, y que, mediante su accion, puede
mimificar las propiedades del mismo, es la proteina Goosecoid. Asi, la inyeccion de su
mMRNA es capaz de formar un eje secundario (Cho et al., 1991). La formacion adicional
de la cabeza en Xenopus, sin embargo, requiere la inhibicion de las sefiales BMP, WNT
y Nodal producidas en la gastrula. El organizador es capaz, ademas, de secretar los
antagonistas necesarios para la formacion de la cabeza y desarrollar el tejido neural.
Chordin, Noggin y Follinstain inhiben las sefiales de BMP, Dickkopf inhibe las de
WNT y Cerberus puede antagonizar tanto a BMP, WNT como Nodal (Piccolo et al.,
1999; Niehrs, 1999; Yamaguchi, 2001; Niehrs etal., 2001). Se ha visto que la
activacion de la via FGF es necesaria para la expresion de genes implicados en la
induccion neural como es el caso del gen churchill (Sheng et al., 2003; Delaune et al.,
2005). En el primer paso de la generacion del tejido neural en vertebrados son
necesarias, pues, la combinacion de estas dos vias de sefializacion mesodérmica: Por un
lado, la inhibicion de BMP, WNT y Nodal, y por otro, la activacion de FGF (Kudoh
et al., 2004).

La cresta neural esta conformada por un conjunto de células (NCC) que daran
lugar a una serie de estructuras muy diversas del sistema nervioso periférico y del
esqueleto craneofacial (Figura 1.15). Su induccion es un proceso de varios pasos que

comienza en el estadio de gastrula temprana y continta hasta el cierre del tubo neural.
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Las sefiales WNT, FGF, y écido retinoico también estdn implicadas y su activacion
induce la transcripcion de factores como sox9 y sox10, que, al mismo tiempo, activan el
gen snail, uno de los marcadores tempranos de la cresta neural (Meulemans y Bronner-

Fraser, 2005; Barembaum y Bronner-Fraser, 2005).
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Figura 1.15 Derivados de las células de la cresta neural. Aunque las celulas de la
cresta neural son pluripotentes, existen diferencias generadas por los distintos niveles
antero-posteriores. Las NCC en el tronco forman melanocitos y diversas neuronas y
glia, mientras en la parte craneal también pueden formar derivados mesenquimales.
(Extraido de Knecht y Bronner-Fraser, 2002).

Durante el proceso de neurulacion, las células de la cresta neural (NCC) van
perdiendo las propiedades de adhesion celular entre ellas y adquiriendo sucesivamente
receptores de superficie, asi como metaloproteasas y otras proteinas de adhesion que les
permiten responder a las interacciones célula-célula y a las sefiales ambientales que
condicionaran su patron de migracion. Una vez que llegan a su destino, se agregan entre

ellas para comenzar la diferenciacion.

El siguiente paso, tras la induccion de la placa neural, requiere la formacion de
las distintas estructuras del futuro sistema nervioso central, esto es, su regionalizacion.
El primer inductor aparece, en principio, en todo el mesodermo induciendo la formacion
de la parte anterior del tejido neural, mientras que una segunda sefial aparece de manera

gradual en el mesodermo, con la concentracion mas alta en la parte mas posterior del
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embrion, y produce la transformacion tardia. FGF, WNT y &cido retinoico han sido
propuestos como factores responsables de esta segunda sefial en los diferentes modelos
de Xenopus, pollo y zebrafish (Foley et al., 2000; Kudoh et al., 2002; Aybar y Mayor,
2002; Sheng et al., 2003; Kudoh et al., 2004). Durante el proceso de regionalizacion, el
cerebro en desarrollo se divide en tres areas principales: proencéfalo, mesencéfalo y
romboencéfalo. Este ultimo, a su vez, tiene una organizacién segmentada en ocho
rombomeros. Entre el mesencéfalo y el romboencéfalo existe una region, denominada
istmos, que regula la organizacion del mesencéfalo. En la medula espinal, sin embargo,
la estructuracion de la raiz dorsal de los ganglios y los nervios motores ventrales se
produce por somitas en intervalos regulares (un par por somitas). EI mesodermo lateral,
ademas, forma una serie de arcos branquiales poblados por NCC. Desde el tubo neural
y, organizados de forma segmentaria, se producen las placodas craneales y las NCC, los
cuales, conjuntamente, formaran los nervios craneales periféricos que inervaran la cara
y el cuello. Al mismo tiempo, las NCC que migran hacia los tres primeros arcos

branquiales daran lugar a la mayoria del esqueleto facial (lulianella y Trainor, 2003).

Al final del proceso de neurulacion e inmediatamente después del cierre del tubo
neural, el futuro romboencéfalo se constrifie, mediante divisiones celulares y
mecanismos poco conocidos, en las mismas posiciones que daran lugar a los
rombdémeros. Los limites entre rombdmeros son barreras de restriccion entre células de
distinto linaje. Parece ser que las células de cada rombomero comparten propiedades
adhesivas que les impiden mezclarse con aquellas de los rombdmeros vecinos. Esta
propiedad esta mediada por las ephrinas y sus respectivos receptores (receptores Eph)
(Cooke y Moens, 2002). De esta manera, las rombOomeros se comportan de manera
individual constituyendo unidades diferenciales de desarrollo. En vertebrados, y de
forma conservada entre las distintas especies, los responsables de los procesos de
regionalizacion en los rombdmeros son los genes de la familia Hox (Krumlauf et al.,
1993; Wilkinson, 1993; Tumpel etal., 2009). Estos genes presentan dominios de
expresion marcados a lo largo del eje antero-posterior y confieren informacion
posicional al embrion. En general, los rombomeros y la cresta neural de la que proceden
expresan el mismo set de genes Hox, formando asi el denominado “codigo Hox”
(Wellik, 2009) (Figura 1.16). Tal es asi para las NCC craneales que colonizan el 2°, 3°

y 4° arco branquial pero no para el primero. A partir de estudios realizados en el
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embrion de pollo, se distinguen, por tanto, dos dominios en las NCC que originan el
esqueleto facial y visceral: un dominio rostral Hox-negativo, que se origina a partir de
las células que migran desde el mensencéfalo
posterior y los rombomeros 1, 2 y parte del 3 hasta
el 1° arco branquial, y que no expresan genes Hox,
y un dominio caudal de expresién Hox-positiva
(Creuzet etal., 2005). Si se retira el dominio de

NCC Hox-negativas en los embriones, las

Hoxb2

estructuras faciales no llegan a formarse (Creuzet

etal., 2002). Sin embargo, cualquier fragmento de

Hoxb3 -Hoxd3

las NCC Hox-negativas pueden regenerar una cara
normal (Couly et al., 2002).

PA mesenchyme Figura 1.16. Codigo Hox en los arcos

branquiales. Las barras de colores representan los

patrones de expresion de genes Hox en las distintas subpoblaciones de NCC en cada

rombomero que dan lugar al mesénquima de los arcos branquiales o faringeos (PA). En

el lado izquierdo, cada arco branquial expresa un determinado patrén de genes Hox, con
la excepcidn del 1° (PA1) que no expresa ninguno. (Extraido de Minoux et al., 2009).

En todos los vertebrados, las NCC craneales migran sucesivamente desde los
rombémeros de la region dorsal del romboencéfalo, con patrones caracteristicos
denominados mandibular, hioides y branquial, en el 1°, 2°y 3°y 4° arco branquial,
respectivamente, mediante una organizacion segmentada, diferenciandose asi en
estructuras como los ganglios parasimpaticos y sensoriales, la cornea y el coroide del
0jo, pero también en los cartilagos y los huesos del esqueleto y la cabeza (Sadaghiani y
Thiebaud, 1987; Knecht y Bronner-Fraser, 2002; Le Douarin et al., 2007). Las NCC
adquieren su valor posicional antes de que empiecen a migrar, lo cual esta caracterizado
por la expresion de los genes de la familia Hox. Sin embargo, aunque las poblaciones de
NCC se especifican temprano en el desarrollo, son todavia pluripotentes cuando llegan a
los lugares predestinados. Las posteriores sefiales que las diferenciardn ocurren mas
tardiamente y dependen de su posicion. Tanto es asi, que existe una correlacion directa
entre el tiempo de migracion de las NCC desde el tubo neural y su potencial de
desarrollo. De hecho, en la cabeza de Xenopus laevis, la células que migran mas
tempranamente pueblan los arcos faringeos o branquiales y generan los derivados
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ectomesenquimales: cartilago y tejido conectivo de la cara, mientras que las células que
migran de manera mas tardia, permanecen mas cercanas al sistema nervioso central en
desarrollo y dan lugar a las neuronas y la glia de los ganglios craneales (Hensey y
Gautier, 1998).

1.4.2.2. Desarrollo craneofacial. Induccion de las placodas craneales

Ademas de las células de la cresta neural, el desarrollo del esqueleto de la cabeza
y de los ganglios sensoriales requiere de una segunda estructura embrionaria: Las
placodas craneales. Ambas estructuras se originan de los limites de la placa neural, entre
el ectodermo no-neural y la placa neural y, debido a que comparten una serie de
caracteristicas comunes, se piensa que tienen un origen evolutivo comdn (Schlosser,
2008). Sin embargo, la cresta neural se diferencia de las placodas craneales en que las
primeras daran lugar a un mayor nimero de tipos celulares y migraran a distancias
mucho mayores en el embridn, mientras que las placodas craneales, por el contrario,
estan restringidas a la region de la cabeza y provienen de toda la longitud del tubo
neural. Ademas, mientras las neuronas de los ganglios periféricos en el tronco se
originan exclusivamente de la cresta neural, las de los ganglios craneales tienen un
origen mixto entre la cresta neural y las placodas (Baker y Bronner-Fraser, 2001)
(Gerhart, 1989).

Las placodas craneales son engrosamientos transitorios del ectodermo en la
cabeza del embrién que daran lugar a los érganos sensoriales (0jo, nariz y oreja) y a los
ganglios sensoriales craneales. Se pueden distinguir las siguientes placodas:
adenohipofisal, olfatoria, de lente, trigeminal, profunda, Otica, epibranquial,
hipobranquial y de linea lateral. El desarrollo de estas placodas, en la mayoria de los
vertebrados, se cree que comienza con la formacién de una preplacoda (Bate y
Jacobson, 1978; Nieuwkoop et al., 1985; Torres y Giraldez, 1998; Baker y Bronner-
Fraser, 2001; Schlosser, 2010). Sin embargo, cada una presenta unas caracteristicas
propias. La especificidad de cada placoda dentro de la preplacoda de origen tiene lugar
en un proceso de varios pasos, de acuerdo a su posicion en el eje antero-posterior,
depende de la influencia de los tejidos vecinos, a medida que se van formando durante
el desarrollo, y, de la misma manera, éstas influirdn también en el desarrollo de los
tejidos adyacentes (Figura 1.17) (Schlosser, 2006).

59



A B C D

pre-placedal antenor mgemnal profundal
neural ectodem placodal area olic \ /
plate 1
Y ,v" k3 - —\\ 5\
2 - ! i, \
. eursl 7 = ateral line gl
™\ L~ crest
— N — / — h i
\ /
..I'- /
nen-neural postenor apbranchia
ectodem placedal area |
£ atenohypophyseal
E pre-placedal F G N olactory
neural
ectodem
factory
- —~=2 atory = lens

T adenchypophyseal

T prefunds
— — p

| "‘. . } : '--_j‘ T frigeminal
| - Hensen's | ) [
j/ node ; ~ o otk

\ \ /™ apbranchis -

N\ 2 prmitive ’ // y

N »__// streak \._n_»_/ _-epibranchial

s

Figura 1.17. Mapas de destino de las placodas craneales en la placa neural anterior
(A) Representacion esquematica de los embriones de Xenopus laevis en el estadio de
nedrula. El ectodermo preplacodal se encuentra sobre la parte anterior de la placa neural
y lateralmente con respecto a la cresta neural. (B) EI ectodermo preplacodal se puede
subdividir en dos dominios distintos: las areas placodales anteriores y las posteriores
que daran lugar a las subsecuentes placodas. (C) Los perfiles de expresion de los genes
predicen la aparicion de la placodas craneales: Adenohipofisal (azul claro), olfatoria
(azul oscuro), de lente (naranja), profunda y trigeminal (verde), 6&tica (rosa),
epibranquial (violeta) y de linea lateral (marrdn). (A-C) Vistas dorsales con la parte
anterior arriba. (D) Posicion de las placodas craneales en el embridn en el estadio de
yema de cola. Vision lateral con la parte anterior a la derecha y la dorsal arriba. (E)
Representacion esquematica del embrion de pollo en el estadio de neurula temprana
mostrando la posicion del ectodermo preplacodal (F) Mapa de destino del embridn de
pollo en el estadio de 0-1 somitas mostrando que los precursores de las diferentes
placodas, olfatoria/ de lente, y Otica/ epibranquial, estan entremezclados y alrededor de
la placa neural. (G) Placodas y sus derivados en las distintas posiciones a lo largo del
neuroeje en el estadio de 10-13 somitas. (E-G) Vistas dorsales, de la anterior hacia
arriba (Extraido de Park y Saint-Jeannet, 2010).

Aunque todas las placodas, excepto la de lente y la adenohipofisal, dan lugar a
neuronas, ademas de otros tipos celulares, las placodas denominadas neurogénicas, que
conformaran las neuronas sensoriales de los nervios craneales, son la trigeminal, 6ética,

de linea lateral y epibranquial, denominadas también dorsales y que, aparentemente, se
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forman en un estadio mas tardio (Shimeld y Holland, 2000). La placodas neurogenicas
se subdividen, a su vez, en dos grupos: Las placodas dorsolaterales (trigeminal, ética, y
de linea lateral) que ocupan posiciones dorsales adyacentes al romboencéfalo y las
placodas epibranquiales (geniculada, petrosa, y nodosa) que se encuentran mas ventrales

y estan asociadas con el aspecto dorsoventral de los arcos branquiales.

Las placoda trigeminal/profunda constituird las neuronas sensoriales de los
I6bulos oftaldmico y maxilomandibular en el ganglio trigeminal del nervio V (Baker y
Bronner-Fraser, 2001). Se encuentra situada entre el futuro ojo y el oido, junto a la
uniéon limite entre el mesencéfalo y el romboencéfalo y en su induccion estan

implicados factores secretados por el tubo neural dorsal (Stark et al., 1997).

El oido, a excepcion de las células pigmentadas de la stria vascularis y del
epitelio secretor de la céclea (que se originan a partir de la cresta neural), se deriva casi
enteramente de la placa Otica (Torres y Giraldez, 1998). En anfibios, esta placoda se
concentra en una region cercana al rombdmero 4 a excepcion de otros organismos en los
que se encuentra adyacente al rombomero 5 (Ohyama etal., 2007) y su induccién
depende de los tejidos colindantes, del futuro romboencéfalo y del mesodermo de la
cabeza (Park y Saint-Jeannet, 2008). Una vez que ha sido especificada, la placa ética se
invagina formando una copa que se separa de la superficie ectodérmica y forma la
vesicula 6tica u otocisto. A medida que tiene lugar dicha invaginacion, los neuroblastos
se separan de la parte anterior ventral del epitelio para dar lugar a las neuronas del
ganglio vestibulococleares (estatoacusticas) del nervio VIII. Las divisiones celulares y
los movimientos morfogenéticos daran forma a las vesiculas dticas en una estructura

especializada, asimétrica y organizada.

Las neuronas derivadas de las placodas epibranquiales inervan los 6rganos
internos para transmitir informacion como el pulso, la presion cardiaca y la distension
visceral desde la periferia al sistema nervioso central (Baker y Bronner-Fraser, 2001).
Desde la parte rostral hasta la caudal comprenden las placodas geniculada, petrosal y
nodosa, cada una asociada secuencialmente al primer, segundo y tercer surco branquial.
Cada placoda contribuye exclusivamente a las neuronas viscerosensoriales de los
ganglios distales de los nervios craneales VII (facial), 1X (glossofaringeo) y X (vagal)

respectivamente, inervando asi varios Organos viscerales y la papila gustativa
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(Northcutt, 2004). Los ganglios proximales de los nervios craneales VII, IX y X se
derivan de la cresta neural y producen las neuronas somatosensoriales (D’ Amico-Martel
y Noden, 1983). La diferenciacion ocurre por el desprendimiento de células de la
placoda engrosada. Los neuroblastos desprendidos se fusionan para formar el ganglio
que hara las conexiones apropiadas hacia sus dianas. Experimentos recientes en
zebrafish indican que la induccion depende de las sefiales mesodérmicas que establecen
tanto las placodas epibranquiales como el desarrollo del endodermo faringeo, requerido
subsecuentemente, éste Ultimo, para promover la neurogénesis en las placodas
(Nechiporuk etal., 2007). Otros experimentos sefialan que las placodas oOtica y
epibranquial comparten las mismas sefiales derivadas del romboencéfalo (Sun etal.,
2007) y es posible que estas dos placodas se originen de un mismo precusor comun
definido por la expresion de pax2 (Sun etal., 2007; Ladher etal.,, 2010). Esta
caracteristica también la comparte la placoda de la linea lateral, lo que indica que estas
tres placodas estan relacionadas evolutivamente y en su desarrollo, y se cree que todas
ellas provienen de un mismo dominio comun: El area placodal posterior (Baker et al.,
2008; Ladher et al., 2010).

La induccion y diversificacion de las placodas es un tema complejo que requiere
la accion de una gran cantidad de genes reguladores. Son numerosas las revisiones que
han aportado datos en base a los niveles celulares y moleculares de estos procesos
(Baker y Bronner-Fraser, 2001; Schlosser y Ahrens, 2004; Schlosser, 2006, 2008;
Ladher et al., 2010) . Los genes reguladores del desarrollo de las placodas forman parte
de las familias de genes Six, Eya y Pax, que se expresan en todas las placodas
sensoriales de vertebrados, de manera altamente conservada (Streit, 2004;
Bhattacharyya y Bronner-Fraser, 2004; Schlosser y Ahrens, 2004; Schlosser, 2006;
Bailey y Streit, 2006; McCabe y Bronner-Fraser, 2009).

Los genes Six codifican factores de transcripcion capaces de unirse directamente
al DNA, mientras los genes Eya codifican proteinas con actividad tirosina fosfatasa que
intervienen en la transcripcion, indirectamente por interaccion con otras proteinas, entre
las cuales se encuentras los factores de transcripcion Six. En el caso de las familia de
genes Six existen seis variantes (six1-6) y cuatro en la familia de Eya (eyal-4)
(Kawakami et al., 2000; Rebay et al., 2005). Tanto los genes Six como Eya se expresan

inicialmente en la preplacoda pero también mas tarde, de forma homogénea, en la
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mayoria de las placodas y sus estructuras derivadas, controlando procesos similares en
cada una de ellas. En Xenopus, la sobreexpresion de six1 conlleva a una expansion de la
regién preplacodal a partir de la placa neural, la cresta neural y la epidermis. Mientras
que el silenciamiento del gen con el morfolino six1 produce la pérdida de los
marcadores preplacodales, incluido eyal (Brugmann et al., 2004; Brugmann y Moody,
2005). Es por ello que se ha atribuido a six1 y eyal un papel esencial en el desarrollo de
las placodas. A pesar de que todavia no se sabe con exactitud cuél es su funcion en la
region preplacodal, se especula que podrian conferir al ectodermo la capacidad placodal
o al limite de la placa neural anterior la sefial necesaria para la aparicién placodal
(Streit, 2004; Bailey y Streit, 2006). Estos genes, ademas, se encuentran altamente
conservados durante la evolucion en los 6rganos sensoriales de Drosophila y en
vertebrados (Schlosser, 2007).

Los genes Pax son una familia de factores de transcripcion que regulan un
amplio rango de procesos de desarrollo tales como: proliferacion, diferenciacion,
adhesion celular y sefializacion. Para su clasificacion, se dividen en cuatro grupos
basados en sus secuencias: Grupo pax1/pax9, grupo pax2/pax5/pax8, grupo pax3/pax7y
grupo pax4/pax6 (Dahl etal., 1997; Chi y Epstein, 2002). Generalmente, todas las
placodas expresan uno 0 mas genes Pax en estadios relativamente tempranos del
desarrollo. La expresién de cada uno de ellos puede determinar o caracterizar las
distintas placodas (Figura 1.18). De esta manera, pax6 se expresa en el sistema
nervioso central y en el ectodermo que dara lugar a las placas méas anteriores:
adenohipofisal, olfatoria, y de lente (Gehring y lkeo, 1999; Bhattacharyya y Bronner-
Fraser, 2004); pax3 se detecta en la placoda trigeminal durante el establecimiento de su
identidad neuronal y durante la neurulacion en la parte dorsal de la placa neural (Baker
y Bronner-Fraser, 2000); pax8 es un marcador temprano de la placoda otica y pax2 se
expresa tanto en la placoda 6tica como en las epibranquiales. Durante la embriogénesis,
en el estadio de la placa neural, pax2 y pax8 se expresan ademas en la placoda posterior
para mantenerse en el desarrollo de las placodas éticas y epibranquiales. En zebrafish,
pax2 y pax8 funcionan sinergisticamente en la especificacion de la placoda ética (Hans
et al., 2004). Mientras que en pollo, pax2 parece controlar la identidad neuronal (Baker
y Bronner-Fraser, 2000). Lo genes Pax, ademds, parecen estar implicados en la
morfognénesis, el patterning y la diferenciacion placodal. (Baker y Bronner-Fraser,

2001; Streit, 2002, 2004; Schlosser y Ahrens, 2004; Schlosser, 2006).
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Figura.1.18. Desarrollo de la placodas en vision lateral de Xenopus laevis. La
expresion de cada gen se correlaciona con la diferentes placodas mediante colores. (A,
B) Expresion genética durante los estadios de neurulacion. La preplacoda (rojo) se
encuentra, en la parte anterior, junto a la placa neural (gris) y lateralmente a la cresta
neural (azul). (C—F) Desarrollo de las placodas después del cierre del tubo neural hasta
el estadio de cola de yema (Schlosser, 2006).

Tras la formacion de la preplacoda, el desarrollo de las subsecuentes placodas, y
la asignacion de su identidad surge en respuesta a sefiales inductivas adicionales y
secuenciales entre la region preplacodal y los tejidos adyacentes (Bhattacharyya y
Bronner-Fraser, 2004; Schlosser y Ahrens, 2004; Brugmann y Moody, 2005; Schlosser,
2006; McCabe y Bronner-Fraser, 2009). Trabajos recientes siguieren que todos los
precursores placodales se inician con el mismo tipo de sefial bioquimica, aquella que
inicia la formacion de la placoda de lente, representando el estado basal de todas las
placodas sensoriales, y siendo necesaria la represion de esta sefial para la formacion del
resto de las placodas (Bailey et al., 2006). Las moléculas implicadas son miembros de
la familia de factores de crecimiento de fibroblastos (FGF). La represion de la
sefializacion del factor fgf8 reprime el caracter de la lente y es suficiente para dar lugar
al desarrollo de la placa olfatoria. Se ha sugerido, ademas, que la combinacion de las
distintas sefiales de otros factores de la misma familia podrian estar implicados en la

formacion del resto de las placodas (Bailey et al., 2006). Sin embargo, cada vez hay mas
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evidencias de que la formacién de las futuras placodas requiere de la accién conjunta,
combinada o alternada, de varias sefiales, entre ellas: BMP, WNT y FGF (Litsiou et al.,
2005; Canning et al., 2008a).

La sefial de BMP induce la formacion de la epidermis a partir del ectodermo y su
represion es necesaria para la constitucion de la cresta neural y las células placodales
(Stern, 2005). Los antagonistas de la sefial de BMP derivados del mesodermo, tales
como Chordin, Noggin y Follistatina, crean un gradiente decreciente de la sefial de
BMP hacia el limite de la cresta neural (Marchant et al., 1998; Tribulo et al., 2003). En
Xenopus, este gradiente es en parte responsable del posicionamiento del ectodermo
prepacodal (Brugmann et al., 2004). Durante el estadio de gastrula en pollo, bmp2 y
bmp4 se expresan en la region preplacodal y estas sefiales estan implicadas en la
especificacion de las placodas olfatoria y de lente (Sjodal et al., 2007). En raton, sin
embargo, la accion de bmp4 es necesaria para la diferenciaciéon de las células de las
placodas de lente junto con bmp7 pero no para la de las olfatorias (Furuta y Hogan,
1998; Wawersik et al., 1999).

La implicacién de los FGF como factores clave en la iniciacién de la formacion
de la region limite de la placa neural es ya un hecho consolidado en el estudio del
desarrollo placodal. Una expresion aberrante de fgf8 en pollo induce la expresion
ectdpica de los genes especificos de la placa neural (Streit y Stern, 1999; Litsiou et al.,
2005). Sin embargo, tanto en pez como en rana se ha visto que la sefializacion de FGF
no es suficiente para generar la cresta neural y el inicio de las placodas, y existen
evidencias de que puede ser necesaria una accion en concierto con BMP (Ahrens y
Schlosser, 2005; Litsiou et al., 2005; Hong et al., 2008). Asi, fgf8 regula positivamente a
six1 cuando BMP esté inhibido en el ectodermo de Xenopus (Ahrens y Schlosser, 2005).
fgf8 se expresa en el mesodermo paraxial y en la cresta neural anterior de rana (Christen
y Slack, 1997). La peérdida de funcion con el morfolino de fgf8a provoca una regulacién
negativa importante de los genes de las preplacoda y la cresta neural (Hong y Saint-
Jeannet, 2007). Durante la especificacion de las placodas, se cree que son varios los
miembros de la familia FGF los implicados. Asi por ejemplo, en pollo, fgfl9 expresado
en el mesodermo paraxial y fgf8 derivado del endodermo estan involucrados en la
induccidn de la placa 6tica, mientras en ratdn son fgf8 y fgf10 derivados del mesodermo

paraxial (Ladher etal., 2005). En zebrafish, por el contrario, es necesaria la
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combinacién de fgf3 y fgf8 (Phillips et al., 2001). Por otro lado, fgf3 y fgf8 también
parecen tener un papel relevante en la especificacion de las placodas epibranquiales en
zebrafish (Nechiporuk et al., 2007; Sun et al., 2007).

La sefial candnica de WNT es necesaria conjuntamente con la atenuacién de
BMP para la especificacion de la cresta neural (Knecht y Bronner-Fraser, 2002; Huang
y Saint-Jeannet, 2004). Sin embargo, la inhibicion de esta sefial favorece la formacién
del tejido placodal a partir de la cresta neural (Brugmann et al., 2004; Litsiou et al.,
2005). En la induccion de la placoda 6tica, se ha observado una regulacion positiva del
gen pax2 en el ectodermo 6tico cuando se cultiva en presencia de fgfl9 y wnt8c frente a
explantes de pollo cultivados con fgfl9 (Ladher etal., 2000). En Xenopus, la
sefializacion de WNT parece cooperar con las sefiales de fgf3 y fgf8 para la
especificacion de la placoda 6tica (Park y Saint-Jeannet, 2008). La sefial WNT también
se ha visto implicada en la formacion de la placoda trigeminal en el embrion de pollo.
Su activacion previene a las células a mantener la induccion oftaldmica trigeminal
mediante la expresién de pax3 y eya4. Sin embargo, la activacion de WNT no es
suficiente para aumentar la expresion de pax3, lo que indica que han de existir,
necesariamente, otras sefiales para producir la induccion de la placoda trigeminal
(Lassiter et al., 2009).

Ademés de BMP, WNT y FGF, existen otras moléculas implicadas en los
procesos del desarrollo placodal. Asi por ejemplo, el acido retinoico (RA) tiene un papel
importante en la diferenciacion y el patterning. En zebrafish, la aplicacion de RA
aumenta la induccion 6tica en un proceso dependiente de la sefial de FGF (Hans y
Westerfield, 2007). ElI RA es capaz, ademas, de regular genes del romboencéfalo, entre
ellos, los genes Hox que dan identidad a los rombomeros (Romand et al., 2006). Las
quimiocinas y sus receptores son requeridos para aportar la direccionalidad durante la
migracion del primordio de la linea lateral en zebrafish. La cooperacion entre las sefiales
de quimiocinas, WNT y FGF regulan los mecanismos por los que el primordio mantiene
la integridad durante la migracion (Dambly-Chaudiére et al., 2007; Aman y Piotrowski,
2008; Nechiporuk y Raible, 2008). La sefializacion de CXCL12/ CXCR4 es necesaria
para el desarrollo de la placoda olfatoria (Miyasaka et al., 2007). La sefializacion de los
factores de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF) es necesaria en la formacion del

I6bulo oftalamico de la placoda trigeminal en el pollo (McCabe y Bronner-Fraser,
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2009). En la induccidn de la placoda adenohipofisaria, el factor homaélogo de la familia
hedgehog Shh es uno de los factores primarios implicados. Su incremento de expresion
causa un aumento en el nimero de células pituitarias a cargo de los precursores de la
lente, mientras que embriones de zebrafish doble mutantes para shh y twhh han perdido

casi completamente la pituitaria anterior (revisado en Pogoda y Hammerschmidt, 2009).

1.5.0tros receptores acoplados a proteina G

1.5.1. Receptores de adenosina A;a

La adenosina es un nucledsido formado por una base purinica, la adenina, y una
ribosa. Tanto la adenosina como sus derivados resultan esenciales en el metabolismo
celular, actuando como intermediarios de rutas metabolicas en forma de ATP o AMPc
(Pull y Mcllwain, 1972) o formando parte de cofactores necesarios para diversas
reacciones enzimaticas de oxidacion-reduccién (deshidrogenasas dependientes de
NAD+, NADP+, FAD) o de metilacion, (S-adenosilmetionina o SAM) (Arch y
Newsholme, 1978). Ademas, forman parte de las macromoléculas encargadas del
almacenamiento y la transmisién de la informacion genética: los acidos nucléicos. La
adenosina se encuentra tanto en el compartimiento intracelular como en el extracelular
en una concentracion tal que resulta de la accidon de los enzimas que controlan su
sintesis y degradacion, asi como de los transportadores nucleosidicos de membrana
(Thorn y Jarvis, 1996). La produccion intracelular de adenosina ocurre a través dos vias
de sintesis: la desfosforilacion de AMP por la 5’-nucleotidasa (5’-NT) y la hidrolisis de
S-adenosilhomocisteina (SAH) por la S-adenosilhomocisteina hidrolasa (SAHH). Las
vias de degradacion a nivel intracelular también son dos: la fosforilacion de la
adenosina a AMP por la adenosina quinasa (AK) y la desaminacién a inosina por la
adenosina desaminasa (ADA) (Fisher y Newsholme, 1984). Extracelularmente, la
produccion de adenosina ocurre por la accion de diversas ectonucleotidasas que
degradan el ATP, ADP, AMP y polifosfatos de diadenosina (ApnA) que provienen del
interior celular, mientras su degradacion se produce por desaminacion a inosina
mediante la accion del enzima ecto-adenosina desaminasa (ecto-ADA) (Franco et al.,
1998).
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Los nucleotidos y nucledsidos purinicos, ATP, ADP, polifosfatos de diadenosina
(ApnA) y adenosina actlan como neuromoduladores a través de sus receptores
especificos: Los receptores purinérgicos. Estos receptores se dividen en receptores de
adenosina (P1) y receptores de nucle6tidos (P2) (Fredholm et al., 1994). A su vez, los
receptores de adenosina se clasifican en 4 subtipos en base a sus propiedades
moleculares, bioquimicas y farmacoldgicas: los receptores Ai, Aza (A2aR), Azs Y As,
todos ellos pertenecientes a la familia de los GPCR. Los receptores A; y Aza muestran
alta afinidad por adenosina y se expresan mayoritariamente en el CNS. Por el contrario,
los A y As muestran baja afinidad por adenosina y su activacion es tanto mas

relevante cuanto mayor es el incremento en los niveles de adenosina.

El gen para los A;aR humanos se encuentra en el cromosoma 22q11.2 y contiene
2 exones separados por un Unico intron de casi 7kbp (Peterfreund et al., 1996; Ledent
etal., 1997). Hasta la fecha, se han identificado dos inicios de transcripcién con dos
promotores de expresion dependiente del tipo celular (Stehle et al., 1992). La proteina
codificada, de 45 kDa, presenta un lugar potencial de glicosilacion, en la que se pueden
unir dos tipos de glucidos diferentes, dividiendo a los receptores A;aR en dos
poblaciones, glicosilados y no glicosilados, con igual capacidad de unién al ligando
(Barrington et al., 1990). A diferencia de los otros receptores de adenosina, los AzaR
presenta una cola muy larga que parece estar implicada en la formacion del heteromero
con los receptores de dopamina D, y en la interaccién de A,aR con el citoesqueleto de
actina (Canals etal., 2003; Burguefio etal., 2003). Una exposicion prolongada del
agonista puede inducir la desensibilizacion rapida de los AyaR, mediante la
internalizacion del mismo a través de la fosforilacion mediada por GRK (Newman y
Levitzki, 1983; Mundell et al., 1998; Palmer y Stiles, 1997; Mundell y Kelly, 1998).

La principal via de transduccion de sefial de los A;aR depende de la activacién
de la AC por acoplamiento a Gy (Kull etal., 1999, 2000). La activacion de la AC
incrementa los niveles de AMPc que activa a la PKA, la cual, a su vez, regula el estado
de fosforilacion de varias proteinas. En este sentido, la activacion de los A;aR puede
conducir a la activacion de CREB inhibiendo la actividad de la proteina fosfatasa 1 (PP-
1) (Kull et al., 2000; Higuchi et al., 2000) a través de la fosforilacion de DARPP-32 por
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la PKA (Kull etal., 1999, 2000). La PKA estimula, ademas, la proteina fosfatasa-2A
(PP-2A), principal responsable de la desfosforilacion de DARPP-32 (Higuchi etal.,
2000), impidiendo asi su propia inhibicion a través de la forma fosforilada de DARPP-
32 que es capaz de inhibir a la PKA (Higuchi et al., 2000; Lindskog, 2008). Los AzaR, a
través de la activacion de la PKA vy la fosforilacion de CREB en neuronas
GABAérgicas estriatopalidales, pueden producir un aumento de la transcripcién de
genes como c-fos, preproencefalina y neurotensina (Mayr y Montminy, 2001; Borsook
y Hyman, 1995) (Mayr and Montminy, 2001). La activacion de CREB por los AzaR
también puede estar mediada través de la activacion de la via de las MAPK (Sexl et al.,
1997; Schulte y Fredholm, 2003) de forma dependiente o no de la acumulacion de
AMPc vy la activacién de PKA. La acumulacion de AMPc y la activacion de MAPK
parecen producir distintas y contradictorias respuestas celulares como proliferacién o
impedimento del crecimiento o apoptosis y diferenciacion, en funcién de la duracién y
extension del estimulo y del tipo celular. Ademéas de la principal via mediada por
GsinyAC, los AaR pueden inducir segundos mensajeros pertenecientes a otras vias de
sefializacion, tales como la PLC (Wirkner et al., 2000) y PI3K/Akt (Lee and Chao,
2001).

Mediante autorradiografia con el agonista ['H]CGS 21680 se detecté un marcaje
intenso en el estriado, tanto en el caudato-putamen (estriado dorsal) como en el nlcleo
accumbens (estriado ventral), ademas de en el tubérculo olfatorio y en la parte externa
del globo péalido de cerebro de rata y humano (Jarvis y Williams, 1989; Parkinson y
Fredholm, 1990; Martinez-Mir et al., 1991; Svenningsson et al., 1997). Esta distribucion
fue corroborada por estudios de Northern blot (Fink etal., 1992; Peterfreund et al.,
1996) e hibridaccion in situ (Fink et al., 1992; Augood y Emson, 1994; Svenningsson
etal., 1997). Los A,aR son muy abundantes en las proyecciones de las neuronas
estriatopalidales que expresan encefalina (marcador para este tipo de neuronas), que
también expresan el receptor D, de dopamina. Mediante técnicas méas sensibles como
las inmunohistoquimicas, se han encontrado distintos niveles de expresion en corteza,
amigdala, hipocampo, hipotalamo, talamo y cerebelo (Rosin etal., 1998). En tejidos
periféricos, hay expresion de A;aR en bazo, timo, corazén, pulmon, rifién, leucocitos y

plaquetas (Moreau y Huber, 1999).
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Estudios recientes han puesto de manifiesto la gran importancia de los A;aR y su
posible implicacion en muchos desordenes neuronales (Moreau y Huber, 1999) (Moreau
and Huber, 1999). El tratamiento con antagonistas de este receptor se considera de valor
terapéutico para la enfermedad del Parkinson (Jenner, 2005), asi como en fendmenos de

psicosis y esquizofrenia.

Sobre la interaccion funcional entre el sistema adenosinico y el
endocannabinoide se ha hablado en el apartado anterior: heteromeros del receptor de

cannabinoides CB;.

1.5.2. Receptores de serotonina SHTc

La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5HT) es una monoamina que se sintetiza a
partir del L-triptéfano en dos pasos: Hidroxilacion del L-triptofano en 5-
hidroxitriptofano (5-HTP) catalizada por la triptofano hidrolasa (Thp), y posteriormente,
por descarboxilacion del 5-HTP en 5-HT catalizada por la dercarboxilasa de
aminoacidos L-aromaticos (Addc) y el coenzima fosfato de piridoxal. Su degradacién
requiere la desaminacion oxidativa de la cadena amino lateral por una oxidasa
monoamina (Mao), dando lugar a la 5-hidroxi-indol-acetaldehido, que se oxidara
seguidamente al acido 5-hidroxi-indol-acético (5-HAA) eliminado por la orina. Existen
dos tipos distintos de tritoptéfano hidrolasas: Thpl, la isoforma no neuronal presente
fundamentalmente en la glandula pineal y Thp2 o isoforma neuronal, expresada
exclusivamente en las neuronas del nicleo del rafé y el plexo mientérico (Hasegawa y
Ichiyama, 1987; Makita et al., 1990; Ehret et al., 1991; Walther y Bader, 2003).

En la glandula pineal la serotonina es un producto intermedio en la sintesis de
melatonina, principal molécula responsable del ritmo circadiano. En la periferia, el 95%
de la serotonina se sintetiza a partir de las células cromafines del tracto intestinal
(Gershon, 1999) donde participa en diferentes respuestas fisiolégicas como: nausea,
secrecion intestinal y movimientos peristalticos, y esta implicada en enfermedades

gastrointestinales (Kim y Camilleri, 2000). La serotonina producida en el tracto
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intestinal se libera a la sangre y es almacenada en las plaquetas donde participa en
procesos de coagulacion sanguinea, homeostasis y respuestas inmunes mediadas por
células T (Vanhoutte, 1991). Las neuronas productoras de serotonina se localizan
fundamentalmente en una regién restringida del tronco encefalico, la mayoria en el
nucleo del rafé, en la parte media del romboencéfalo, y una pequefia parte en la
formacion reticular. Las neuronas que contienen serotonina se organizan en dos grupos:
la division caudal y la rostral, dependiendo de la inervacion de sus axones, que llegan a
todas las areas cerebrales y a la médula espinal.

La serotonina actua a través de dos tipos de receptores: ionotropicos, que son
canales ionicos con baja afinidad pero de rapida activacion y metabotropicos, que son
GPCR de alta afinidad pero de activacion lenta. Existen 15 genes clonados en
mamiferos codificantes para los receptores de serotonina (SHTR) (Hoyer y Martin,
1997), de los cuales, solo los receptores 5-HT3 son receptores ionotropicos mientras el
resto pertenecen a la familia GPCR. Los metabotrdpicos se clasifican en cuatro grupos
en base a los principales segundos mensajeros a través de los cuales sefializan: Los
receptores 5-HT;, acoplados a proteinas Gi/Gqo, 10s 5-HT, acoplados a G, 10s 5-HT,,
5-HTs y 5-HT; acoplados a la proteina Gs y los 5-HTs de acoplamiento desconocido
(Raymond et al., 2001). Los recetores 5-HT, se subdividen, a su vez, en tres miembros
de una misma familia, denominados: 5-HT,a, 5-HT2g, ¥ 5-HT,c (Hoyer et al., 1994).
Sefalizan a traves de la via de la PLC-B (Peroutka, 1995) pero pueden utilizar otros

segundos mensajeros segun el tipo de célula en la que se encuentren.

Los receptores 5-HT,c (5-HT.cR) tienen propiedades farmacoldgicas vy
moleculares caracteristicas y propias, entre ellas, la actividad constitutiva (Berg et al.,
2008). Como el resto de los miembros de su subfamilia, estan asociados a rutas de
sefializacion clasicas como la via Ggqii, la subsecuente activacion de la PLC-B,
liberacion de Ca®* de los reservorios intracelulares y la activacion de la PKC (Raymond
etal., 2001; Cussac etal.,, 2002). Sin embargo, el 5-HT,cR puede estar acoplado
también a la fosfolipasa D (PLD) (McGrew et al., 2002) y a la fosfalipasa A2 (PLA2)
(Berg et al., 1998). Ademas, es capaz de activar la ruta de las MAPK, estimulando las
quinasas 1y 2 (ERK 1/2) (Werry et al., 2005).
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En cuanto a la distribucion, los 5HT,cR se encuentran ampliamente extendidos
en el CNS y su papel principal es la regulacion de la red de excitabilidad neuronal. En el
cerebro de rata, se ha detectado expresion en plexo coroideo, corteza, nucleo
accumbens, amigdala, hipocampo, nucleo caudado y substancia nigra, mientras que en
el cerebro humano los anticuerpos marcaron corteza, susbtancia nigra y cerebelo
(Abramowski etal., 1995; Abramowski y Staufenbiel, 1995). La activacién por
agonistas de este receptor y su actividad constitutiva es capaz de influir negativamente
en las neuronas dopaminérgicas mesocorticales, mesolimbicas y nigroestriatales,
disminuyendo la liberacién de dopamina (Gobert et al., 2000). En este sentido, los anti-
psicoticos atipicos y los agonistas inversos de este receptor, capaces de disminuir la
actividad constitutiva del receptor, pueden impedir esta inhibicion, activando, asi, el
sistema dopaminérgico (Gobert et al., 2000; De Deurwaerdere et al., 2004; Berg et al.,
2008). Los 5-HT,cR constituyen, pues, una relevante diana terapeutica en el tratamiento
de desordenes neuropsiquiatricos como la depresion y los sintomas negativos de la
esquizofrenia, pero también de enfermedades relacionas con disfunciones en las
neuronas dopaminérgicas como el Parkinson o la adiccién (Berg et al., 2008). El raton
que no expresa 5-HT,cR presenta epilepsia y un fenotipo obeso provocado por un
aumento en la ingesta de alimentos, lo cual implica al receptor en la inhibicion de la
excitabilidad neuronal y en la regulacién del peso corporal y la ingesta (Tecott et al.,
1995).

Dada la implicacion, tanto del sistema serotoninérgico como el
endocannabinoide, en los estados emocionales, se ha propuesto una posible interaccién
funcional entre ellos. Un hecho clave en la determinacion de esta interaccion ha sido la
observacion de que el raton knock out para el CB1R muestra una reduccion en las
respuestas funcionales mediadas por los receptores de serotonina 5-HT1a, 5-HT2a Y 5-
HT,c, tiene alterados diferentes componentes en la retroalimentacion de 5-HT y muestra
un fenotipo de tipo depresivo (Mato etal., 2007; Aso etal., 2009, 2011). Otras
evidencias sugieren que los efectos antidepresivos ejercidos por los endocannabinoides
podrian, de hecho, estar mediados por la serotonina. Asi, la inhibicién del enzima
encargado de la degradacion de la AEA ( FAAH) produce un aumento en la excitacion
de las neuronas serotoninérgicas del nucleo del rafé que es inhibida por el antagonista
de CB:R, rimonabant (Gobbi et al., 2005). El tratamiento subcronico con el agonista

cannabinoide no selectivo WIN55,212-2 a bajas dosis produce un sustancial efecto
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antidepresivo que es inhibido por rimonabant y, curiosamente, también por el inhibidor
de la sintesis de serotonina: paraclorofenilalanina (Bambico etal., 2007). Se ha
sugerido, ademas, que el mecanismo antidepresivo ejercido por los cannabinoides
podria ser el resultado de la deshinibicidn de las proyecciones excitatorias del mPFC

hasta las neuronas serotoninérgicas del nucleo del rafé (Moreira, 2007).
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2.0bjetivos

Los endocanabinoides juegan un papel fundamental como neuromoduladores y
su accion se inicia a través de la interaccién con los receptores de membrana CB1R y
CB2R principalmente. A diferencia del CB;R, que se expresa de forma profusa en el
cerebro, el CB;R ha sido descrito, preferencialmente, con una localizacion periférica.
En el cerebro, se ha sugerido recientemente la expresion neuronal y no neuronal del
CB2R, pero su distribucién especifica y su funcion fisioldgica resultan todavia harto
desconocidas. Por ello, el Objetivo General de esta Tesis ha sido determinar la
expresion neuronal de los CB;R en el CNS, investigar su relacion con los CB;R, asi
como su posible funcién durante el desarrollo del sistema nervioso en vertebrados. Para
la consecucion de este Objetivo General se han llevado a cabo los objetivos parciales

gue se enumeraran a continuacion.

Dado que la presencia y el papel funcional de los CB;R en el CNS es todavia
una materia ambigua y en controversia, a la vez que escasamente descrita, es necesario
el desarrollo de nuevas herramientas y técnicas, mas fiables que la inmunodeteccion
clasica con anticuerpos, que permitan detectar la expresion del receptor y mapear su
localizacion en el CNS, tanto a nivel tisular como celular. Para ello nos planteamos el
siguiente objetivo:

Objetivo 1. Disefiar unos “primers” y una sonda especifica que permitan detectar el
mRNA del CB;R mediante PCR e hibridacion in situ (ISH) para investigar la expresion

de estos receptores en células neuronales de distintas areas del cerebro de primates.

La sefalizacion retrégrada o no de los endocannabinoides, capaz de ejercer una
gran versatilidad de acciones en el sistema nervioso central, ha sido descrita mediada
fundamentalmente por el CB;R, dada su amplia distribucion encefélica. La prediccion
de la funcién fisioldgica del CB3R, sin embargo, no resulta tan obvia, ya que se expresa
de forma minoritaria en el cerebro. Se hacia necesario encontrar un modelo que
permitiera dilucidar, in vivo, algunos aspectos clave sobre el papel de los CB2R en el
sistema nervioso. En este contexto nos propusimos el siguiente objetivo:

Objetivo 2. Estudiar el papel funcional de los CB;R durante el desarrollo del sistema
nervioso en vertebrados recurriendo al modelo de desarrollo embrionario de Xenopus

laevis.
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El hecho de que una misma célula requiera de receptores distintos para un
mismo neurotransmisor o neuromodulador resulta, en cierta manera, redundante. Una
posible explicacion es que la interaccidn directa o indirecta entre los distintos receptores
conlleve la adquisicion de un nuevo grado de regulacion intrinseca de los mismos. Dado
que los CB1R son ubicuos, es posible que codistribuyan con los CB2R, convirtiéndose
asi en candidatos para la interaccion molecular o heteromerizacion. Teniendo en cuenta
estos hechos nos planteamos el siguiente objetivo:

Objetivo 3. Determinar tanto la formacion de homémeros de CB,R como la formacién
de heteromeros entre el CB;R y CB3R y analizar las propiedades bioquimicas de estos

heterdmeros en cultivos celulares.

La formacién de heterdbmeros con los CB;R puede aportarnos respuestas
esclarecedoras, concernientes a la funcionalidad de los CB3R en el cerebro, en tanto y
en cuanto se demuestre su relevancia fisioldgica. Para lo cual, habia que desarrollar
métodos directos e indirectos, distintos de los utilizados en los cultivos celulares, con tal
de determinar la expresion de los heteromeros dentro del tejido cerebral. Considerando
esta puntualizacion nos propusimos el siguiente objetivo:

Objetivo 4. Investigar la expresion de heteromeros CB;R-CB,R en distintas areas del
cerebro de rata, donde previamente ha sido descrita la presencia de ambos receptores

de forma individual.

Finalmente, los receptores de cannabinoides son receptores acoplados a proteina
G (GPCR). Los receptores pertenecientes a esta familia tienen capacidad, no sélo de
formar homdmeros y heterdbmeros entre receptores para una misma hormona, sino de
formar heterémeros con otros receptores GPCR (Ferré et al. 2009). Estos heteromeros
acttan como entidades funcionales con caracteristicas bioquimicas propias y diferentes
a sus unidades monoméricas por separado. Esta capacidad ha sido ampliamente
estudiada para el CB1R pero no para los CB;R, por lo que nos planteamos un altimo
objetivo:
Objetivo 5. Estudiar la capacidad de formacion de heteromeros entre el CB,R y otros

GPCR, como son los receptores de adenosina Aa, y de serotonina 5HTyc.
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No son razones, son mostraciones
perfectamente objetivas. Vos tendés a moverte
en el continuo, como dicen los fisicos,
mientras yo soy sumamente sensible a la
discontinuidad vertiginosa de la existencia.

Rayuela, J.Cortazar.
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Michela Ori.
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3.Resultados

3.1. Expresion del mRNA codificante para el receptor de

cannabinoides tipo 2 en el complejo palidal de Macaca fasciularis.
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La presencia de los receptores de cannabinoides tipo 2 (CB2R) en el sistema
nervioso central es todavia materia en controversia. Aunque, inicialmente, su expresion
fue descrita en tejidos periféricos e inmunes, recientemente, es posible encontrar
evidencias que sugieren la existencia de los CB,R en células gliales e incluso
neuronales. Aprovechando el disefio de nuevas sondas de mMRNA de CB,R y mediante
técnicas de hibridacion y PCR, hemos demostrado la existencia de transcritos de CB;R
en diversas areas de cerebro del primate Macaca fascicularis, incluyendo la corteza
cerebral y el hipocampo, asi como ambas divisiones, externa e interna, del globo palido,
las cuales mostraron la mayor abundancia de transcritos de CB,R. A este respecto, la
presencia del RNA mensajero codificante para los CB,R dentro del complejo palidal
pone de relevancia a estos receptores como potenciales dianas para el tratamiento de

desordenes motores con origen en los ganglios basales.
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Abstract

1,2,3

The putative presence of the cannabinoid receptor type 2 (CB,-R) in the central nervous system is still a matter of debate. Although first described in
peripheral and immune tissues, evidence suggesting the existence of CB,-Rs in glial cells and even neurons has been made available more recently. By
taking advantage of newly designed CB,-R mRNA riboprobes, we have demonstrated by in situ hybridization and PCR the existence of CB2-R transcripts
in a variety of brain areas of the primate Macaca fascicularis, including the cerebral cortex and the hippocampus, as well as in the external and internal
divisions of the globus pallidus, both pallidal segments showing the highest abundance of CB,-R transcripts. In this regard, the presence of the
messenger coding CB,-Rs within the pallidal complex highlights their consideration as potential targets for the treatment of movement disorders of

basal ganglia origin.

Keywords
Basal ganglia, brain, endocannabinoids, in situ hybridization, levodopa

Introduction

At present, two different cannabinoid receptors have been
properly characterized and named as types 1 (CB;) and 2
(CB,) of the cannabinoid receptor (Howlett et al., 2002;
Pertwee, 1995). The CB; receptor (CB;-R) is widely expressed
in the central nervous system (CNS) (Freund et al., 2003),
whereas the CB; receptor (CB,-R) has been primarily identified
in tissues other than the CNS such as the spleen and thymus,
as well as in several circulating immune cell populations
(Klein et al., 2003). Furthermore, two isoforms for CB,-R
have been recently characterized and named CB,A-R and
CB,B-R (Liu et al., 2009). CB,A-R has a preferential expres-
sion in testis and brain, whereas a higher CB,B-R expression
is found in the spleen. Experimental evidence has challenged
the current view on the complementary distribution of CB;-
Rs and CB,-Rs by showing that CB,-Rs are also present in
the CNS, albeit to a lower level of expression than CB;-Rs
(for a recent review, see Svizenska et al., 2008). The existence
of CB»-R in the CNS has been more recently demonstrated in
a variety of neuronal (Beltramo et al., 2006; Brusco et al.,
2008a,b; Gong et al., 2006; Onaivi et al., 2006; Skaper
et al., 1996; Stinder et al., 2005; Van Sickle et al., 2005;
Wotherspoon et al.,, 2005) and non-neuronal populations
(Ashton et al., 2006; Benito et al., 2003; Brusco et al.,
2008a,b; Golech et al.,, 2004; Kearn and Hilliard, 1997;
Maresz et al., 2005; Nunez et al.,, 2004; Stella, 2004).

Another interesting feature characterizing CB;-Rs and CB,-
Rs is their differential subcellular localization, an issue that is
likely to have important implications on the therapeutic po-
tential of cannabinoids. For instance, wherecas CB;-Rs are
predominantly expressed at the pre-synaptic level
(Maldonado et al.,, 2006), CB,-Rs show a preferred
post-synaptic localization (Brusco et al., 2008a,b; Gong
et al., 2006; Onaivi et al., 2006). Furthermore, the potential
choice of CB,-Rs as promising targets for glial-dependent
neurodegenerative processes has been recently highlighted
(Ashton and Glass, 2007; Fernandez-Ruiz et al., 2008).
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Table 1. Primers used in polymerase chain reaction

Genes Reference gene (human) Forward (5'-3") Reverse (5'-3") cDNA product
Cannabinoid CB2 receptor NM_001841 GCTGGGTGACAGAGATAGCC GCTGAGAGGACCCACATGAT 475pb
GAPDH NM_002046 CATCCTGCACCACCAACTGCTTAG GCCTGCTTCACCACCTTCTTGATG 343 pb

The presence of CB,-Rs within neurons in the CNS is still
a controversial issue. The neuronal expression of CB,-Rs has
been mainly addressed by using antibodies directed towards
CB,-Rs (Brusco et al., 2008a,b; Gong et al., 2006; Onaivi
et al., 2006; Van Sickle et al., 2005; Wotherspoon et al.,
2005). Since CB,-Rs are expressed at lower levels when com-
pared with those of CB;-Rs, the sensitivity of indirect immu-
nohistochemical methods often barely reaches the detection
threshold and therefore may not suffice to accurately assess
the existence of CB,-Rs within neurons in the CNS. In an
attempt to provide some clues in this controversy, here we
have followed a different strategy and, instead of relying on
the immunohistochemical detection of CB,-Rs, we have con-
ducted in situ hybridization (ISH) procedures using newly
designed riboprobes for CB,-R-specific mRNA. By taking
advantage of the superior sensitivity of ISH when compared
with antibody-based detection, we have been able to demon-
strate the presence of CB,-R transcripts within neurons in
several brain areas of primates, including the cerebral
cortex, the hippocampus and the pallidal complex, the latter
showing the highest abundance of CB,-R transcripts.

Materials and methods

Five young adult male Macaca fascicularis primates (body
weight ranging from 3.8 to 4.5kg) were used in this study.
Animals were handled at all times according to the European
Council Directive 86/609/EEC, as well as in agreement with
the Society for Neuroscience Policy on the Use of Animals in
Neuroscience Research. The experimental design was
approved by the Ethical Committee for Animal Testing of
the University of Navarra (ref: 037/2000).

Polymerase chain reaction

Animals were sacrificed by decapitation; their brains were
rapidly removed and dissected using a brain blocker. The
coordinates for the brain blocks were taken from the stereo-
taxic atlas of Martin and Bowden (1997). The brain block
containing the globus pallidus internal (GPi) and external
(GPe) nuclei were rapidly frozen on isopentane cooled with
liquid nitrogen, and coronal sections (20 um thick) through
both nuclei were obtained in a cryostat. The sections were
mounted on dedicated plastic-coated slides (Leica) for
laser-guided capture microdissection (LCM). Under the
LCM microscope, the boundaries of the GPi and GPe
nuclei were delineated and then dissected out from the
tissue using the laser beam. The tissue samples obtained
from both nuclei were collected in 0.5mL Eppendorf vials
containing lysis buffer for RNA extraction. Spleen homoge-
nates were used as control for cannabinoid CB,-R expression.
Total RNA was extracted using the Absolutely RNA®

nanoprep kit (Stratagene, La Jolla, CA, USA) according to
the manufacturer’s instructions and including the optional
DNase I digestion step. The RNA was eluted in a final
volume of 10 uL, and it was all used for reverse transcription
reactions. The cDNA template was obtained by adding 1 uL
10mM dNTP mix, 1puL 0.1 M DTT, 50ng hexamers, 1puL
RNase inhibitor (40 U/uL; Promega, Madison, WI, USA),
4ul. 5x First-Stand Buffer, 2 uL sterile water and 1puL
SuperScript III reverse transcriptase (200 U/uL; Invitrogen)
in a final volume of 20puL and incubated at 50°C for
60 min. Subsequently, the reaction was inactivated by heating
at 70°C for 15min. Polymerase chain reactions (PCRs)
were carried out in a final volume of 50uL containing
10 uM of each primer (the primers used in PCR are illustrated
in Table 1), 0.5uL of Tag-DNA polymerase (Bioline), 5puL
10x Taq DNA polymerase PCR buffer, 1.5 pL Mg Cl,, 2L
dNTP and 6pL per reaction of pure cDNA for the
amplification of the cannabinoid CB,-R gene, and 3 puL of
cDNA GAPDH. After 94°C for 5min, the thermocycling
parameters were as follows: 35 cycles of 94°C for 30s, 58°C
for 30s and 72°C for Imin. The extension reaction was
carried out for 10min at 72°C, and reaction products were
stored at 4°C.

Synthesis of the riboprobe

Total RNA was isolated from a Macaca fascicularis spleen
sample by wusing the Trizol reagent (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). The spleen sample was
disrupted in 1 mL Trizol reagent using a homogenizer. After
5min incubation at room temperature, 0.2 mL of chloroform
was added and mixed vigorously; the sample was then cen-
trifuged at 12,000 g for 15min at 4°C. Following centrifuga-
tion, the supernatant was placed in a new tube, and 0.5mL
isopropanol was added followed by incubation at room tem-
perature (10 min). The RNA pellet was obtained by centrifu-
gation at 12,000 g for 10 min at 4°C. The pellet was washed in
ImL 75% ethanol and, after vaporization of ethanol, dis-
solved in 30pL diethyl pyrocarbonate (DEPC)-treated
water. Absorbance at 260nm was determined to quantify
the amount of total RNA, which was kept at —80°C.
First-strand ¢cDNA was synthesized from the total RNA
extracted and 0.5 pg of total RNA was subjected to PCR by
adding Superscript III reverse transcriptase (Invitrogen)
(1uL, 200 U/uL), oligo-(dT) (1 pnL, 50 uM), buffer (4 pL, 5x
First-Strand Buffer: 200 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, 50 mM
MgCl,), dithiothreitol (1 uL, 0.1 M), and mixed dNTPs (1 pL,
10mM; Invitrogen) in a total volume of 20pL made by
adding DEPC-treated water.

Oligonucleotide primers were designed using Primer3Input
v. 0.4.0 software (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/
primer3_www.cgi) specific to human cannabinoid CB2-R:
forward primer 5-CATCACTGCCTGGCTCACT-3 and
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reverse  primer  5-AGCATAGTCCTCGGTCCTCA-3.
Template cDNA sequence of CB2-R was obtained from
GenBank (http://ncbi.nlm.nih.gov/). PCR was performed
with Pfx polymerase (Invitrogen) and 35 cycles of amplifica-
tion (denaturation at 95°C for 1 min, annealing at 58°C for
30s, extension at 68°C for 1 min) and a final extension at 68°C
for 10 min. The PCR product (662 nucleotides in length) was
analyzed by electrophoresis on a 0.8% agarose gel containing
SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen) under ultraviolet
light. The cDNA fragment was purified by a Montage PCR
Centrifugal Filter Device (Millipore, Bedford, MA, USA)
according to the manufacturer’s protocol. The cDNA
sample was purified using a QIAquick Gel Extraction kit
(50) (QIAGEN GmbH).

The PCR product was later inserted into the plasmid
vector (pCR®-Blunt II-TOPO®; Invitrogen) and used to
transform competent E. coli cells (Invitrogen). The product
from the miniprep was then sequenced (3130XL Genetic
Analyzer, Applied Biosystems). The computer-assisted ho-
mology searches (see http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
conducted showed that the CB2-R cDNA sequence had
94% homology with human CB2-R (NM_001841) and 99%
homology with Macaca mulata CB2-R (accession number
XM_001105018) sequences, without any significant homology
with CB1-R for the different species: human CBI1-R transcript
variant 1 (accession number NM_016083) and variant 2
(accession number NM_033181) or Macaca mulata CB1-R
(accession number NM_001032825). Furthermore, the
designed probe recognizes both CB2A-R and CB2B-R iso-
forms which have been recently reported by Liu et al. (2009).

Sense and antisense riboprobes for Macaca fascicularis
cannabinoid CB2-R were transcribed from the Zero Blunt
TOPO PCR cloning kit plasmid. The plasmid was linearized
and the sense or antisense probes were transcribed with the
appropriate  RNA polymerases (Boehringer Mannheim,
Germany). The transcription mixture included 1 pg template
plasmid, 1 mM each of ATP, CTP and GTP, 0.7mM UTP,
and 0.3 mM digoxigenin-UTP, 10mM DTT, 50 U RNase in-
hibitor, and 1 U of either T7 or SP6 RNA polymerase in a
volume of 50 uL.. After 2 h at 37°C, the template plasmid was
digested with 2 U RNase-free DNAse for 30 min at 37°C. The
sense and antisense riboprobes were then precipitated by the
addition of 100 uL of 4 M ammonium acetate and 500 pL of
ethanol, and they were recovered by centrifugation at 4°C for
30min. The quality of the synthesis was monitored by dot
blot.

Tissue processing I: Single colorimetric
in situ hybridization

For ISH, three monkey brains were used. These primates
were anaesthetized with an overdose of chloral hydrate and
perfused transcardially. The perfusates consisted of a saline
Ringer solution, immediately followed by 3 L of cold fixative
containing 4% paraformaldehyde and 0.1% glutaraldehyde
in 0.125 M phosphate buffer (PB), pH 7.4. Next, the perfusion
was continued using 1 L of a cryoprotective solution contain-
ing 10% glycerin and 1% dimethylsulphoxide (DMSO) in
0.125M PB, pH 7.4. After the perfusion, the skull was

opened and the brain removed. Tissue blocks (15 mm thick)
were stored for 48 min a cryoprotective solution containing
20% glycerin and 2% DMSO in 0.125M PB, pH 7.4. All the
solutions used for fixation and cryoprotection were treated
with 0.1% diethylpyrocarbonate (DEPC) and autoclaved
prior to their use. Finally, frozen coronal sections (40 um
thick) were obtained using a sliding microtome and collected
in 0.125M PB, neutral pH.

Single ISH procedures were carried out in free-floating
sections that were incubated twice in 0.1% DEPC in PB for
15min and then pre-equilibrated for 10min in 5x SSC
(0.75M NaCl, 0.0075M Na-citrate). The sections were
then pre-hybridized at 58°C for 2h in a hybridization solu-
tion containing 50% deionized formamide, 5x SSC and
40 pg/mL  of denatured salmon DNA in H,O-DEPC.
Subsequently, Sense and antisense digoxigenin-labelled
probes were denatured for Smin at 80°C, added to the hy-
bridization mix at 400 ng/mL and the sections were hybrid-
ized in this solution for 16h at 58°C. Post-hybridization
washes were carried out in 2x SSC at room temperature
(RT) for 30min, 2x SSC for 1h at 65°C, and then in 0.1x
SSC for 1h at 65°C. The digoxigenin-labelled probes were
visualized by firstly pre-equilibrating the sections in TN
buffer (0.1M Tris/HCI pH 7.5, 0.15M NaCl) before incu-
bating them for 90min at RT with an alkaline
phosphatase-conjugated anti-digoxigenin antibody raised in
sheep (1:1500 in 0.5% TN-blocking reagent). After several
rinses in TN buffer, the sections were equilibrated for 5min
in TNM buffer (0.1 M Tris/HCI, 0.1 M NaCl, 0.05M MgCl,,
pH 9.5), and they were then incubated for 7 h in the substrate
solution (0.02% of NBT-BCIP in TNM bulffer). Staining was
stopped by washing repeatedly in a rinsing solution (0.01 M
Tris/HCI and 0.001 M EDTA, pH 8). The sections were then
mounted on slides, air-dried, dehydrated in ethanol, cleared in
xylene and coverslipped with Entellan (Merck, Darmstadt,
Germany).

Tissue processing II: Dual fluorescent visualization
of CB,-R mRNA expression combined with neuronal
markers in the pallidal complex

The sections processed to detect digoxigenin-labelled CB,-R
riboprobes using an anti-digoxigenin antibody raised in sheep
(1:1500 Roche Diagnostics GmbH, Indianapolis, IN, USA)
that was visualized with the HNPP fluorescent detection kit
(Roche Diagnostics). The sections were then processed for the
immunofluorescent detection of either NeulN (vertebrate
neuron-specific nuclear protein) or parvalbumin (PV). The
immunofluorescent detection of NeuN was achieved by incu-
bating the sections with a mouse anti-NeuN antibody
(1:1000, Chemicon) for 24h at 4°C followed by an
Alexa®488-coupled goat anti-mouse IgG (1:200, Molecular
Probes) for 2h at room temperature. The immunofluorescent
detection of PV was carried out by incubating the sections in
a mouse anti-PV (1:2000; Sigma) for 24 h at 4°C. The sections
were incubated with a secondary antibody comprising
Alexa®488-coupled goat anti-rabbit I1gG (1:200, Molecular
Probes). The sections were finally mounted on glass slides
using a 2% solution of gelatin in 0.05M Tris/HCI (pH 7.6),
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dried at room temperature, dehydrated in toluene and cover-
slipped with DPX. The obtained material was inspected under
a Zeiss 510 Meta confocal microscope. In order to ensure the
appropriate visualization of labelled elements and to avoid
false positive results, the emission from the argon laser
at 488nm was filtered through a band-pass filter of
505-530 nm and colour-coded in green. The emission follow-
ing the excitation with the helium laser at 543 nm was filtered
through a band-pass filter of 560—615nm and colour-coded
in red.

Results

In the present study, the presence of the mRNA coding CB,-R
in the primate CNS was assessed by PCR and by ISH. The
PCR analysis was conducted by using microdissected tissue
samples obtained from the internal and external segments of
the globus pallidus (GPI and GPe, respectively) and com-
pared with the bands gathered from spleen homogenates
(Figure 1). The designed primers showed the presence of
CB»-R in the spleen (used as a control organ) and in GPi
and GPe. Furthermore, following hybridization with the
antisense riboprobe, a moderate amount of labelling was
observed in several brain areas, including the hippocampus,
cerebral cortex and both GPi and GPe (Figure 2). As illus-
trated in Figure 2B, hybridization with the sense riboprobe
resulted in a complete lack of stain. At the level of the hip-
pocampus (Figure 2A) and in keeping with existing knowl-
edge (Suarez et al., 2009), expression of CB,-Rs was mainly
found in cells with interneuron-like phenotypes that were
mainly located in CAl and CA3 territories. A moderate
expression of CB,-R mRNA also characterized neurons
with a pyramidal-like phenotype within layers III and V of
the cerebral cortex (Figure 2C). Finally, the strongest expres-
sion of CB,-R mRNA was consistently found in both GPi
and GPe. The conducted colorimetric ISH stains revealed the
presence of CB,-R transcripts throughout the cytoplasm of
pallidal cells, without any kind of stain at the level of cellular
nuclei (Figure 2D and 2E).

The neuronal identity of cells expressing CB,-R transcripts
within GPi and GPe was assessed by combining fluorescent
ISH for CB,-R mRNA with two well-known neuronal mark-
ers, those comprising the calcium-binding protein PV (a
marker for GABAergic pallidal neurons) as well as the verte-
brate neuron-specific nuclear protein (NeuN). All pallidal
neurons showing PV immunoreactivity also contain CB,-R
transcripts, although a small fraction of pallidal cells express-
ing CB>-R mRNA lack PV stain (Figure 2). This is consistent
with the fact that the globus pallidus also contains neurons
expressing markers other than PV, such as cholinergic, nitrer-
gic and glutamatergic neurons (Barroso-Chinea et al., 2008;
Geisler et al., 2007; Hur and Zaborszky, 2005; Kha et al.,
2000; Parent et al., 1981). Furthermore, the ultimate confir-
mation of the neuronal identity of pallidal cells expressing
CB,-R transcripts was achieved by combining fluorescent
ISH with the immunofluorescent detection of NeuN. As illus-
trated in Figure 3, all pallidal neurons showing NeuN immu-
nofluorescence are found to express CB,-R mRNA.

Discussion

We describe here the expression of the mRNA that codes for
CB»-Rs in a variety of brain areas of the primate Macaca

fascicularis, with emphasis on the expression within the palli-

dal complex (GPi and GPe) of the basal ganglia. The presence
of CB»-R transcripts in both subdivisions of the globus palli-
dus was assessed by PCR as well as by colorimetric ISH.
Furthermore, the neuronal identity of pallidal cells expressing
CB,-R mRNA has been unequivocally addressed by
co-localization studies carried out under the confocal
laser-scanning microscope.

Expression of CB,-Rs within neurons in the central
nervous system of the primate

Contrary to the prevailing view that the presence of CB,-Rs is
restricted to peripheral tissues, our data support the existence

CB2h

GAPDH CB2h GAPDH

CB2h GAPDH

Figure 1. PCR showing the presence of CB,-R product in microdissected tissue samples taken from GPe and GPi. GAPDH is the control gene.
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of CB»-Rs in neurons from the CNS of non-human primates.
The most noticeable expression was found in the hippocam-
pus, pyramidal layers III and V of the cerebral cortex and in
both divisions of the globus pallidus (GPi and GPe). These
results are in keeping with those reported in rodents (Brusco
et al., 2008a,b; Gong et al., 2006) that were mainly gathered
from antibody-based indirect immunohistochemical detec-
tion. Moreover, the fact that antibodies were used in most
of the studies showing neuronal expression of CB,-Rs in the
CNS (Brusco et al., 2008a,b; Gong et al., 2006; Onaivi et al.,
2006; Van Sickle et al., 2005; Wotherspoon et al., 2005) has
paved the way for the ongoing cannabinoid controversy
(reviewed in Svizenska et al., 2008). This controversy is
boosted by the apparent lack of psychoactive effects for com-
pounds directed towards CB,-Rs, in keeping with the
non-neuronal expression of CB,-Rs within the CNS. In
other words, a CB,-mediated psychoactivity would require
neuronal expression of CB,-Rs. For instance, Malan et al.
(2002) have reported that pain responses were inhibited by

CB,-R activation without the psychotropic effects produced
by CB;-R agonists.

Furthermore, one of the most important issues sustaining
putative therapeutic approaches based on cannabinoids is
represented by the differential subcellular localization of
CB;-Rs and CB,-Rs. On the one hand, there is general con-
sensus on the pre-synaptic localization of CB;-Rs; their main
role would therefore be to inhibit neurotransmitter release, as
reported for glutamate (Shen et al., 1996), acetylcholine
(Gifford et al., 1997) and noradrenaline (Schlicker et al.,
1997). On the other hand, the preferential post-synaptic
localization of CB,-Rs was initially suggested by Gong
et al. (2006), and later confirmed by Brusco et al. (2008a,b).
It should be noted that CB,-Rs were also found within
unmyelinated axons in the substantia nigra, thus likely to
account for a pre-synaptic distribution, although these recep-
tors were not found in axon terminals (Brusco et al., 2008a).
The pre- or post-synaptic distribution of CB,-Rs can be nei-
ther confirmed nor denied by our results, since the data

A
Hippocampus CA1

D

Globus pallidus, external division

I_ Hippocampus CA1

C
Cerebral Cortex —
E
¢
-
4
r 3 f

Globus pallidus, internal division

Figure 2. Single colorimetric in situ hybridization showing the expression for CB,-R mRNA in the brain of Macaca fascicularis. (A) At the level of the
hippocampus, the hybridization with the antisense riboprobe resulted in moderate stain in cellular profiles with interneuron-like morphologies within
CA1 territory. Scale bar: 180 um. (B) The hybridization with the sense riboprobe resulted in a total lack of stain at the level of hippocampal CA1
territory. Scale bar: 180 um. (C) A moderate expression of CB,-R mRNA was observed in neurons with pyramidal phenotype within layer V of the cerebral
cortex. Scale bar: 100 um. (D and E) Cellular expression of CB, mRNA within the external and internal divisions of the globus pallidus (D and E,
respectively). Pallidal cells were characterized by a clear expression of CB, mRNA distributed throughout the entire cytoplasm without any kind of

nuclear stain. Scale bar is 45 um for panel D and 35 pum for panel E.
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Globus pallidus, external division

Parvalbumin

CBZR'mMRNA Parvalbumin Merged

CB2R mRNA

Merged

CBZR MRNA

Merged

Globus pallidus, internal division

< <

CBZR mRNA Parvalbumin

CB2ZR mRNA NeuN Merged

CB2ZR mRNA Merged

Figure 3. Dual fluorescent detection of CB,-R mRNA and neuronal markers showing the neuronal identity of cellular profiles expressing CB,-R tran-
scripts. (A-F) Co-expression of CB,-R transcripts (red channel) and parvalbumin (PV, green channel) within neurons in the external division of the
globus pallidus (GPe). Although most of the PV-positive neurons also expressed CB,-R mRNA (arrowheads), a small number of GPe neurons containing
CB,-R transcripts did not show PV stain (arrows). Scale bar is 120 um for panels A-C and 30 um in panels D-F. (G-L) Co-localization of CB,-R mRNA and
NeuN in GPe neurons. All neurons positive for NeuN also contained CB,-R transcripts. Scale bar is 100 um for panels G-I and 25 um in panels J-L.
(M-R) Co-expression of CB,-R transcripts (red channel) and parvalbumin (PV, green channel) within neurons in the internal division of the globus
pallidus (GPi). Although most of the PV-positive neurons also expressed CB,-R mRNA (arrowheads), a small number of GPi neurons containing CB,-R
transcripts did not show PV stain (arrows). Scale bar is 90 um for panels M-0 and 45 pum in panels P-R. (S-X) Co-localization of CB,-R mRNA and NeuN in
GPi neurons. All neurons positive for NeuN also contained CB,-R transcripts. Scale bar is 130 um for panels S-U and 15 um in panels V-X.

presented here were gathered from ISH procedures. In other
words, synthesized CB,-Rs could: (i) be transported antero-
gradely to the distal axon terminals (suggesting a pre-synaptic
distribution); (i) remain in close vicinity to the place of syn-
thesis to be further incorporated to the plasma membrane of
the parent cell body and dendrites (therefore sustaining a
post-synaptic distribution); or (iii) a combination of these
two possibilities.

Cannabinoids for the treatment of movement
disorders of basal ganglia origin

Accumulating evidence supports the brain expression of CB,-
Rs in microglial cells (reviewed in Ashton and Glass, 2006),
therefore supporting the use of CB, as a promising pharma-
cological target for neurodegenerative processes in which in-
flammation and cytotoxic events are known to play a crucial
role (Fernandez-Ruiz et al., 2008). For instance, activation of

CB,-Rs by cannabinoids has been implicated in the neuropro-
tective outcome observed in the rat model of parkinsonism
(Garcia-Arencibia et al., 2007).

Besides considering CB»-Rs for inflammatory-triggered
neurodegenerative processes, the expression of CB,-Rs
within pallidal neurons opens new vistas on the potential
use of cannabinoids for the treatment of basal ganglia disor-
ders. Neurons in GPi give rise to the basal ganglia output
through the pallidothalamic pathway, a GABAergic inhibito-
ry pathway that funnels basal ganglia information through
the thalamus to the cerebral cortex. According to the basal
ganglia model (Albin et al., 1989; Crosmann, 1987; DeLong,
1990), pallidothalamic-projecting neurons are hyperactive fol-
lowing dopaminergic depletion (more inhibition reaching the
thalamic-recipient areas of GPi efferent neurons). This hyper-
activity is sustained by two synergistic mechanisms: on the
one hand, GPi neurons receive smaller amounts of GABA,
i.e., ‘less inhibition’, from the striatopallidal-projecting neu-
rons. On the other hand, GPi neurons receive an increased
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amount of glutamate coming from hyperactive subthalamic
neurons, i.e., ‘more excitation. In this context, the potential
use of specific compounds (agonists and antagonists) directed
towards CB,-Rs would mainly be dependent on the pre- or
post-synaptic localization of CB,-Rs. Assuming that
pre-synaptic CB,-Rs would behave the same way as
pre-synaptic CB;-Rs, then a CB,-Rs agonist would probably
restore basal ganglia output to baseline conditions. In
this regard, it is also worth noting that involvement of
the endocannabinoid system in the pathophysiology of
levodopa-induced dyskinesias has been postulated (Ferrer
et al., 2003). Indeed, the severity of levodopa-induced dyski-
nesias is attenuated following the treatment with rimonabant,
a CB|-R antagonist that also blocks CB,-Rs at high doses
(Pertwee, 1999). If CB,-Rs are post-synaptically located we
would be facing a more complex scenario, probably depend-
ing not only on the neurotransmitter involved, but also on
receptor—receptor interactions at the level of the postsynaptic
membrane.
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3.Resultados

3.2. La sobreexpresion del mRNA de los receptores de cannabinoides
CB, impide el correcto desarrollo de los nervios craneales en

embriones de Xenopus laevis.
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Los cannabinoides juegan un papel relevante en el cerebro interaccionando,
principalmente, sobre sus receptores mas abundantes, los receptores CB;.
Recientemente, se ha descubierto la expresion neuronal de los receptores CB,, pero el
estudio sobre su posible papel en el cerebro es todavia una cuestion incipiente. A este
respecto, todavia no se conoce la posible implicacion del receptor CB, durante el
desarrollo cerebral. En este trabajo hemos utilizado el modelo de desarrollo neural de
Xenopus laevis para estudiar el papel de los receptores CB;, en este proceso mediante
estudios de ganancia de funcion in vivo. Hemos demostrado, por primera vez, la
relacion entre la sobreexpresion del receptor CB,, pero no la del CBy, y la alteracion en
el desarrollo de los nervios craneales maxilomandibular (VII), glosofaringeo (IX) y
vagal (X), mediante un proceso que implica una sefializacion diferencial, activando la
ruta de la Akt al tiempo que se inhibe la ruta de las ERK1/2 MAPK y se induce una
regluacién incrementada de los genes implicados en el desarrollo de las placodas y los
nervios craneales. Concretamente, la sobreexpresion de genes tales como wnt8, pax2,
pax3 y fgf8, concomitante a la sobreexpresion de CB,, puede mantener, mas alla de lo
deseado, el estado proliferativo de las células progenitoras de la placoda epibranquial.
Los resultados indican que los receptores CB, pueden desrregular los mecanismos que
controlan el cambio de un estado proliferativo a un estado de diferenciacion de estas

células impidiendo la correcta diferenciacion de las mismas.
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Abstract

Cannabinoids play a relevant role in the brain by mainly interacting with the
most abundant CB; receptors. Recently, neuronal expression of cannabinoid CB,
receptors has been discovered but the study of the role they play in brain is still nascent.
In this respect, nothing is known about the CB, receptor implications in brain
development. We have used a Xenopus laevis embryo model of neural development to
study the role of CB, receptors in this process by means of gain of function in vivo
studies. Here, for the first time, we show a relationship between CB, but not CB;
receptor overexpression and strong impairment of maxillomandibullar (VII),
glossopharyngeal (1X) and vagal (X) cranial nerves development by a process that
imply a differential signaling activating the Akt pathway whilst inhibiting the ERK 1/2
MAPK pathway and inducing an up regulation of genes involved in placodal and cranial
nerve development. Specifically, the up-regulation of wnt8, pax2, pax3 or fgf8 genes
upon CB; receptor expression may lead to maintain a proliferative state along time in
stem cells of epibranchial placode. Our results indicate that CB; receptors can interrupt
the timing switch in cell fate and preventing neural differentiation of stem cells.

INTRODUCTION

There are two known cannabinoid receptors, CB; and CB, with strong evidence
of a new subtype, GPR55, that are mediating the effect of endocannabinoids and have
been considered as therapeutic targets for different disorders (Romero etal., 2002;
Baker etal., 2003; Di Marzo et al., 2004; Mackie, 2006; Little et al., 2011). Acting

through these receptors, endocannabinoids heavily influence cardiovascular and



immune systems as well as control progenitor cell proliferation (Klein et al., 2003;
Aguado et al., 2005; Mackie and Stella, 2006). The CB; receptor is the most abundant
receptor in the central nervous system (CNS) controlling mood and emotion and playing
a role in the modulation of memory processing, and on metabolism (Zanettini et al.,
2011). CB; receptors have been described to have an important role during CNS
patterning (Harkany et al., 2007; Berghuis etal., 2007; Mulder et al., 2008; Galve-
Roperh et al., 2009). Moreover, CB3, but not CB, receptors, mediate psychoactivity
(Palazuelos et al., 2006; Ferndndez-Ruiz et al., 2007). CB; receptor has been previously
cloned and characterized in Xenopus laevis CNS with a similar CB; mRNA distribution
as in mammals (Cottone etal., 2003). In contrast, CB, receptors were traditionally
thought to be only expressed in peripheral tissue where it can help control inflammation
and various immunological responses (Klein et al., 2003), but recently, they can also be
found in the brain in a lower expression level than CB; receptors (Svizenska et al.,
2008). Multiple studies have demonstrated CB, receptor expression in different non-
neuronal (Ashton et al., 2006; Brusco et al., 2008b; Golech et al., 2004; Maresz et al.,
2005) and neuronal populations (Van Sickle et al., 2005; Gong et al., 2006; Onaivi
et al., 2006; Brusco et al., 2008b; a; Lanciego et al., 2011). Furthermore, two isoforms
for CB, receptors have been recently characterized and named CB,a and CB,s (Liu
etal., 2009) being CB,a preferentially expressed in testis and brain, whereas CBg
expression is found in the spleen. At the signal level, CB, receptors are members of the
GPCR family and are Gi/Go-protein-coupled receptors (Pertwee, 1997). Agonist
activation triggers inhibition of adenylyl cyclase and voltage-gated calcium channels,
activation of potassium channels, mitogen-activated protein kinase (MAPK), and
phosphoinositide-3 kinase (PI3K)/Akt signaling pathways (Gémez del Pulgar etal.,
2000; Sanchez et al., 2003; Palazuelos et al., 2006; Molina-Holgado et al., 2007). They
can even promote neural progenitor proliferation via Akt/PI3K/mTOR1 (Palazuelos
etal., 2012).

The physiological role of CB, receptors in the brain is not completely
understood. It has been described that CB, receptors have an important role as
neuroprotective agents by inhibiting inflamatoy injury and promoting neural survival
(Molina-Holgado et al., 2002; Fernandez-Ruiz etal., 2007). During neurogenerative
disorders, like multiple sclerosis, Alzheimer or Huntington’s disease, it can be up-

regulated in microglial cells decreasing excitotoxicity or cell death and slowing disease



progression (Benito etal., 2003; Fernandez-Ruiz etal., 2008; Sagredo et al., 2009;
Palazuelos et al., 2009) while as potent anticancer agents, CB, receptors can inhibit
glioma’s or astrocytoma’s growth by promoting apoptosis in tumoral cells as well as
inhibiting tumor angiogenesis (Sanchez etal., 2001; Guzman, 2003; Aguado etal.,
2007; Fernandez-Ruiz etal., 2007). Moreover, CB, receptors have been present in
undifferentiated neural cells promoting neural progenitor proliferation in vitro and also
in vivo during adult neurogenesis (Palazuelos etal., 2006; Goncalves etal., 2008;
Palazuelos etal., 2012). CB, receptors have been detected in embryonic stem cells
(Jiang etal., 2005). Nevertheless, its implication during brain development is still
poorly understood. Herein, we took advantage of a Xenopus laevis embryo model of
neural development to study the role of CB, receptor expression in this process by
means of gain of function in vivo studies. We observed that CB, receptor expression
induces relevant changes in signaling pathways, activating the Akt pathway whilst
inhibiting the ERK 1/2 MAPK pathway. We also observed an up-regulation of wnt8,
pax2, pax3 or fgf8 genes upon CB; receptor expression that may serve to maintain a
proliferative state in stem cells of epibranchial placode in whose development these
genes are involved. In addition, we observed that CB; but not CB; receptor expression
induced impairment in development of certain cranial nerves. Our results indicate that
CB; receptors have the potential to prevent neural differentiation of progenitor cells in

an animal embryo model.

MATERIALS AND METHODS

¢DNA constructs and cloning

The human cDNA for the CB; or CB; receptors cloned in pcDNA3.1 or cloned
in EYFP expressing vector (EYFP-N1; enhanced yellow variant of GFP; Clontech,
Heidelberg, Germany) to give CB;-YFP and CB,-YFP were amplified with their stop
codons using sense and antisense primers harboring either unique BamH1 and EcoRl
sites (for CB;, CB; receptors) or EcoR1 and Xhol (for CB,YFP, CB,YFP receptors).
The fragments were then subcloned directionally SP6 to T7 into BamH1 and EcoRl sites
(for CBy, CB; receptors) or EcoR1 and Xhol (for CB,YFP, CB,YFP receptors) of the



first polilinker of pCS2+ vector to give hCB,pCS2+, CB,-YFPpCS2+, hCB;pCS2+, and
CB;-YFPpCS2+ plasmids.

Capped mRNAs

hCB,pCS2+, CB,-YFPpCS2+, hCB;pCS2+, and CB;-YFPpCS2+ plasmids were
first linearized with Notl enzyme. Capped mRNAs were then synthesized in vitro from
the template cDNAs using the SP6 mMMESSAGE mMACHINE Kit (Ambion, Life
Technologies Corporation, Paisley, UK). After DNase digestion to remove cDNA
template, transcripts were purified by adding 0.1 volume of ammonium acetate to avoid
embryos gastrulation defects, extracted with 1 volume of phenol/chloroform,
precipitated with 2 volumes of 100% ethanol, resuspended in water (500 ng/ul) and
stored at -20°C. Concentration and length of transcripts were estimated by agarose gel
electrophoresis as compared to known loading controls. As reporters, we used the n-f-
gal containing the nuclear-f-galactosidase reporter inserted into the pCS2+ vector
(Chitnis et al,. 1995) and the pPCMTEGFP containing the Enhanced Green Fluorescent

Protein reporter gene inserted into the pCS2+ vector.

Embryos handling, microinjection and manipulation

Xenopus laevis embryos were obtained by first injecting adult females with 800-
1000 units of human chorionic gonadotropin (Gonasi HP 5000 U.l., Amsa) 12-14 hours
prior to egg collection. Ovulated eggs were fertilized with testis homogenate and
allowed to develop in Marc’s Modified Ringer’s (MMR) medium (ImM NaCl, 0.02mM
KCI, 0,01mM MgSO,, 0.02mM CaCly, 0.05mM HEPES (pH 7.8), 1uM EDTA) Jelly
coats were removed by using the dejelling solution (3.2 mM dithiothreitol, 0.2M Tris
buffer pH 8.8). Capped mRNAs in MMR medium supplemented with 3% Ficoll-400
were injected into one or two cells of blastomere of two-cell stage embryos using a
Drummond "Nanoject” apparatus. Embryos were cultured in the same medium over
night at 18° C and subsequently transferred in new MMR medium and incubated at
Room Temperature (R.T.) until the desired developmental stage. Embryos were staged
according to Nieuwkoop and Faber (1967). When n-f-gal mRNA was used as a lineage
tracer in microinjection experiments, $-gal staining was detected by fixing embryos in
MEMFA medium (100 mM MOPS (pH 7.4) , 2 mM EGTA, 1 mM MgSO,, 3.7 %
formaldehyde) for 30 min. at R.T., washing in PBS (140 mM NaCl, 3 mM KCI, 4.mM



Na;HOP,4, 1.5 mM KH,0P,4, pH 7.3) and then incubated in S-gal staining solution (5
mM KsFe(CN)g, 52mM K Fe(CN)g, 2 mM MgCl,, 1 mg/ml X-gal or red-gal substrate
in PBS) for 20-30 min at 37°C. Embryos were than fixed in MEMFA medium for 1 h at
room temperature and then gradually dehydrated with ethanol to be processed by whole

mount in situ hybridization.

Whole-mount in situ hybridization

Whole-mount in situ hybridization was performed with XelrD probe (Perron et
al., 1999) at stage 32 wild type or injected embryos by using standard procedures as
described in Harland (1991), except that BM purple (Roche, Basel, Switzerland) was
used as a substrate for the alkaline phosphatase. After color development embryos were
post-fixed in MEMFA medium and bleached to remove the pigment with bleaching
solution (PBS supplemented with 2% H,0,, 5% formamide, 150 mM NaCl, 17 mM
Na3CgHs0;) over a fluorescent light for about 1 h. Control experiments were performed
with sense probes. For histological examination, whole-mount in situ hybridization
processed embryos were embedded in a gelatin albumin solution according to the

protocol described previously (Levin, 2004).

Whole mount immunohistochemistry

Whole-mount in situ immunohistochemistry was performed to detect CB;-
YFPpCS2+ and CB,-YFPpCS2+ injected embryos at stage 32. Embryos were washed
once with PBS containing 0.05 % tween (PBST) and 0.5% H,O, and blocked with
blocking solution (20% fetal bovine serum and 2% Blocking Reagent (Roche, Basel,
Switzerland) in PBST) for 1h at R.T. Embryos were then incubated overnight at 4° with
rabbit anti-GFP polyclonal antibody (1:2000 in PBS, Molecular Probes, Life
Technologies Corporation, Paisley, UK). After incubation (1 h) with blocking solution,
embryos were treated overnight at 4° with secondary antibody goat anti-rabbit 1gG
antibody-peroxidase (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA), washed in
PBST and visualized by alkaline phosphatase staining with DAB (Roche, Basel,
Switzerland). After color development embryos were bleached as described above for
in situ hybridization. For histological examination, embryos were embedded in a

gelatin albumin solution according to the protocol described previously (Levin, 2004).



Total RNA and protein preparation from embryos

Extraction of total RNA and protein from frozen wild type or injected embryo
heads (60 embryos for each experimental condition) at stage 32 was performed using
Trizol reagent (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Samples were
homogenized in TRI Reagent (ImL of Trizol per 100mg of tissue) and 200 ul of
chloroform per ml of Trizol was added to each sample. After 3 min incubation at R.T.,
samples were centrifuged 15 min at 4°C at 18,400 g. RNA was precipitated from the
aqueous phase by addition of 500 ul of isopropanol. After 10 min incubation at R.T. the
supernatant was discarded by 10 min centrifugation at 13,500 g at 4°. The pellet was
washed with 75% ethanol twice and solubilized in Nuclease-Free water (Promega,
Madison, WI, USA) as described previously (Wilson and Melton, 1994). Proteins were
obtained from the organic phase. First, DNA was precipitated by adding 300 ul of 100%
ethanol per 1 ml of TRI Reagent used initially and samples were centrifuged at 2,000 g
for 5 min at 4°C. Proteins were precipitated from 300 pl of the supernatant by adding 3
volumes of acetone. Samples were mixed by inversion, incubated for 10 min at R.T. and
centrifuged at top speed in a microfuge for 10 min at 4°C. Supernatant was discarded
and the protein was washed three times (10 min at R.T.) by pipetting in 500 pul of 0.3 M
guanidine hydrochloride in 95% ethanol plus 2.5 % glycerol (1:1) and centrifuging at
8,000 g for 5 min at R.T. A final wash was performed in 1 ml of ethanol containing 2.5
% glycerol in the same conditions. Ethanol was decanted and proteins were solubilized
in 400 pl of SDS buffer (5mM Tris-HCI pH 6.8, 2% (w/v) SDS, 10% (v/v) glycerol, 1%
(v/v) B- mercaptoethanol, 12.5mM EDTA, 2% (w/v) bromophenol blue) for Western

blot analysis.

RT-PCR assays

After DNAse | (Promega) treatment, total RNA was reverse-transcribed to
cDNA by random priming using High capacity cDNA reverse transcription Kits
(Applied Biosystems, Foster City, California, USA). 100 ng per sample of the resulting
single-stranded cDNA was used to perform real time PCR amplification with Power
SYBR Green PCR Master Mix kit (Applied Biosystems, Foster City, California, USA).
Relative expression of each gene for each sample condition was quantified using
ornithine decarboxylase (ODC) as reference gene. RT-PCR primers used were designed
with Primer-BLAST (NCBI, Bethesda MD,USA) and appear in Table 1. RNA without
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reverse transcriptions did not yield any amplicons, indicating that there was no genomic

DNA contamination.

ERK 1/2 and Akt/PKB phosphorylation assays

Protein samples were separated by electrophoresis on a denaturing 7.5% SDS-
polyacrylamide gel and transferred onto a PVDF-FL membrane. Odyssey blocking
buffer (LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska, USA) was then added and membrane
was rocked for 90 min. The membrane was then incubated (overnight) with a mixture of
a rabbit anti-phospho-Ser473 Akt antibody (1:2500, Signalway Antibody) to test the
Akt phosphorylation or mouse anti-phospho-ERK1/2 antibody (1:2500, Sigma) to test
ERK 1/2 phosphorylation. As a control of the amount of protein loaded, rabbit anti-
ERK1/2 antibody that recognizes both, phosphorylated and non-phosphorylated
ERK1/2 (1:40000, Sigma) was used. After washing the membrane four times with
PBST (0,1%, 5 min), bands were visualized by the addition of IRDye 680 anti-rabbit
antibody (1:10000, Sigma) or IRDye 800 anti-mouse antibody (1:10000, Sigma) or a
mixture of both for 1h and scanned by the Odyssey infrared scanner (LI-COR
Biosciences, Lincoln, Nebraska, USA). Bands densities were quantified using the
scanner software, exported to Excel (Microsoft, Redmond, WA, U.S.A). The level of
phosphorylated proteins was normalized for differences in loading using the total ERK

1/2 protein band intensities.

RESULTS

Over expression of human cannabinoid CB; but not CB; receptors in Xenopus

embryos leads to impairment of cranial nerve development.

Although CB; receptors seem to be involved in neurogenesis, neural
proliferation, axonal navigation and migration (Wilson and Nicoll, 2002; Aguado et al.,
2005, 200; Harkany et al., 2007; Trazzi et al., 2010) and CB; receptors have relevant
roles in neural progenitor proliferantion and survival (Palazuelos et al., 2006; Molina-
Holgado et al., 2007; Fernadndez-Ruiz et al., 2007), the role of CB, receptors in the
neural development in vivo has not been studied. Here we have used a Xenopus laevis
embryo model of neural development to study the ptencial role of CB, receptors in this

process by means of in vivo gain of function studies. For that, human CB; and CB;



receptors were subcloned onto the pCS2+ vector. Both hCB;pcS2+ and hCB,pCS2+
constructs were then transcribed in vitro to the corresponding capped mRNA. Embryos
were injected into one cell of the two cells stage with 2 png hCB1pcS2+ or hCB2pCS2+
MRNA or co-injected with both, together with mRNA 300ng of nuclear-§-galactosidase
MRNA, used as a tracer of the injected side, and then analyzed until 42 stage for
morphological phenotype comparison between injected and non injected side. None of
the injected sides have shown any visible morphological changes. Then, we decided to
inject or co-inject 2ug MRNA corresponding to hCB1pcS2+ or hCB2pCS2+ and the
corresponding nuclear-p-galactosidase mRNA and look for changes in the developing
neural tube and cranial ganglia. Since Elav/HU genes are good neural tube markers for
neuronal maintenance and differentiation in the developing nervous system of Xenopus
laevis (Perron et al., 1999; Nassar, 2011), we decided to use one of these genes, elrD, as
a post mitotic marker. After mRNA injection, embryos were kept growing normally
until stage 32, then we performed in situ hybridization whole mount assays as described
in Material and Methods with a XelrD riboprobe and analyzed visual changes in the
expression pattern among injected (red punctate nuclear-p-galactosidase stained side in
Figure 1) and non injected sides. As it is shown in Figure 1, no changes were seen in the
stained neural tube at the injected side (Figure 1B, D and F) compared with the non
injected side (Figure 1A, C and E) in all of the injected embryos, but, surprisingly, 32%
(Figure 1G) of the total hCB,pCS2+ mRNA injected embryos showed abnormalities in
cranial nerve formation in the injected side (Figure 1B compared to Figure 1A), with
slight impairment of trigeminal and maxillomandibular nerves (V and VII respectively,
Figure 1A) and strong reduction or a complete loss of the epibranchial ones, i.e.,
glossopharyngeal and vagal (IX and X respectively, Figure 1A). In contrast, only 5%
(Figure 1G) of the total hCB;pCS2+ mRNA injected embryos presented the same
described phenotype (Figure 1D compared to Figure 1C). These results indicate that
CB;, receptor overexpression was able to impair the cranial nerve development while the
CB; receptor did not. Nevertheless, when embryos were co-injected with both mRNAs
at the same time, 55% (Figure 1G) of total embryos were found to show the cranial
nerves impairment phenotype (Figure 1F compared to Figure 1E). It seems that CB;
receptor expression enhances the effect exerted by CB, receptors. As a control, we
verify that the human CB; and CB; receptors were both correctly translated within the
embryos. To this purpose we generated new plasmidic constructs in which the sequence

of hCB; or hCB; receptors were fused to YFP coding sequence into the pCS2+ vector.



The hCB1-YFPpcS2+ or hCB,-YFPpCS2+ plasmids were then transcribed in vitro and
injected as described previously. The receptors expression in the embryos at stage 32
was confirmed by immunohistochemistry using an antibody against YFP protein.
Similar expression of both receptors was obtained (Figure 2) and we also confirmed the
maintenance of the percentage of embryos with cranial nerves impairment shown in
Figure 1G by the in situ hybridization assays with XelrD riboprobe in the injected
hCB,-YFPpcS2+ and hCB;-YFPpCS2+ embryos (data not shown).

To further analyze the effects of CB, receptor overexpression on the cranial
nerve development, we tested the effect of CB, receptor agonist in this process. Wild
type embryos or embryos injected as above described with hCB2pCs2+ mRNA were
treated with the specific CB; receptor agonist JWH133 (10 uM) by the agonist addition
in the growing media at stage 2 (24 h treatment) or 25 (90 min treatment) until stage 32
of development. At the end of stage 32 in situ hybridization assays with XelrD
riboprobe were performed. The treatment with JWH133 did not affect the cranial nerve
development in wild type embryos (Figure 3). In contrast, an increase in the percentage
of embryos with cranial nerves impaired phenotype in the injected side respect to the
injected but non-treated embryos was observed after JWH133 treatment from stage 25
and more pronounced from stage 2 (Figure 3), indicating that agonist stimulation of CB,

receptors are mediating the impairment of cranial nerves development.

Cannabinoid CB; receptors increased Akt phosphorylation and decreased ERK
1/2 phosphorylation in Xenopus embryos

In order to investigate the signaling pathways triggered by CB, receptor
overexpression and activation in Xenopus laevis embryo, we studied the Akt and ERK
1/2 phosphorylation that are known to be indicators for the spatial and temporal
signaling activation in the vertebrate embryo (Dubrulle and Pourqui|[eacute]|, 2004;
Corson et al., 2003). Embryos were injected into the two cells of stage 2 blastomere
with 2 ug hCB2pCs2+ mRNA and subsequently treated or not with the specific CB;
receptor agonist JWH133 (10 uM) by the agonist addition in the growing media in stage
2 (24 h treatment) or 25 (90 min treatment) until stage 32 of development. At the end of
stage 32, embryo heads were obtained and total protein was extracted as indicated in

Materials and Methods and ERK 1/2 or Akt phosphorylation was determined by



western blot analysis (see Material and Methods). As it is shown in figure 4A, samples
from CB; injected embryos show an increased phosphorylation of Akt compared with
samples from wild type embryos and this increase was even higher in samples from
embryos treated 24h with JWH133 (10 uM), indicating that both, the expression and
activation of CB; receptors induce Akt phosphorylation. In contrast, ERK 1/2
phosphorylation was diminished in samples from CB, expressing embryos activated or
not with JWH133 (Figure 4B). Thus, CB, overexpression and activation induced a
differential signaling activating the Akt pathway whilst inhibiting the ERK 1/2 MAPK
pathway. In a long term, mitogen activated protein kinase pathway induced by FGF is
required to maintain early neuronal differentiation within the trigeminal placodes
(Canning et al., 2008), our results suggest that CB, expression and activation might be

altering the expression of genes involved in placodal and cranial nerve development.

Cannabinoid CB, receptor-mediated up-regulation of fgf8, wnt8 and pax2 gene

expression in Xenopus embryos

In vertebrates, sensory neurons of cranial nerves are generated from focal
embryonic ectoderm’s thickenings, known as cranial placodes (D’Amico-Martel and
Noden, 1983; Ayer-Le Lievre and Le Douarin, 1982). In order to further study the
phenotype obtained after the CB, receptors overexpression, we investigated the
expression level of genes known to be involved in placodal and cranial nerve
development (Phillips et al., 2001; Hans et al., 2004, 2; Monsoro-Burq et al., 2005, 8;
Hong et al., 2008, 8; Canning et al., 2008, 8; Padanad y Riley, 2011). Embryos were
injected into the two cells stage with 2 ug hCB2pCs2+ mRNA and subsequently treated
or not with the specific CB; receptor agonist JWH133 (10 uM) by the agonist addition
in the growing media in stage 2 (24 h treatment) or 25 (90 min treatment) until stage 32
of development. At the end of stage 32 embryo heads were obtained and frozen and
total cDNA from wild type embryos or both sides injected embryos without treatment
or both sides injected embryos treated with 10 uM JWH133 for 90min or 24 h was
obtained as described in Material and Methods. Real-time polymerase chain reaction
with reverse transcription (RT-PCR) of fgf8, fgf3, wntl, wnt8, pax2a, pax8, pax3, pax6,
sox2, sox3, six1 and eyal genes versus the house keeping gene ornithine descarboxilase

(ODC) was performed using the primers described in Table 1. The expression of fgf3



(Figure 5 B), wntl (Figure 5 D), pax8 (Figure 5 F), pax6 (Figure 5 H), sox2 (Figure 5 1),
sox3 (Figure 5 J), six1l (Figure 5 K) and eyal (Figure 5 L) genes did not change in
embryos overexpressing CB, receptor activated or not with the agonist when compared
to the wild type embryos. In contrast, the expression of CB, receptors significantly up-
regulated the wnt/B-catenin signaling pathway via up-regulation of wnt8 (Figure 5 C)
and pax2 (Figure 5 E) genes even without JWH133 treatment. Interestingly, CB,
injected embryos activated for 90 min with JWH133 showed an up-regulation of fgf8
(Figure 5A) and pax3 (Figure 5 G) expression with respect to the wild type embryos,
that was increased after 24h of JWH133 treatment for fgf8 expression. The up-
regulation of wnt8, pax2, pax3 or fgf8 genes by CB, receptor expression with or without
JWH133 activation correlates with alterations in cranial nerves development since all of
these genes are involved in placodal and cranial nerve development (Phillips et al.,
2001; Hans et al., 2004, 2; Monsoro-Burq et al., 2005, 8; Hong et al., 2008, 8; Canning
et al., 2008, 8; Padanad and Riley, 2011)

DISCUSSION

Endogenous cannabinoids, by interacting with cannabinoid receptors, have been
described to play a role in different CNS events. Particularly, CB; receptors, the most
abundant GPCR in the CNS, have been involved in controlling neural homeostasis and
survival (Molina-Holgado et al., 2002; Harkany et al., 2007; Marsicano et al., 2003) and
also in neurogenesis, neural proliferation and fate specification in the brain (Wilson and
Nicoll, 2002; Aguado et al., 2007; Berghuis et al., 2007; Trazzi et al., 2010). Neuronal
CB, receptors have been less characterized, are less abundant in the CNS and, although
it has been described to have relevant roles in neural progenitor proliferation
(Palazuelos et al., 2006; Molina-Holgado et al., 2007; Goncalves et al., 2008) and neural
survival (Fernandez-Ruiz et al., 2007, 2008), it is not known if they can play a role in
neuronal development during embryogenesis. In this frame, three novel observations are
here reported derived from gain of function experiments in a Xenopus laevis embryo
model of neural development in vivo. First, overexpression of CB, and CB; receptors
didn’t alter the formation of primary neurons in neurula stage embryos but,
interestingly, overexpression of CB;, and not CB;, led to impairment of
maxillomandibullar (VI1), glossopharyngeal (1X) and vagal (X) cranial nerve

development. Second, CB, receptor expression and activation induced a differential



signaling, activating the Akt pathway whilst inhibiting the ERK 1/2 MAPK pathway.
Third, CB, receptor overexpression induced up-regulation of fgf8, wnt8 and pax2 gene
expression that may lead to maintain a proliferative state along time in stem cells of

epibranchial placode.

In vertebrates, sensory neurons from the head or cranial nerves are generated
from cranial placodes, which include the adenohypophyseal, olfactory, lens, otic, lateral
line, profundal/trigeminal, and epibranchial placodes (D’Amico-Martel and Noden,
1983; Ayer-Le Lievre and Le Douarin, 1982). According to Schlosser et al diagrams
(Schlosser and Ahrens, 2004), posterior placodes in Xenopus embryos are break up
giving rise to the individual placodes between early (21 stage) and late (33/34 stage) tail
bud stage (Schlosser and Ahrens, 2004; Pieper etal., 2011). Our results from XelrD
hybridization in the non-injected embryos or wild type side of injected ones, pointed out
that neurons from the posterior placodes are differentiated at stage 32 leading to the
formation of the otic, and epibranchial epibranchial cranial nerves. Interestingly, our
results show that CB, overexpression, although occurs all over the embryo in a non
specific manner, leads to a specific and strong impairment of maxillomandibullar (V11),
glossopharyngeal (IX) and vagal (X) nerves that emerge mostly from the posterior
placodal area and also a slight impairment in the trigeminal one (V). This cranial nerve
impartment is also accompanied by changes in signaling pathways. CB, expression and
activation induced a differential signaling activating the Akt pathway whilst inhibiting
the ERK 1/2 MAPK pathway. Since mitogen activated protein kinase pathway induced
by FGF is required to maintain early neuronal differentiation within the trigeminal
placodes (Canning etal., 2008), the inhibition of ERK 1/2 phosphorylation by
overexpressed CB; receptors, activated by endogenous cannabinoids or activated by
exogenous ligands, might be altering the expression of genes involved in placodal and
cranial nerve development. Moreover, the morphological changes observed are detected
in a spatiotemporal mode during posterior cranial nerve patterning between stage 21 and
32 in the developing embryo, indicating that CB, action may lead to very specific
changes in a few genes that happen also in certain places and in a particular moment in
the embryo development. Because in vertebrates all cranial placodes arise from a
common panplacodal primordium , all of them have similar pathways controlling
neurogenesis and morphogenetic changes (NIEUWKOOP, 1963; Nieuwkoop et al.,
1985; Torres and Giraldez, 1998; Schlosser, 2002; Baker and Bronner-Fraser, 2001;



Schlosser, 2010). However, except for a few genes like eyal and six1, that are
expressed in all the placodes, it seems the molecular expression pattern for each placode
development and specification can vary in a spatiotemporal manner. Schlosser et al,
(Schlosser and Ahrens, 2004) were one of the first to describe molecular patterning and
specification at Xenopus placode development in spatial temporal manner. From all the
investigated genes, they saw that only eyal, six1 and six4 had uniform expression along
every placode. It was proposed that this homogeneity may be involved in generic
properties and promote pre-placodal formation. In our CB; overexpressing embryos,
none of the genes that are involved in the generic placode formation (eyal and six1)
changed their level of expression. This is consistent with the observed phenotype in
which changes are restricted only to posterior cranial nerves. On the contrary, other
genes, like pax homeobox genes, are expressed in different placodes during their
induction and specification. In this way, pax3 and pax6 expression are candidates for
trigeminal and profundal placode determination respectively, while pax2 and pax8 were
confined to the posterior placodal area that include dorsolateral and epibranchial
placodes (Schlosser and Ahrens, 2004). Importantly, the gene expression of
transcription factors, required for placodal induction and specification, have to be finely
regulated and turned off to allow the terminal differentiation of the posterior placodes
(Torres and Giraldez, 1998). Thus, pax2 and pax8 genes were strongly induced to
specifically break up the individual branches of nerves, but, once the placodes have
acquired specification and fate, these transcription factors have to be downregulted. Of
all the pax and sox genes studied here only pax2 was found to be up-regulated, while
the rest of pax genes showed no significant changes, except pax3, corresponding to the
trigeminal placode, that seems to be significantly overexpressed when CB; is activated.
Our results fit with the fact that pax2 is specifically involved in the epibranchial
induction and bifurcation in a later stage than its posterior placodes partner genes, and
that down-regulation in rostral caudal sequence give rise to correct glossopharyngeal,
maxillomandibular and vagal cranial nerves differentiation, a process that CB, receptors

disrupted.

It has been described that fgf8, fgf3 and wnt8 are candidates as inductors of
placodes specification in several animal models (Phillips et al., 2001; Sun et al., 2007;
Nechiporuk et al., 2007; Canning et al., 2008; Padanad et al., 2012). We have seen that
CB, expression can up-regulate wnt8 gene expression suggesting a modulation of WNT



signaling while fgf8 up-regulation requires long-term activation of exogenous CB;
receptor with its specific agonist JWH133 suggesting that, in these conditions, FGF
signaling can be modulated. Fgf8 expression correlates with an Akt phosphorylation
expression pattern in the mouse embryo (Dubrulle and Pourqui|[eacute]|, 2004). It is
tempting to speculate that in CB, overexpressing embryos the Akt phosphorylation
increase could be due to a modulation of the fgf8 signaling. However, since CB;
receptor can also signal through Akt pathway (Sanchez et al., 2003) (Callén et al.2012),
we cannot discard the possibility that CB, receptor signaling can directly mediate this
Akt phosphorylation pattern or both, CB, receptor and fgf8 signaling, contribute
together to increase Akt phosphorylation. Fgf3 also was up-regulated when exogenous
CB., receptor was activated and, although no significant effect was observed, we cannot
exclude the involvement of this gene in our model. In some models of development,
elevating WNT signaling can block epibranchial development (Ohyama et al., 2007)
and FGF signaling gradient, along antero-posterior axis, has been proposed to keep cells
in a proliferative state while differentiation is happening at time that FGF signaling
decays and it has been proposed that differentiation would happen just when fgf8 goes
out (Dubrulle and Pourqui|[eacute]|, 2004; Lahti etal., 2011, 8), a process that CB,
receptor expression can disrupt. It must be pointed out that after CB, receptors
expression and activation, an enhancement of WNT signaling via wnt8 can cooperate
with fgf8 up-regulation in pax2 induction what finally would lead to the observed
phenotype. These two factors FGF and WNT signaling have been determined to be very
important for regionalization and patterning mechanism in vertebrate development
(Gamse and Sive, 2000; Schier, 2001; Kudoh et al., 2002; Stern et al., 2006). Although
from our data we cannot predict which of these signals is first inducing or inhibiting the
others, we can conclude that CB; receptor overexpression and activation, through Akt
phosporylation activation and ERK 1/2 phosphorylation inhibition and up-regulation of
fgf8 and wnt8 expression may lead to maintain a sustained proliferative state in
progenitor cells of epibranchial placode by up-regulating pax2. These results are the
first in vivo evidence suggesting a role for CB, receptors in embryo development. These
data constitute important and relevant evidence that CB; receptors can act by breaking

the timing switch in cell fate and preventing neural differentiation of stem cells.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. CB,; receptor overexpression leads to an impairment on Xenopus
embryo cranial nerve development. (A-F) Whole mount in situ hybrization with
XelrD riboprobe on Xenopus embryos at stage 32 showing neural tube (top blue
staining in each embryo) and cranial nerves V (trigeminal), VII (maxillomandibullar),
IX (glossopharyngeal) and X (vagal). Embryos were injected into one cell of the two
cells stage 2 blastomere with 2ug of capped mRNA corresponding to CB; (A, B), CB;
(C, D) or both (E, F) and with 300ng of mRNA corresponding to nuclear-p-
galactosidase used as a tracer of the injected side (red punctate S-galactosidase
staining). The injected side (B, D, F) and non-injected control side of the same embryos
(A, C, E) is shown. In (G) the percentage of embryos showing the impairment in cranial
nerve phenotype for each condition is given, as well as the total number of counted

embryos (N) in 3 to 4 different experiments. Results are means + s.e.m.

Figure 2. CB;R-YFP and CB;R-YFP expression in Xenopus embryos at stage 32.
Embryos were injected into one cell of the two cells stage with 2ug of capped mRNA
corresponding to CB,-YFP (A, B) or CB;-YFP (C, D) receptor. At stage 32 of growing,
the expression of the receptors at the injected side (A, D) was confirmed by
immunohistochemistry using an antibody against YFP protein as described in Materials
and Methods and compared with the lack of staining observed in not injected side (B,

C).

Figure 3. Agonist stimulation of CB, receptors increased the percentage of
embryos with cranial nerves impaired phenotype. Wilde type embryos (WT) or
embryos injected into one cell of the two cells stage with 2ug of capped mRNA

corresponding to CB, receptors (CB2) were treated or not with 10uM of JWH 133 from



stage 25 to stage 32 (JWH st25 32) or from stage 2 to stage 32 ( JWH st2_32). The
percentage of embryos showing the impairment in cranial nerve for each condition is
given as well as the total number of counted embryos (N) in 3 to 4 different
experiments. Results are means + s.e.m. Significant differences were analyzed by one
way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison test (**p< 0.01, ***p<
0.001 compared to wild type embryos. “p< 0.05, compared to non treated CB, capped

MRNA injected embryos).

Figure 4. CB, receptors increase Akt and decrease Erk 1/2 phosphorylation. Total
protein samples from wild type embryos (WT) or CB; injected embryos not treated (INJ
CB2) or treated with 10uM JWH 133 during 90 min (INJ CB2 JWH 90min) or 24 h
(INJ CB2 JWH 24h) were obtained as described in Material and Methods and Akt (A)
or ERK 1/2 (B) phosphorylation was determined by western blot as described in
Material and Methods. Results (means + s.e.m of 3 different experiments performed in
triplicate) are in-folds over wild type embryos. Significant differences were analyzed by
one way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison test (**p< 0.01,
**xn< 0.001 compared to wild type embryos. *#p< 0.001 compared to non treated CB,

injected embryos).

Figure 5. Role of CB; receptors on the expression of genes involved in cranial
nerve development. Quantification of fgf8 (A), fgf3 (B), wnt8 (C), wntl (D), pax2 (E),
pax8 (F), pax3 (G), pax6 (H), sox2 (I), sox3 (J), six1(K) and eyal(L) gene expression
relative to the house keeping gene ornithine descarboxilase was performed with real
time PCR as described in Material and Methods using the primers described in Table 1
and the cDNA from wild type (WT) or CB, capped mRNA injected (INJ CB2) treated
with 10uM JWH133 during 90 minutes (INJ CB2 JWH 90min) or during 24 h (INJ

CB2 JWH 24h). Results (means + s.e.m of 3 different experiments) were given as in-



folds over wild type embryos. Significant differences were calculated by one way
ANOVA followed by a Dunnett’s multiple comparison post hoc test, (*p< 0.05, **p<

0.01, ***p< 0.001 compared to wild type embryos).
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Gene Primer sequence (5’-3’) Reference
Fx | CGGCTGAAGGACGAGGGCTGC .
Mkp3 R T AAGGACGGGTGGAGAGCTACTGCT | | imer_blast (NCBI)
Fx | ATGACACCAAATGGCACAGA .
Eya1 Rx | GGGAAAACTGGTGTGCTTGT Park and Saint_Jeannet 2008
Faf3 | FX | TGGAGGGGTTTACGAACATC Somings of al. 2011
91 Rx [ CCCTTTGATGGCAACAATTC 9 g
Fafa | FX | TTAAAGGTGCGGAGACTGGT Domingo of al.. 2011
9% 'Rx [TGTCTTCGACCCTTTCCTTG 9 !
Fx | TGGGCTGGATCGTATCGTAGA .
ODC R TCATTGAATGTCGAGGCTGCA Fukui et al., 2011
Pax2a | FX | GTGCTGCTCATGTCTTTCCA Drows C.. 2011
Rx | TGGGTGGCTGTAAGGATTTC &
Fx | GCCATGTCCCGAGAACCAAC .
Pax3 o T CAAACAAGCCATTACCCACCAAC | rimer_blast (NCBI)
Pax | X | TGCCCGACTCGACCAGACAGAAG | o
Rx | GCGCAGCACTCGGTTTATTGATGA 9 g
Fx | ATGGAAAGCGCAAACTTGAT .
Pax8 Rx | CTAGAGGGTGGTGCCCATAA Park and Saint_Jeannet 2008
. Fx | GGGAGAAGCGGGAGTTGGCTG .
Six1 Ry TCGACTTCCCTCCGTCTAGGGGTG | rimer_blast (NCBI)
Soxz | TX | GAGGATGGACACTTATGCCCAC Danno of al. 2008
Rx | GGACATGCTGTAGGTAGGCGA .
Sox3 | X | AGACACTTACGCGCACATGA Bentava of al.. 2012
Rx | TACCTGTGCTGGATCTGCTG y 5
Fx | GAATAACAGCGGCAAATGGT .
Wnt1 Rx | ACGTTTCTGCCGGCTAAGTA Park and Saint_Jeannet 2008
Fx | CTGGTGCTGCACAGTCAAAT .
Wnt8 Rx | CATTGAATGTCGAGGCTGCA Park and Saint_Jeannet 2008







3.Resultados

3.3. Los receptores de cannabinoides CB; y CB, forman heteromeros

funcionales en el cerebro.

Publicado en Journal of Biological Chemistry (2012)

Lucia Callén'? Estefania Moreno'?, Pedro Barroso-Chinea®®, David Moreno-
Delgado™?, Antoni Cortés™? Josefa Mallol*?, Vicent Casad6*?, José Luis
Lanciego®®, Rafael Franco®, Carmen Lluis*?, Enric I. Canela’?’, and Peter J.
McCormick*?

Department Bioquimica y Biologia Molecular, Universidad de Barcelona, 08028
Barcelona, Espafia.’Centro de Investigacion Biomédica en Red sobre
Enfermedades Neurodegenerativas *Centro de Investigacion Médica Aplicada,
Universidad de Navarra, 31008 Pamplona, Esparia.

Estudiando el posible papel de los receptores de cannabinoides CB; en el
cerebro, presentamos diversas evidencias de su interaccion molecular y funcional con
los receptores de cannabinoides CB;. Mediante técnicas biofisicas y bioquimicas,
hemos descubierto que los receptores CB, pueden formar heterbmeros con los
receptores CB; en células transfectadas neuronales y en la glandula pineal, ndcleo
accumbens y globo palido del cerebro de rata. En los heteromeros CB;-CB; expresados
en un modelo celular neuronal, la co-activacién con los agonistas de ambos receptores
CB; y CB; dio lugar a una interaccion negativa en la fosforilacién de Akt y en el
crecimiento de neuritas. Ademas, una caracteristica especifica del heterémero de
receptores CB;-CB, consiste en la capacidad de los antagonistas del receptor CB; de
bloquear el efecto de los agonistas del receptor CB, y también al contrario, la capacidad
de los antagonistas de CB; de bloquear el efecto de los agonistas de CB;, mostrando un
fenémeno de antagonismo cruzado bidireccional. En conjunto, estos datos clarifican el
mecanismo por el cual los receptores CB, pueden modular negativamente la funcion del

receptor CB;.
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CAPSULE

Background: While CB;R, the most
abundant neuronal receptors, and CB,R are
co-expressed in neurons the CB;R-CB,R
relationship is unknown.

Results: CB;R and CB,R form heteromers in
neuronal cells and in the brain.

Conclusion: Activation of either receptor
leads to negative modulation of the partner
receptor via heteromers.

Significance: These heteromers may explain
previous conflicting results and serve as
therapeutic targets.

SUMMARY

Exploring the role of cannabinoid
CB, receptors in the brain, we present
evidence of CB, receptor molecular and
functional interaction with cannabinoid

CB; receptors. Using biophysical and
biochemical approaches, we discovered
that CB, receptors can form heteromers
with CB; receptors in transfected neuronal
cells and in rat brain pineal gland, nucleus
accumbens and globus pallidus. Within
CB;-CB; receptor heteromers expressed in
a neuronal cell model, agonist co-activation
of CB, and CB; receptors resulted in a
negative cross-talk in Akt phosphorylation
and neurite outgrowth. Moreover, one
specific characteristic of CB,-CB, receptor
heteromers consists of both, the ability of
CB; antagonists to block the effect of CB,
agonists and, conversely, the ability of CB,
antagonists to block the effect of CB,
agonists, showing a bidirectional cross-
antagonism phenomenon. Taken together
these data illuminate the mechanism by
which CB, receptors can negatively
modulate CB, receptor function.

Copyright 2012 by The American Society for Biochemistry and Molecular Biology, Inc.
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INTRODUCTION

The endocannabinoid system (ECS)
is known to have a broad impact on a variety
of tissues. It has been shown to heavily
influence cardiovascular and immune systems
as well as control progenitor cell proliferation
(1-3). More recently the ECS has emerged as
a major player in the complex web of
neuromodulators,  constituting a  new
intercellular communication network mainly
involved in the control of neurotransmitter
release (4-7). By acting as retrograde
messengers at various synapses, these
endogenous arachidonic acid derivatives
participate in controlling processes such as
motor activity, memory and learning,
appetite, emesis, nociception and some
motivational responses (8-14). There are two
known cannabinoid receptors, CB; and CB,
with strong evidence of a third in the form of
GPR55 and all have been considered as
therapeutic targets for basal ganglia disorders
(15, 16). CB; receptors  mediate
psychoactivity while CB,-selective agonists
lack psychoactivity but are implicated in the
control of fundamental neural cell processes,
such as proliferation and survival, and their
pharmacological manipulation might be
useful for both delaying the progression of
neurodegenerative disorders and inhibiting
the growth of glial tumors (17, 18). The CB;
receptor is the most abundant receptor in the
central nervous system and, besides its
classical influence on mood and emotion, it
has been demonstrated to play a role in the
modulation of memory processing, and on
metabolism (19). The ubiquitous expression
pattern of CB; reflects the complexity and the
variety of functions the ECS impacts in
neuronal activity. CB; receptors are often
localized  presynaptically, where their
stimulation usually inhibits neurotransmitter
release (4, 20, 21). In the striatal spine
module CB; are localized both pre and
postsynaptically (22). Presynaptically, CB;
receptors are localized in GABAergic
terminals of interneurons or collaterals from
medium spiny neurons (MSNs), and also in
glutamatergic but not in dopaminergic
terminals (23-27). Postsynaptically, CB;
receptors are localized in the somatodendritic

area of MSN (23-25) and both
enkephalinergic and dynorphinergic MSNs
express CB; receptors (28). The related
receptor, CB,, traditionally was thought to be
expressed in peripheral tissue where it can
help control inflammation and various
immunological responses (1), but recent
reports have suggested it too can be found in
the brain (albeit to a lower expression level
than CB; receptors) (29) and to impact a
variety of neuronal processes. Multiple
studies have demonstrated CB, receptor
expression in different non-neuronal (30-33)
and neuronal populations (31, 34-38) where
CB; receptors show a preferred post-synaptic
localization (31, 35-37).

Both CB; and CB, receptors are
members of the GPCR family and are Gi/Go-
protein-coupled receptors (39). Agonist
activation triggers inhibition of adenylyl
cyclase and voltage-gated calcium channels,
activation of potassium channels, mitogen-
activated protein kinase (MAPK), and
phosphoinositide-3 kinase (PI3K)/Akt
signaling pathways (40, 41). Initially CB; and
CB, receptors, like other GPCRs, were
thought to have acted as single signaling
receptors, but studies in the last decade have
convincingly shown that certain GPCRs in a
variety of different tissues can also form
homodimers and even heteromers (42). For
the cannabinoid receptors, heteromers have
been shown to exist between CB,; and the
dopamine and adenosine receptors (43-47) as
well as with angiotensin (AT,) (48), opioid L1
(49) and orexin OX; receptors (50).
However, to date no studies have examined
the possible interactions between CB; and
CB; receptors despite the fact that they have
overlapping expression and that the two
receptors have been shown to impact similar
cellular processes. Here we report that CB;
and CB, can form functional heteromers in
transfected cells and in a variety of brain
tissues.  Heteromer formation leads to a
negative cross-talk between receptor agonists
and antagonists, suggesting an additional
level of molecular regulation between the two
receptors.

MATERIALS AND METHODS

Fusion proteins and expression vectors
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The human cDNA for the CB;R,
CBR and dopamine D,,4 receptor cloned in
pcDNA3.1 were amplified without their stop
codons using sense and antisense primers
harboring either unique EcoRI and BamH1
sites (CB;R, CB,R) or Xhol and EcoR1
(D44R). The fragments were then subcloned
to be in-frame with Rluc into the EcoRI and
BamH1 restriction site of an Rluc-expressing
vector (pRIuc-N1, PerkinElmer, Wellesley,
MA), or with EYFP into the EcoRIl and
BamH1 (CB;R, CB;R) or Xhol and EcoR1
restriction site of an EYFP expressing vector
(EYFP-N1; enhanced yellow variant of GFP;
Clontech, Heidelberg, Germany), to give the
plasmids that express CB;R, CB,R or Dy,
receptor fused to Rluc or YFP on the C-
terminal end of the receptor (CB,R-Rluc,
CB,R-YFP, CB;R-YFP or D4R-YFP).
Expression of constructs was tested by
confocal microscopy and the receptor
functionality by ERK1/2 activation pathway
(see Results).

Cell line cultures and transfection

Human embryonic kidney (HEK-
293T), human neuroblastoma SH-SY5Y and
neuroblastoma and glioma hybrid NG108-15
cell lines were grown in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM) supplemented with
100 U/ml penicillin/streptomycin and 10%
(v/v) heat inactivated Fetal Bovine Serum
(FBS). Other supplements were 2 mM L-
glutamine for HEK-293T and SH-SY5Y
cells, 1 mM sodium pyruvate for SH-SY5Y
cells and 100 pM hypoxanthine, 0.02 pM
aminopterin, 16 pM thymidine (HAT
supplement) for NG108-15 cells. The human
neuroblastoma SK-N-MC cells were grown in
Minimum  Essential Medium (MEM)
supplemented with 2 mM L-glutamine, 100 I.
U./ml penicillin/streptomycin, 1 mM sodium
pyruvate and 10% (v/v) heat inactivated FBS.
All supplements were from Invitrogen
(Paisley, Scotland, UK). Cells were
maintained at 37°C in a humidified
atmosphere of 5% CO,, and were passaged
when they were 80-90% confluent, i.e.
approximately twice a week.

HEK-293T or SH-SY5Y cells were
transiently transfected with the corresponding
fusion protein ¢cDNA by the ramified PEI

(PolyEthylenlmine, Sigma, St. Louis, MO,
USA) method. Cells were incubated (4 h)
with the corresponding cDNA together with
ramified PEI (5 ml of 10 mM PEI for each
mg cDNA) and 150 mM NacCl in a serum-
starved medium. After 4 hours, the medium
was changed to a fresh complete culture
medium. 72 hours after transfection, cells
were washed twice in quick succession in
Hanks' balanced salt solution HBSS (137 mM
NaCl, 5 mM KCI, 0.3 mM Na,HPO,
x12H,0, 0.44 mM KH,PO,, 126 mM
CaCl,x2H,0, 0.4 mM MgSO,x7H,0, 0.5 mM
MgCl,, 10 mM HEPES, pH 7.4)
supplemented with 0.1% glucose (wW/V),
detached by gently pipetting and resuspended
in the same buffer. To control the cell
number, sample protein concentration was
determined using a Bradford assay kit (Bio-
Rad, Munich, Germany) using bovine serum
albumin dilutions as standards.

Primary cultures of rat pinealocytes.

Male Sprague Dawley rats (3 month
old, ~350 @), receiving water and food ad
libitum, were obtained from the animal
facility of the Faculty of Biology (University
of Barcelona). 4% Isoflurane (2-chloro-2-
(difluoromethoxy)-1,1,1-trifluoro-ethane)
anesthetized animals were killed by
decapitation at 20:00h (after light period) and
pineal glands were immediately dissected. All
procedures were approved by the Catalan
Ethical Committee for Animal Use (CEAA/
DMAH 4049 and 5664). Pinealocytes were
prepared from rat pineal glands as previously
described by da Silveira Cruz-Machado (51).
Briefly, pinealocytes were obtained by
trypsinization (0.25%, 37°C, 15 min)
followed by mechanical dispersion in the
presence of fetal bovine serum. Cells were
pelleted and resuspended in defined culture
medium BGJb (Invitrogen, Carlsbad, CA)
supplemented with 10% v/v fetal bovine
serum (heat- inactivated), 100 U/mL
penicillin/streptomycin (pH 7.4). The total
number of cells and fractional survival was
estimated by Trypan blue exclusion. Cells
(200,000 x well) were plated on polylysine
coated 6-well chamber plates and maintained
at 37°C, 5% CO, for 48 h prior to use.

Rat brain slices preparation
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Rats were decapitated with a
guillotine and the brains were rapidly
removed and placed in ice-cold oxygenated
(0,/CO,: 95%/5%) Krebs-HCO;5™ buffer (124
mM NaCl, 4mM KCI, 1.25 mM NaH,POQO,,
1.5 mM MgCl,, 1.5 mM CaCl,, 10 mM
glucose and 26 mM NaHCOs, pH 7.4). The
brains were sliced at 4°C in a brain matrix
(Zivic Instruments, Pittsburgh, PA, USA) into
0.5 mm coronal slices. Slices were kept at
4°C in Krebs-HCOs buffer during the
dissection of the nucleus accumbens and the
globus pallidus. For signaling experiments,
each slice was transferred into an incubation
tube containing 1 ml of ice-cold Krebs-HCO3
buffer and the ERK 1/2 phosphorylation was
determined as described below. For Proximity
Ligation Assays, slices were fixed with 4 %
paraformaldehyde solution for 1 h at room
temperature with gentle agitation. The slices
were then washed in TBS (50 mM Tris-HClI,
0.9% NaCl, pH 7.8), treated 5 min with 1%
Na,BH,; dissolved in TBS, followed by
successive TBS washes until all Na,BH, was
eliminated. Finally, the slices were
cryopreserved in a 30% sucrose solution
overnight at 4 °C and stored at -20 °C until
sectioning. 15 um-thick slices were cut on a
freezing cryostat (Leica Jung CM-3000) and
mounted on slide glass. Slices were thawed at
4°C, washed in TBS, and rocked with the
blocking  solution  (Olink;  Bioscience,
Uppsala, Sweden) for 1 h at 37°C in a
humidified atmosphere.

In Situ Proximity Ligation Assay (PLA)

Primary cultures of pinealocytes or
SH-SY5Y cells transfected or not with 3 pg
of cDNA corresponding to CB;R-HA
(Missouri S&T Resource Center, MO, USA),
were fixed in 4% paraformaldehyde for 15
min and washed with phosphate-buffered
saline (PBS) containing 20 mM glycine to
guench the aldehyde groups. After
permeabilization with PBS-glycine
containing 0.05% Triton X-100 for 5 min,
cells were incubated 1 h at room temperature
with PBS containing 1% bovine serum
albumin. Rat nucleus accumbens slices were
obtained as described above. The receptor-
receptor molecular interaction in these
samples was detected using the Duolink 11 in
situ PLA detection Kit (OLink; Bioscience,

Uppsala, Sweden). To detect heteromers in
pinealocytes or in nucleus accumbens slices,
the direct PLA linked primary antibodies
were used. The rabbit anti CB; antibody
(Thermo Scientific, Rockford, USA) was
linked to a plus PLA probe and the rabbit anti
CB, antibody (Cayman chemical, Ann Arbor,
USA) was linked to a minus PLA probe
following the instructions of the supplier.
After 1 h incubation at 37°C with the
blocking solution in a pre-heated humidity
chamber, pinealocytes or slices were
incubated over night with these PLA probe-
linked antibodies (1:1000) at 4°C. After
washing with wash buffer at room
temperature, samples were processed for
ligation, amplification and detection as
described by the manufacturer. As negative
controls, pinealocytes or slices were
incubated overnight with the plus PLA probe-
linked rabbit anti CB, antibody and a goat anti
D, primary antibody (1:500, Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg, Germany) at 4°C
followed by an incubation (2 h, 37°C) in a
pre-heated humidity chamber with Duolink 11
minus PLA probe anti-goat diluted in the
antibody diluent. To detect heteromers in SH-
SY5Y cells, transfected or non-transfected (as
negative controls) cells were incubated (1 h,
37°C) with the blocking solution in a pre-
heated humidity chamber and then incubated
overnight with the primary antibodies: rabbit
anti CB; antibody (1:1000, Thermo Scientific,
Rockford, USA) and mouse monoclonal anti
HA-tag antibody (2:1000, Abcam,
Cambridge, UK) in the antibody diluent
medium. SH-SY5Y cells were washed with
washing buffer at room temperature and
incubated (2 h, 37°C) in a pre-heated
humidity chamber with PLA probes detecting
rabbit or mouse antibodies (Duolink 11 plus
PLA probe anti-Rabbit and Duolink Il minus
PLA probe anti-Mouse) and processed as
described above. Samples were mounted
using the mounting medium with DAPI and
observed in a Leica SP2 confocal microscope
(Leica Microsystems, Mannheim, Germany).

Immunostaining

After 72 h of transfection HEK-292T
cells were fixed in 4% paraformaldehyde for
15 min and washed with phosphate-buffered
saline (PBS) containing 20 mM glycine to
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guench the aldehyde groups. After
permeabilization with PBS-glycine
containing 0.05% Triton X-100 for 5 min,
cells were incubated with PBS containing 1%
bovine serum albumin. After 1 h at room
temperature, protein-Rluc was labeled with
the primary mouse monoclonal anti-Rluc
antibody (1:100, Chemicon, Billerica, MA)
for 1 h, washed and stained with the
secondary antibody Cy3 Donkey anti-mouse
(1:200, Jackson Immunoresearch
Laboratories, West Grove, PA, USA).
Protein-YFP was detected by its fluorescence
properties. The samples were rinsed several
times and mounted with a medium suitable
for immunofluorescence (30% Mowiol,
Calbiochem, Darmstadt, Germany). The
samples were observed in a Leica SP2
confocal microscope.

RT-PCR

Total cellular RNA was isolated from
HEK-293T, SH-SY5Y, SK-N-MC or NG108-
15 cells using QuickPrep Total RNA
Extraction Kit (Amersham Biosciences) or
from Macaca fascicularis spleen using Trizol
reagent (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) as described previously
(38). Total RNA (1 pg) was reverse-
transcribed by random priming using M-
MLV Reverse Transcriptase, RNase H
Minus, Point Mutant, following the protocol
of Two-Step RT-PCR provided by Promega
(Promega, Madison, WI, USA). The resulting
single-stranded cDNA was used to perform
PCR amplification for CB;R, CB,R and
GAPDH as an internal control of PCR
technique using Tag DNA Polymerase
(Promega). Common primers to amplify
human and rat cDNA were used. Primers to
amplify CB;R were: 5’-
TGGGCAGCCTGTTCCTCAC-3" (forward)
and 5’-CATGCGGGCTTGGTC-3’ (reverse).
Primers to amplify CB,R were 5’-
CGTGGCTGTGCTCTATCTGA-3’

(forward) and 5’-
AGCCAGCTCAGCAGGTAGTC -3
(reverse). To amplify GAPDH the primers
used were 5-
CATCCTGCACCACCAACTGCTTAG-3’

(forward) and 5’-

GCCTGCTTCACCACCTTCTTGATG -3’
(reverse). RNA without reverse transcriptions

did not yield any amplicons, indicating that
there was no genomic DNA contamination.

BRET assays

HEK-293T cells were transiently co-
transfected with the indicated amounts of
plasmid cDNAs corresponding to the
indicated fusion proteins (see figure legends).
To quantify receptor-fluorescence expression,
cells (20 pg protein) were distributed in 96-
well microplates (black plates with a
transparent bottom; Porvair, King’s Lynn,
UK) and fluorescence was read in a FluoStar
Optima Fluorimeter (BMG Labtechnologies,
Offenburg, Germany) equipped with a high-
energy xenon flash lamp, using a 10 nm
bandwidth excitation filter at 400 nm reading.
Receptor-fluorescence expression was
determined as fluorescence of the sample
minus the fluorescence of cells expressing
protein-Rluc alone. For BRET measurements,
the equivalent of 20 pg of protein were
distributed in 96-well microplates (Corning
3600, white plates; Sigma) and 5 uM
coelenterazine H (Molecular Probes, Eugene,
OR) was added. After 1 minute of adding
coelenterazine H, the readings were collected
using a Mithras LB 940 (Berthold, Bad
Wildbad, Germany) that allows the
integration of the signals detected in the
short-wavelength filter at 485 nm (440-500
nm) and the long-wavelength filter at 530 nm
(510-590 nm). To quantify receptor-Rluc
expression luminescence readings were
performed after 10 minutes of adding 5 uM
coelenterazine H. Cells expressing BRET
donors alone were used to determine
background. 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. BRET curves were fitted
by using a non-linear regression equation,
assuming a single phase with GraphPad Prism
software (San Diego, CA, USA)

ERK 1/2 and Akt/PKB phosphorylation
assays

Each globus pallidus slice, obtained
as described above, was transferred into an
incubation tube containing 1 ml of ice-cold
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Krebs-HCO; buffer and the temperature was
raised to 23°C. After 30 min, the medium was
replaced by 2 ml Krebs-HCOjs buffer (23°C)
and was incubated under constant
oxygenation (O,/CO,: 95%/5%) at 30°C for
4-5 h in an Eppendorf Thermomixer (5 Prime,
Inc., Boulder, CO, USA). The medium was
replaced by 200 ul of fresh Krebs-HCO3
buffer and incubated for 30 min before the
addition of the desired concentrations of
ligands. After the indicated incubation period,
the solution was discarded and slices were
frozen on dry ice and stored at —80°C until
use. Transfected or non-transfected SH-SY5Y
cells were cultured in serum-free medium for
16 h before the addition of any agent. Cells
were treated or not with the indicated agonists
for the indicated time. At the end of the
incubation period, cells were rinsed with ice-
cold phosphate-buffered saline. Cells or slices
were lysed by the addition of 500 uL of ice-
cold lysis buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 50
mM NaF, 150 mM NaCl, 45 mM J-
glycerophosphate, 1% Triton X-100, 20 pM
phenyl-arsine oxide, 0.4 mM NaVO, and
protease inhibitor cocktail). The cellular
debris was removed by centrifugation at
13,000 g for 5 min at 4°C and the protein was
guantified by the bicinchoninic acid method
using bovine serum albumin dilutions as
standard. Equivalent amounts of protein (10
ng) were separated by electrophoresis on a
denaturing 7.5% SDS-polyacrylamide gel and
transferred onto a PVDF-FL membrane.
Odyssey  blocking buffer (LI-COR
Biosciences, Lincoln, Nebraska, USA) was
then added and the membrane was rocked for
90 min. The membrane was then incubated
overnight with a mixture of a rabbit anti-
phospho-Ser473 Akt antibody (1:2500,
Signalway Antibody) to test the Akt
phosphorylation or mouse anti-phospho-
ERK1/2 antibody (1:2500, Sigma) to test
ERK 1/2 phosphorylation. As a control of the
amount of protein loaded, rabbit anti-ERK1/2
antibody that recognizes both, phosphorylated
and non-phosphorylated ERK1/2 (1:40000,
Sigma) was used. Bands were visualized by
the addition of IRDye 680 (anti-rabbit)
antibody (1:10000, Sigma) or IRDye 800
(anti-mouse) antibody (1:10000, Sigma) or a
mixture of both for 1 h and scanned by the
Odyssey  infrared  scanner  (LI-COR
Biosciences, Lincoln, Nebraska, USA). Bands

densities were quantified using the scanner
software, exported to Excel (Microsoft,
Redmond, WA, U.S.A). The level of
phosphorylated proteins was normalized for
differences in loading using the total ERK 1/2
protein band intensities.

Evaluation of neurite outgrowth

SH-SY5Y cells seeded in 10 mm
coated glass coverslips were transfected or
not with 3 pug of cDNA corresponding to
CB;R-YFP. 48 hours post-transfection cells
were incubated for 24 hours in serum free-
growing medium in absence or presence of 10
MM of retinoic acid, 100 nM of ACEA, or 50
nM of JWH133 (all from Tocris, Bristol, UK)
alone or in combination. Cells were washed
three times with PBS, fixed in 4%
paraformaldehyde for 15 min, washed with
PBS containing 20 mM  glycine,
permeabilized for 5 min with PBS-glycine
buffer containing 0.05% Triton-100 and
blocked with PBS containing 1% BSA for 1 h
at room temperature. Cells were labeled for 1
h with the primary mouse anti-MAP2
antibody (1:200, Calbiochem, San Diego,
CA, USA). Subsequently, cells were washed
and stained with the secondary antibody:
Cy3-conjugated affinity-purified donkey anti-
mouse IgG  (1:200 dilution, Jackson
ImmunoResearch, West Grove, USA) and
nuclear staining was performed with
Hoeschst (1:1000, 1 mg/ml, Sigma).
Coverslips were rinsed for 5 min in PBS
containing 1% BSA, 5 min in buffer PBS-
glycine buffer and mounted with Mowiol
mounting medium. Confocal microscope
observations were made with a Leica TCS
SP2 with a 40X objective. Cell bodies and
neurites present in 8 to 12 randomly selected
fields were measured in each experiment
using Image J software. Cells were
considered to be differentiated if they had at
least one process longer than the cell body,
which would be regarded as a neurite. The
results are expressed in percentage of
differentiated cells vs. the total cell number in
non-transfected cells or vs. CB,R-YFP
expressing cells (detected by its own
fluorescence) in transfected cells. At least
three  independent  experiments  were
conducted for each treatment.
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RESULTS

CB,R form heteromers with CB;R in
transfected cells

A variety of GPCRs, including CB;R,
have been reported to be expressed as
homomers and form heteromers with other
GPCRs (43, 45, 49, 52) but it is not known
whether CB,R and CB;R can form
heteromers. To test this, the Bioluminescence
Resonance  Energy  Transfer (BRET)
technique was used. The BRET technique
requires the use of fusion proteins consisting
of CB,R-Rluc, CB;R-YFP and CB,R-YFP.
Prior to the BRET experiments we first
confirmed that the fusion of Rluc or YFP to
CB,R or CB;R did not modify receptor
function as determined by ERK 1/2
phosphorylation assays (Fig. 1A). In addition,
we confirmed that the subcellular localization
of the fusion proteins was indeed in the cell
membrane showing a high degree of
colocalization when CB,R-Rluc and CB;R-
YFEP or CB,R-Rluc and CB;R-YFP were co-
expressed (Fig. 1B). To test the ability of
CB;R and CB,R to form heteromers, BRET
measurements were performed in transiently
co-transfected HEK-293T cells using a
constant amount of cDNA corresponding to
CB,R-RIuc and increasing amounts of cDNA
corresponding to CB;R-YFP. As can be seen
in Fig. 1C, the BRET signal increased as a
hyperbolic function of the amount of the
CB;R-YFP expressed reaching an asymptote.
From the saturation curve, a BRET ,x Of 33 £
1 mBU and a BRETs of 8 = 2 were
calculated. The specificity of this interaction
was demonstrated by comparing the BRET
saturation curve with the low and linear
BRET obtained for the negative control
constituted by CB;R-Rluc and D4R-YFP (Fig.
1C). These results indicate that CB;R and
CB5R form heteromers in co-transfected cells.

CB;R and CB;R form heteromers in SH-
SYS5Y neuroblastoma cells

Knowing that CB;R and CB,R form
heteromers in HEK-293T transfected cells,
we investigated whether they can form
heteromers in a neuronal cell model. We first
determined the  endogenous  receptor
expression in different neuroblastoma cell

lines. As shown in Fig. 2A, all neuroblastoma
cells tested expressed the mRNA
corresponding to CB;R but they did not
express the mRNA corresponding to CB;R.
From these results, human SH-SY5Y
neuroblastoma cells were selected. Non-
transfected cells were used as CB;R
expressing neuroblastoma cells while SH-
SY5Y cells transfected with HA tagged CB,R
were used as CB;R and CB;R expressing
cells. The BRET technique is a powerful
approach for looking at receptor interactions
in co-transfected cells but BRET cannot be
easily applied in native cells endogenously
expressing one or both receptors. To solve
this, other direct and indirect methods can be
used. Here we sought to determine if the
endogenous expressed CB;R and transfected
CB,R could also form heteromers in a
neuronal cell model. To do this we employed
the Proximity Ligation Assay (PLA) that is
used to detect protein interactions. This direct
method requires that both receptors be close
enough to allow the two different antibody-
DNA probes to be able to ligate (<17nm) (53,
54). If the receptors are within sufficient
proximity, a punctate fluorescent signal can
be detected by confocal microscopy
diagrammed in Figure 2B. For these
experiments, two different and specific
primary antibodies directed against each of
the two receptors were used. One was the
well known commercial mouse anti-HA
antibody to detect the HA labeled CB,R and
the other was a rabbit anti CB;R antibody.
The specificity of this last antibody was
tested in CB;R-YFP or CB,R-YFP
transfected HEK-293T cells (Fig. 2C).
Colocalization of fluorescence due to YFP
with the anti-CB;R antibody staining was
detected in CB;R-YFP transfected cells but
not in CB,R-YFP transfected cells and a lack
of antibody-promoted staining was observed
in non-transfected cells (cells that not show
fluorescence) (Fig. 2C). Using these
antibodies in PLA experiments, the CB;R-
CB;R heteromers expression in SH-SY5Y
cells was demonstrated by punctuate
fluorescent signal detected by confocal
microscopy after excitation at 624 nm. This
pattern was observed in CB,R-expressing
cells while no signal was detected in non-
transfected cells used as a negative control
(Fig. 2D).
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CB;R-CB;R heteromers are expressed in
the rat brain

To give more insight about the
physiological relevance of CB;R-CB,R
heteromers, we next investigated the
expression of these heteromers in the rat brain
taking advantage of the PLA approach used
above. CB; is the most abundant GPCR in the
brain (55). Although CB, expression is much
lower, sometimes even undetectable, it is also
known to be present in different brain areas,
impacting endocannabinoid signaling, and
colocalizing with CB;R (32, 34, 36, 37, 56—
59). Recently it has been shown that both
CB;R and CB;R are co-expressed in the
pineal gland, where they may be involved in
the control of pineal physiology (57), and in
the nucleus accumbens where CB,R controls
the cocaine intake (59). Despite evidence of
their co-expression, nothing is known about
CB;R and CB,R molecular interactions in the
brain. Here we determined the expression of
CB;R-CB,R heteromers in rat pinealocytes
and nucleus accumbens by PLA. We used the
rabbit anti CB;R antibody described above
and a rabbit anti CB,R antibody that is
specific for the CB,R as previously
demonstrated (57). Both antibodies were used
directly linked to the PLA DNA probes as
described in Materials and Methods. PLA
experiments were performed with
pinealocytes obtained from rat pineal glands
extracted from a rat sacrificed at 20 h (after
the light period) when the expression of
CB;R and CB,R is more equilibrated (57) and
with rat nucleus accumbens slices obtained as
indicated in Materials and Methods. CB;R-
CB:R heteromers in the primary cultures or in
the slices were visualized as red spots around
pinealocytes (Fig. 3A) or neurons (Fig. 3B)
nucleus stained with Hoechst. Since CB;R
and dopamine D4R do not form heteromers in
BRET experiments (see Fig. 1C) we
considered this pair as the negative control
and performed the same assay using the PLA
DNA probe-linked anti CB;R antibody
described above and a goat antibody against
dopamine D4R plus a goat secondary
antibody linked to the corresponding PLA
DNA probe (Fig. 3C and D). A quantification
of cells containing one or more red spots
versus total cells (blue nucleus) and the ratio r
(number of red spots/ total cells), was

determined in 8 fields from three different
experiments. 84% pinealocytes expressed
CB;R-CB,R heteromers with an r = 1.48 in
contrast with the 24% positive cells with an r
= 0.3 detected in the negative control (Fig.
3E). Analogously 51% of nucleus accumbens
cells (r = 2.11) expressed CB;R-CB;R
heteromers in contrast with 3% cells (r =
0.04) detected for the negative control (Fig.
3F). These results indicate that CB;R-CB;R
heteromers are expressed in rat pinealocytes
and in rat nucleus accumbens.

Characterization of CB;R-CB,R heteromer
signaling.

A common and often essential
attribute of receptor heteromers is the ability
to modify the downstream signaling versus
the single constituent receptors. This type of
receptor-receptor  interaction has been
observed for several receptor heteromers (60,
61). Since cannabinoid receptors have been
previously described to be coupled to
Akt/PKB protein activation in different cell
types (40, 41, 62), we first investigated
whether there were changes in Akt/PKB (Ser-
473 Akt phosphorylation) signaling when
heteromers were co-stimulated with both
agonists or blocked with antagonists in SH-
SY5Y neuronal cells. Non-transfected cells
were used as CB;R expressing neuroblastoma
cells and cells transfected with CB,R-YFP
were used as CB;R and CB;R expressing
cells. Treatment with 100 nM of CB;R
agonist ACEA induced Akt/PKB
phosphorylation in both, non-transfected and
transfected, cells (Fig. 4A and B) and the
CB;R agonist JWH 133-induced Akt/PKB
phosphorylation only in transfected cells (Fig.
4A and B). Furthermore, JWH 133-induced
Akt/PKB  signaling was significantly
diminished when cells expressing both
receptors were co-stimulated with ACEA and
JWH 133 (Fig. 4B and D). These results
indicate that a negative cross-talk exists
pbetween CB;R and CB,;R in Akt/PKB
phosphorylation signaling. These results are
not due to a change in the time in which the
signaling peaks since differences were not
observed in time-response curves when cells
were activated with one or both agonists (Fig.
4C). It is important to point out that all
ligands were first chosen based on their K,
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value (K, = 1.4 nM for ACEA ~1400-fold
selective for CB;R. K,=3.4 nM for JWH133,
~200 fold selective for CB,R) and following a
dose-response curve for Akt activation where
the lowest concentration that provided
specific receptor signaling was chosen as the
working concentration.

Looking at the effect of CB;R and
CB;R antagonists, the 100nM ACEA-induced
Akt/PKB phosphorylation ~ was not
significantly modified when non-transfected
cells were pretreated with 500 nM AM630, a
165-fold selective CB,R antagonist over
CB;R (63) (Fig. 4A), but it was completely
counteracted when non transfected and
transfected cells were pretreated with 200 nM
AM251, a 306-fold selective CB;R antagonist
over CB,R (64), as expected for specific CB;
agonistic interaction (Fig. 4A and B).
However, and interestingly, ACEA-induced
Akt/PKB phosphorylation in cells expressing
both receptors was also significantly
prevented when pretreated with AM630 (Fig.
4B). Moreover, treatment with 50nM JWH
133, a 200-fold selective CB,R agonist over
CB;R (65), did not induce Akt/PKB
phosphorylation in non-transfected SH-SY5Y
cells due to the lack of CB,R expression in
these cells (Fig. 4A), but, was able to induce
Akt/PKB phosphorylation in cells expressing
CB;R and CB,R (Fig. 4B). JWH 133-induced
phosphorylation was blocked when cells
expressing both cannabinoid receptors were
pretreated with AM630, as expected for a
specific CB,R agonist, but was also prevented
when cells expressing both receptors were
pretreated with the CB;R antagonist AM251.
These results indicate that a bi-directional
cross-antagonism exists between CB;R and
CB;R in Akt/PKB phosphorylation signaling.
We used this heteromer characteristic to
further test for the expression of CB;R-CB;R
heteromers in rat brain. We selected globus
pallidus slices for these experiments since it
has been described that globus pallidus
expresses a high amount of CB;R (38). The
Akt/PKB and ERK 1/2 phosphorylation was
determined in slices as indicated in Materials
and Methods. CB;R and CB,R were poorly
coupled to Akt/PKB phosphorylation in the
Globus pallidus (results not shown) but the
activation of both receptors increased ERK
1/2 phosphorylation (Fig. 5). The JWH 133

agonist-induced ERK 1/2 phosphorylation
was blocked by AMG630, as expected for a
specific CB,R antagonist, but this antagonist
was also able to block the ERK 1/2
phosphorylation induced by the CB;R agonist
ACEA showing a cross-antagonism. These
results strongly suggest that CB;R-CB,R
heteromers may likely be expressed in the
globus pallidus.

Functional characterization of CB;R-CB;R
heteromers on neurite outgrowth

Since the endocannabinoid signaling
pathway is involved in brain development
and neural cell differentiation (66-68), and
because activation of PI3K/Akt signaling is
involved in neural differentiation of SH-
SY5Y cells (69), we investigated the role of
CB;R-CB;R heteromers on neuritogenesis in
our SH-SY5Y neuronal cell model. Again,
non-transfected cells were used as CB;R
expressing neuroblastoma cells and cells
transfected with CB,R-YFP were used as
CB;R and CB,R expressing cells. The human
neuroblastoma cell line SH-SY5Y is a well-
characterized model system to study neuronal
differentiation in vitro. These cells develop
long extensions and express several neuronal
markers when treated with different agents
including retinoic acid or phorbol esters (70).
SH-SY5Y cells reduce their rate of growth
and initialize differentiation, adopting a
neuronal phenotype when exposed to 10 UM
retinoic acid (71, 72). This reagent was
therefore used as a control treatment for
neuritogenesis (Fig. 6). The effect of CB;R
and CB,R agonist on neuritogenesis was
analyzed by confocal microscopy, by
quantifying neuritic processes in cells stained
with an antibody against the microtubule
associated protein MAP-2 (anti-MAP-2).
Treatment with ACEA induced in both, non-
transfected (Fig. 6A) and transfected (Fig.
6B) SH-SY5Y cells, the appearance of
neurites in a moderate extent compared with
the effect exerted by retinoic acid. Treatment
with JWH 133, a selective CB;R agonist, did
not induce neuritogenesis in non-transfected
SH-SY5Y cells as they do not express CB,R
(Fig. 6A), but induced neuritogenesis in cells
expressing CB;R and CB,R (Fig. 6B). When
cells expressing CB;R and CB,R were co-
stimulated with JWH 133 and ACEA, the
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JWH  133-induced neuritogenesis  was
diminished, (Fig. 6B and C), indicating a
negative cross-talk between CB;R and CB,R
in  neuroblastoma cell differentiation, a
phenomenon that is similar to the negative
cross-talk observed at the Akt/PKB
signaling.

Finally, we evaluated whether the bi-
directional  cross-antagonism  observed
between CB;R and CB,R in signaling can be
also observed in the cannabinoid receptor-
mediated neuritogenesis. As expected, the
CB;R antagonist, AM251 but not the CB,R
antagonist AM630, completely blocked the
CB;R agonist ACEA-induced neuritogenesis
in non-transfected SH-SY5Y cells (Fig. 7A).
Interestingly, both AM251 and AM630 were
able to prevent the ACEA-induced or the
CB;R agonist JWH 133-induced
neuritogenesis in CB,R expressing SH-SY5Y
cells (Fig. 7B). These results demonstrate the
existence of a bi-directional cross-
antagonism in the differentiation process that
matches that observed in the Akt/PKB
signaling described above. This indicates that
the antagonist binding to one receptor in the
CB;R-CB,R heteromer blocks the
functionality of the entire heteromer.

DISCUSSION

The cannabinoid receptors CB; and
CB, are becoming increasingly an important
subject for investigation in a variety of
neurological and immunological processes (1,
10-13). Although it has been described that
both receptors can be co-expressed in the
same brain areas (38, 57-59), the relationship
between both receptors at the molecular level
are not known. Among GPCRs, more and
more evidence points to an important role of
heteromer formation between GPCRs on
receptor function modulation (42, 48, 60, 73).
However, determination of the heteromer
functional  characteristics and, mainly,
identification of heteromers in tissue is often
a challenge. Here, we present evidence of
CB,R molecular and functional interaction
with CB;R receptors. Several conclusions can
be drawn from the data. First, CB;R and
CB,R can form heteromers in transfected
cells and in a variety of brain tissues
including pineal gland, nucleus accumbens
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and globus pallidus. Second, one specific
characteristic of CB;R-CB,R  receptor
heteromers is that of bidirectional cross-
antagonism, ie. the ability of CB;R
antagonists to block the effect of CB,R
agonists and, conversely, the ability of CB,R
antagonists to block the effect of CB;R
agonists. Third, agonist co-activation of
CB;R-CB,R heteromers results in a negative
cross-talk in Akt phosphorylation and neurite
outgrowth.

While it was known that CB;R are
highly expressed in the central nervous
system, it was believed for a long time that
CB2R were restricted to the peripheral tissues
(74). Recently, several studies have shown
the expression of CB,R in brain regions
where CB;R are also expressed (32, 34, 36,
37, 56-59) including the pineal gland (57),
the nucleus accumbens (59) and the globus
pallidus (38) Since the physiological role of
the expression of two different receptors for
the same endogenous ligands in the same
brain regions is not obvious, we explored if
both receptors are modulating each other and,
for this reason, we first examined the
possibility —of direct receptor-receptor
interaction by heteromerization. The
identification of CB;R-CB,R heteromers was
first performed via BRET, a biophysical
technique, in co-transfected cells, and by
immunofluorescence using the proximity
ligation assays (PLA) in a neuronal cell
model. The definition of a receptor heteromer
is that the heteromer is a macromolecular
complex composed of at least two functional
receptor units with biochemical properties
that are demonstrably different from those of
its individual receptors (42) . Thus, we
focused on the determination of the functional
characteristics of CB;R-CB,R heteromers
expressed in neuroblastoma cells. Both
cannabinoid receptors have been shown to
signal through the MAP kinases and Akt/PKB
pathways (41, 62); therefore we explored the
implication of heteromer formation on these
pathways. We first investigated whether there
were changes in Akt/PKB (Ser-473 Akt
phosphorylation) signaling when heteromers
were both co-stimulated with agonists or
blocked with antagonists. When
neuroblastoma cells were co-stimulated with
both receptor agonists, a negative cross-talk
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was observed between CB;R and CB;R in
Akt/PKB phosphorylation signaling. It has
been described that activation of PI3K/ Akt
signaling is involved in neural differentiation
of SH-SY5Y cells (69); according to this, we
observed that CB;R and CB,R agonist
promoted neuritogenesis in our SH-SY5Y
neuronal cell model and, interestingly, we
also observed a negative cross-talk in
neuritogenesis when cells were co-stimulated
with both receptor agonists. Thus, both CB;R
and CB,R might be negatively modulating
each other in signaling pathways where
endocannabinoids are involved, such as brain
development and neural cell differentiation
(66-68), Although these data, coupled with
the BRET and PLA experiments, implicate
heteromers in this receptor modulation, they
could also be explained via simple signaling
cross-talk rather than via physical interaction
between receptors. Yet, the results obtained
with the antagonists clearly show that CB;R-
CB;R heteromers are the signaling units.
Antagonists, by definition do not signal; thus,
the fact that a CB;R specific antagonist can
block CB,R signaling strongly argues against
a cross-talk at the intracellular signaling level.
A more likely explanation is that binding of
the antagonist to CB;R- CB,R heteromers
leads to a conformational change that reduces
CB:R induced Akt/PKB phosphorylation. We
found this cross-antagonism to be bi-
directional in Akt/PKB phosphorylation
signaling and in neurite growth.

A question arising from our findings
is: Are the CB;R-CB,R heteromers indeed
expressed in the brain? We explored this
possibility using different approaches. The
cross-antagonism discussed above can be
considered as a heteromer fingerprint and can
be exploited to demonstrate the expression of
CB;R-CBR heteromers in globus pallidus, a
brain region that expresses a high amount of
CB;R (38). CB;R and CB,R were poorly
coupled to Akt/PKB phosphorylation in the
rat globus pallidus but the activation of both
receptors increased ERK 1/2 phosphorylation
in rat globus pallidus slices. A clear cross-
antagonism was observed for this signaling
pathway indicating that CB;R-CB,R
heteromers are expressed in the globus
pallidus. A second question arising from our
findings is: Can CB;R-CB,R heteromers
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explain some of the reported results in the
brain? Recently it has been described that
both CB;R and CB;R are co-expressed in the
pineal gland where they may be involved in
the control of pineal physiology (57). In fact,
CB;R and CB;R and the enzymes catalyzing
endocannabinoid biosynthesis and
degradation, were expressed in pinealocytes
and immunosignals for the CB,R did not vary
under a 12 h light:12 h dark cycle while CB;R
immunoreaction was significantly reduced at
the end of the light phase when the expression
of both receptors is more balanced (57). We
isolated pinealocytes from rat pineal glands
extracted at the end of the light period and by
taking advantage of the proximity ligation
assays (PLA) we demonstrated the expression
of CB;R-CB;R heteromers in pinealocytes. In
the pineal gland, the rhythm in melatonin
biosynthesis  is  under  control  of
norepinephrine-mediated  regulation  of
arylalkylamine N-acetyltransferase
(AANAT), the penultimate enzyme of
melatonin biosynthesis (75) and it has been
described that phytocannabinoids like
tetrahydrocannabinol reduce AANAT activity
and attenuate melatonin biosynthesis in rat
pineal glands (76). Thus, our results favor the
hypothesis that through the negative cross-
talk in CB;R-CB,R heteromers, CB;R,
mainly at the end of the light period, can
negatively modulate the CB;R-mediated
tetrahydrocannabinol effect on AANAT
activity and thus modulate melatonin
synthesis. Another brain region where the
CB3R expression was reported is the nucleus
accumbens where CB,R may be directly
involved in many of the neurochemical and
motivational properties of cocaine that are
responsible for addiction (59). In fact, CB,R
agonists directly infused into the nucleus
accumbens decreased the cocaine intake,
CB,R regulated the psychomotor stimulant
properties of cocaine and they found that
CB,R are endogenously activated by
endocannabinoids in nucleus accumbens,
where they control locomotor activity (59).
Since CB4R are also expressed in the striatum
(24, 28) and is reported to be involved in the
locomotor activity control  (28), we
determined the expression of CB;R-CB;R
heteromers in rat nucleus accumbens slices by
PLA. We found CB;R-CB,R heteromer
expression in this brain region. Although the
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CB,R-mediated effects on locomotor activity
are also seen in CB;”’ mice (59) our results
provide a new perspective by which CB;R
and CB,R might be modulating each other to
control locomotion through CB;R-CB;R
heteromers, using one partner as a “brake* for
the other partner's action when both are co-
expressed in the same neuron. CB;R are
extremely abundant, but CB,R, at least in
neurons, are thought to be much less
abundant. Altering the expression of CB,R
may provide a possible level of regulation of
CB;R function by changing the amount of
CB;R-CBR heteromers. Further studies will
have to be performed to investigate this
possibility.

Finally, our data may provide
explanations  for  several previously
controversial points concerning CB;R and
CB,R. A confounding problem with the
cannabinoid  receptors has been the
expression levels of the two receptors in the
brain. Specifically there have been varying
reports to the amount of CB,R in the brain,
whether those levels change in pathological
settings as well as speculation on the role of
neuronal CB,R (18, 31, 34, 35, 37, 38, 77—
82). Our results suggest that, even at low
expression levels, CB,R could have a
significant effect on signaling from CB;R by
reducing the cellular response through CB;R.
This modulation could be up regulated upon
injury or disease, supporting the thesis
proposed recently by Onaivi and colleagues
that CB;R and CB,R can work independently
and/or cooperatively in differing neuronal
populations (83). This interdependence in
neurons expressing both receptors could be
through heteromers. At the ligand level, low
and high levels of cannabinoid receptor
ligands have given different results (84, 85),
which was interpreted as affecting different
populations of neurons, or by the presence of
another cannabinoid ligand mediated receptor
such as TRPV1 or GPR55 in the same
neurons, but an alternative explanation could
also be the presence of receptor heteromers.
Conflicting results have also been observed
on the serotonin system at high and low doses
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of the non-specific cannabinoid receptor
agonist WIN55212,2. At low doses there was
an increase in neuronal excitation that
decreased at higher concentrations. The
authors argued these effects must be through
CBsR as they could be blocked by the CB;R
specific antagonist, rimonabant. However,
we show here that a CB;R antagonist could
also block CB,R mediated signaling via
receptor heteromers. It would be interesting
to revisit these experiments using a CB,R
specific antagonist as well. Heteromers could
also help explain seemingly opposite effects
seen with the ligands 2-arachidonoylglycerol
and anandamide, which have been reported to
have seemingly opposite effects on striatal
spiny neurons and sensory neurons of the
dorsal root ganglion (reviewed by Vicenzo di
Marzo (86)). Part of these effects could also
be through differential signaling via CB;R-
CB;R heteromers. More studies will be
required to elucidate how these heteromers
behave in different tissues at different
concentrations of these two endogenous
agonists. Another complication has been the
discovery that multiple isoforms of CB,R are
expressed. Perhaps, the different isoforms of
CBR can differentially modulate CB;R and
or vice versa depending on the tissue
environment. Further studies may provide a
clue as to how, at the mechanistic level, CB,R
is altering CB4R signaling or vice versa and
to help clarify if any differences in isoforms
exist. Finally, a third family of the
cannabinoids receptors has recently been
proposed, GPR55 (87, 88); with which a
functional interaction with CB,R has also
been described (89, 90) . It will be interesting
to further characterize its role, if any in the
brain, and whether it too can form heteromers
with the other members of the family. In
conclusion, we report the presence of CB;-
CB; heteromers in a variety of brain regions.
These heteromers may have a profound
impact on CNS function in a variety of
neurological and immunological systems and
our data suggest that these heteromers must
be taken into account when designing
therapeutic approaches toward alterations
involving the endocannabinoid system.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. CB,R form heteromers with CB;R in transfected cells. (A) The Functionality of
fusion proteins in HEK-293T cells transfected with 1.5ug of cDNA corresponding to CB4R,
CB:R, CB,R-YFP, CB;R-YFP or CB,R-Rluc is shown. 72 h post-transfected cells expressing
CBR, CB,R-YFP or CB,R-Rluc were treated for 7 min with vehicle (basal) or with JWH133
(100 nM) and cells expressing CB;R or CB;R-YFP were treated for 7 min with vehicle (basal)
or with CP 55940 (500 nM) and ERK 1/2 phosphorylation was determined. Results (means +
s.e.m of 4 different experiments performed in duplicate) are in-folds over basal. Significant
differences were analyzed by one way ANOVA followed by a Dunnett’s multiple comparison
post hoc test (*p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 compared to the basal). Above is a
representative western blot. (B) Confocal microscopy images of cells transfected with the
plasmid corresponding to CB,R-YFP (1.5ug), CB,R-Rluc (0.5 pg) or CB;R-YFP (1.5 pg) alone
(top panels) or in combination (middle panels for CB,R-Rluc and CB,R-YFP and lower panels
for CB,R-Rluc and CB;R-YFP). Proteins were identified by fluorescence or by
immunocytochemistry as indicated in Materials and Methods. Colocalization is shown in
yellow in merge panels. Scale bars, 10 um. (C) BRET saturation experiments showing CB;R-
CB;R heteromerization were performed as described in Materials and Methods using cells
transfected with 0.2 pug of cDNA corresponding to CB,R-Rluc and increasing amounts of cDNA
(0 to 4 ug cDNA) corresponding to CB;R-YFP (circles). As a negative control, cells were also
transfected with cDNA corresponding to CB;R-Rluc (0.2 ug) and dopamine D4,R-YFP (0 to 4
Hg cDNA) (triangles). Both fluorescence and luminescence for each sample were measured
before every experiment to confirm similar donor expressions (approximately 100000
bioluminescence units) while monitoring the increase in acceptor expression (100 to 20000 net
fluorescence units). The relative amount of BRET is given as the ratio between the net
fluorescence of the acceptor (YFP-YFP,) and the luciferase activity of the donor (Rluc). BRET
data are expressed as means * s.e.m. of 4 different experiments grouped as a function of the

amount of BRET acceptor.
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Figure 2. CB{R-CB;R heteromers in neuroblastoma cells. (A) CB;R and CB,R mRNA
expression in different neuroblastoma cells was analyzed by RT-PCR using total RNA from
SH-SY5Y, SK-N-MC or NG108-15 neuroblastoma cells and specific common primers for the
human and rat CB,R, CB;R or GAPDH as internal control of mRNA expression. As positive
controls for the CB,R expression, total RNA from human spleen or HEK-293T cells stably
expressing hCB,R (HEK CB,) were used and RNA from HEK-293T cells (HEK-293T) or
primers without RNA (control) were included as negative controls. (B) A schematic
representation of the PLA technology is shown. Receptors were recognized by primary
antibodies and secondary antibodies linked to different DNA chains, one plus and one minus. If
the two receptors are close enough, the two different antibody-DNA probes are able to ligate.
Following an amplification process the presence of fluorescently-tagged nucleotides allow
detection of a punctuate fluorescent signal by confocal microscopy. (C) To test the specificity
of rabbit anti CB;R primary antibody, HEK-293T cells were transfected with CB;R-YFP (1.5
pg plasmid) (upper panels) or CB,R-YFP (1.5 pg plasmid) (lower panels) and
immunocytochemistry performed with rabbit anti CB;R as indicated in Materials and Methods.
CB;R or CB;R expressing cells were identified by their own fluorescence and cell nuclei were
stained with Hoechst (blue). Colocalization in merged images is shown in yellow. Scale bars, 10
pum.(D) Proximity Ligation Assay (PLA) in SH-SY5Y cells transfected with CB,R-HA (3 pg
plasmid) (upper panels) or without transfection (vehicle, lower panel). Red spots in three
different fields from independent experiments with CB,R expressing cells (upper panels) but not
in non-transfected cells (lower panel) indicate the CB;R-CB;,R heteromers expression. Scale

bars, 20 pm.

Figure 3. CB;R-CB;R heteromers in rat brain. The Proximity Ligation Assay (PLA) was

performed using primary cultures of rat pinealocytes (A and C) or rat nucleus accumbens slices
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(B and D panels). Pinealocytes (A) or slices (B) were treated with rabbit CB;R and CB,R
primary antibodies directly linked to plus and minus PLA probes (see Materials and Methods).
CB;R-CB,R heteromers were visualized as red spots around blue colored Hoechst stained
nucleus (A and B). Negative controls were performed with pinealocytes (C) or slices (D) treated
with plus PLA probe-linked rabbit anti-CB;R and with primary goat anti-D4R detected with a
minus PLA probe-linked secondary goat antibody. Scale bars, 20 um. The percentage of
pinealocytes (E) or nucleus accumbens neurons (F) containing one or more red spots versus
total cells (blue nucleus) is given as well as r (number of red spots /total cells) values (E and F)

from 8 fields in three different experiments.

Figure 4. Agonist and antagonist interactions between CB;R and CB;R on Akt/PKB
phosphorylation in SH-SY5Y neuroblastoma cells. SH-SY5Y cells (A) or SH-SY5Y cells
transfected with 3 pg of cDNA corresponding to CB,R-YFP (B, C and D) were used. In (A) and
(B), cells were treated for 20min. with the agonists ACEA (100nM) or JWH 133 (50nM) alone
or in combination or pretreated for 30 min with the antagonist AM630 (500nM) or AM251
(200nM) prior to agonist treatment. Akt/PKB phosphorylation was measured as indicated in
Materials and Methods. Results (means + s.e.m of 4 different experiments performed in
duplicate) are in-folds over basal (non-stimulated cells). Significant differences were analyzed
by a one way ANOVA followed by post-hoc Bonferroni’s tests (*p< 0.05, **p< 0.01, ***p<
0.001 compared to basal. “p< 0.05, *p< 0.01, *p< 0.001 compared to treated with ACEA
alone. #p< 0.05, *%p< 0.01, #4%p< 0.001 compared to treated with JWH 133 alone). (C) Time-
response curves of SH-SY5Y cells treated for the indicated times with 100nM ACEA (white
bars) or 50nM JWH2133 (black bars) alone or in combination (grey bars). Results (means + s.e.m
of 4 different experiments performed in duplicate) are in-folds over basal (non-stimulated cells).
Significant differences were analyzed by a one way ANOVA followed by post-hoc Bonferroni’s
tests (***p< 0.001 compared to treated only with JWH 133."p< 0.01, **p< 0.001 compared to
treated only with ACEA alone). (D) Effect of 30 min 500nM AMG630 or 200nM AMZ251

antagonist pre-treatment in SH-SY5Y cells co-stimulated for 20 min with 100nM ACEA and
20

2T0Z ‘vT aunr uo ‘euojadleg ap JelSISAIUN B| 3p Boalolglg 1e 610 agl Mmm woly papeojumod


http://www.jbc.org/

Running Title: CB; and CB, form heteromers

50nM JWH 133. Results (means + s.e.m of 4 different experiments performed in duplicate) are

in-folds over basal (non-stimulated cells). No significant differences were detected in (D).

Figure 5. CBR-CB,R heteromer fingerprint was found in rat globus pallidus. Globus
pallidus slices were obtained as described in Material and Methods and treated for 10min with
500nM JWH 133 or 1uM ACEA, or pre-treated for 20 min with 5uM AMG630 antagonist prior
to agonist treatment. ERK 1/2 phosphorylation was determined as described in Material and
Methods. Results (means + s.e.m of 2 different experiments performed in triplicate) are in-folds
over basal (non-stimulated cells). Significant differences were analyzed by a one way ANOVA
followed by post-hoc Bonferroni’s tests (*p< 0.05 compared to basal “p< 0.05 compared to the

respective agonist-treated cells). Above is a representative western blot.

Figure 6. Agonist interactions between CB;R and CB;R on neurite outgrowth. SH-SY5Y
neuroblastoma cells (A) or SH-SY5Y cells transfected with 3 g of cDNA corresponding to
CB,R-YFP (B and C) were treated for 24 h with 10uM retinoic acid (RA), 100nM ACEA or
50nM JWH 133 alone or in combination. Neurite outgrowth was measured as indicated in
Materials and Methods. Results are expressed in percentage of differentiated cells vs. the total
cell number in non-transfected cells or vs CB,R-YFP expressing cells (detected by their own
fluorescence) in transfected cells. Results are expressed as means + s.e.m. of 8 to 12 fields in
three independent experiments. Significant differences between treated and non-treated cells
(**p< 0.01, ***p< 0.001) or between co-activated cells compared to cells activated with JWH-
133 ("p< 0.01) were determined by a one way ANOVA followed by post-hoc Bonferroni’s
tests. In (C) a representative figure of cells expressing CB,R-YFP (green) treated as in B is
shown. Treated cells were fixed, permeabilized and processed for nuclear staining with

Hoeschst (blue) and for immunocytochemistry with anti-MAP2 antibody (red).
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Figure 7. Antagonist interactions between CB;R and CB,R on neurite outgrowth. SH-
SY5Y neuroblastoma cells (A) or SH-SY5Y cell transfected with 3 pg of cDNA corresponding
to CB,R-YFP (B) were treated for 24 h with 10uM retinoic acid (RA), 100nM ACEA or 50nM
JWH 133 or pretreated for 30 min with 500nM AM630 or AM251 antagonist prior to agonist
treatment. Neurite outgrowth was measured as indicated in Materials and Methods. Results are
expressed in percentage of differentiated cells vs. the total cell number in non-transfected cells
or vs CB,R-YFP expressing cells (detected by its own fluorescence) in transfected cells. Results
are expressed as means + s.e.m. of 8 to 12 fields in three independent experiments. Significant
differences between treated and non-treated cells (***p< 0.001) or between antagonized cells
compared to cells activated with JWH 133 (**p< 0.001) or ACEA (%*%p< 0.001) were

determined by an one way ANOVA followed by post-hoc Bonferroni’s tests.
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3.Resultados

3.3.1. Anexo 1: Los CB,R se expresan como homomeros en

células transfectadas

Aunque clasicamente se pensaba que los GPCR se expresaban como
monomeros de sefializacion individual, cada vez hay mas evidencias de que la
oligomerizacion es un proceso frecuente entre este tipo de receptores (Ferré et al.,
2009). En la homomerizacidn, son necesarios, al menos, dos moléculas de GPCR,
que a la vez pueden interaccionar con otros GPCR formando complejos
heteroméricos de un orden mayor. Estudios de inmunoprecipitacion, utilizando
anticuerpos que reconocen especificamente la forma dimérica de los CB;R, pero no
su forma monomeérica, han demostrado la existencia de homodimeros del CBR en
el cerebro de rata (Wager-Miller et al., 2002; Mackie, 2005). Por el contrario, la

homodimerizacion de los CB;R todavia no ha sido explorada.

Con objeto de investigar esta posibilidad, se han utilizado las proteinas de
fusion CB,R-Rluc y CB,R-YFP asi como la técnica de Transferencia de Energia de
Resonancia Bioluminiscente (BRET) que se han descrito en el apartado anterior. En
primer lugar, se evalud la expresiéon subcelular de estos receptores, fusionados a
Rluc o YFP, en funcion del tiempo transcurrido después de su transfeccion en
células HEK 293T, comprobandose que el receptor no llegaba a localizarse
completamente en la membrana celular hasta las 72 horas después de su transfeccion
(Fig. 1A). Para examinar si los CB2R podian formar homoémeros en células vivas y
si dicha formacion dependia de su localizacion subcelular, se realizaron
experimentos de BRET en células HEK293T, co-transfectadas de forma transiente,
con cantidades constantes de cDNA correspondiente a CB,;R-Rluc y cantidades
crecientes de cDNA correspondiente a CB,R-YFP; y se evaluo su sefial de BRET a
las 48 y 72 horas después de su transfeccion. Como se observa en la Figura 1By C
la sefial de BRET aumenta como una funcion hiperbolica de la cantidad de CB;R-
YFP expresado y aumenta de manera dependiente del tiempo de post-transfeccion
transcurrido, siendo sustancialmente mayor a las 72 horas (Fig. 1C), cuando el
receptor se encuentra preferentemente en la membrana celular, que a las 48 horas
(Fig. 1B), cuando la mayor parte de los receptores se encuentran en el citoplasma. A

partir de la curva de saturacion a las 48 horas, se calculé un BRET .« de 64 + 5
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mBU y un BRETs, de 22 + 8, mientras que para la curva a las 72 horas se determind
un BRETmax de 96 £ 5 mBU y un BRETsy de 15 + 4. La especificidad de la
interaccion se demostré comparando la curva de saturacion de BRET con el BRET
bajo y lineal obtenido para el control negativo, constituido por CB;R-Rluc y
receptores de dopamina D4R-YFP, tanto a las 48 horas como a las 72 horas después
de la transfeccion (Fig. 1B y C). Estos resultados indican que los receptores de CB,
pueden formar homdémeros cuando se co-expresan en células vivas, hecho éste que
habra de tenerse en cuenta a la hora de analizar sus propiedades farmacolégicas y

funcionales.

CB,Rluc CB,Rluc CB,Rluc

B Cc
48h 72h
125- 1251
100 100
75 75
2

% 1
50 . & .-}—. 50
254 254

I
L i , .l ' 04
0 50 100 150 200 250 0
(YFP-YFP,)/ Rluc (YFP-YFP,)/ Rluc

Figura 1. CB;R forma homémeros en células transfectadas. (A) Imagenes de
microscopia confocal de células transfectadas con el plasmido correspondiente a
CB2R-Rluc (0.5 ug) a 24 horas (panel izquierdo), 48 horas (panel medio) 6 72 horas
(panel derecho) después de la transfeccion. Las proteinas se identificaron por
inmunocitoquimica tal y como se indica en Materiales y métodos. Las barras de
escala equivalen a 10 um. (B-C) Los experimentos de saturacion de BRET,
mostrando la formacion de dimeros CB;R-CB;R, se realizaron usando células
transfectadas con 0.2 pug de cDNA correspondiente a CB;R-Rluc y cantidades
crecientes de cDNA (0 a 4 ug cDNA) correspondiente a CB,R-YFP (circulos) a 48
horas (B) o 72 horas (C) después de la transfeccion, tal y como se describe en
Materiales y métodos. Como control negativo, las células se transfectaron con el
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cDNA correspondiente a CB,R-Rluc (0.2 pg) y dopamina D4sR-YFP (0 a 4 pg
cDNA) (triangulos) y se determind la sefial de BRET a 48 horas (B) 6 72 horas (C)
después de la transfeccion. Se comprobo tanto la fluorescencia como la
luminiscencia para cada muestra antes de cada experimento con tal de confirmar
una expresion uniforme del dador en todas las muestras (aproximadamente 100000
unidades de bioluminiscencia) y controlar el incremento en la expresion del aceptor
(de 100 a 20000 unidades netas de fluorescencia). La cantidad relativa de BRET se
expresa como la relacion entre la fluorescencia neta del acceptor (YFP-YFPy) y la
actividad luciferasa del donor (Rluc). Los datos de BRET se expresan como medias
+ s.e.m. de 4 experimentos diferentes agrupados como funcion de la cantidad de
aceptor de BRET.
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3.4. Anexo 2: Los CB;R pueden formar heteromeros con otros GPCR
como los receptores de serotonina o adenosina

INTRODUCCION

Entre los miembros de la familia de las GPCR, la formacion de homodimeros,
heterodimeros y oligdmeros de orden superior es un concepto cada vez méas aceptado en
la comunidad cientifica, y ha supuesto un cambio en la percepcion clésica de los
receptores de neurtotransmisores, al considerarlos como agregados moleculares que
constituyen una red de sefializacion horizontal asociativa en lugar de meras unidades
monoméricas individuales (Ferré etal.,, 2009). La interaccion molecular entre
receptores, del mismo o distinto tipo, tiene como consecuencia la aparicion de
fenomenos de cooperatividad, modulacion alostérica o cross-talk funcional entre las
unidades que forman parte de los agregados, provocando cambios 0 modulaciones en su
farmacologia y sefializacion intracelular, y por ende, dando lugar a una mayor
complejidad de actuacion o regulacién que podria explicar las interacciones funcionales
observadas previamente entre los distintos sistemas de neurotransmisores (Bouvier,
2001; George et al., 2002; Franco et al., 2007). Aunque, inicialmente, la formacion de
heterodimeros se demostraba mediante la combinacion de técnicas de union de
radioligando, western blot o coinmunoprecipitacion en células o0 muestras de cerebro, en
los Gltimos afios, las técnicas de transferencia de energia, como el FRET y el BRET,
han constituido una herramienta complementaria muy Gtil y mas precisa para demostrar
la capacidad de interaccion fisica de los mondmeros (Pfleger y Eidne, 2003, 2005; Ferré
et al., 2009).

Con respecto a los receptores de cannabinoides, la capacidad de los CB;R para
formar heterémeros con otros GPCR ha sido ampliamente descrita. Asi, la interaccion
fisica entre los receptores de dopamina D, y los CB31R se ha demostrado mediante
técnicas de coinmunoprecipitacion y de transferencia de energia (Glass y Felder, 1997;
Kearn etal., 2005; Marcellino et al., 2008). Este heteromero tiene la capacidad de
acoplarse a una proteina Gs, a diferencia de los receptores expresados individualmente
que estan acoplados a las proteina Gi, y una de las consecuencias observables de tal
interaccion resulta en el cross-talk positivo en la sefializacion de MAPK (Jarrahian

etal., 2004, 2; Mackie, 2005). Para el caso de los receptores de adenosina A,a y 10s
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CBsR, la activacion del heterodimero A;aR-CB;1R, formado en el estriado de rata, es
capaz de provocar cambios en la accion depresora motora ejercida por los
cannabinoides (Carriba et al., 2007). EI CB;R también puede formar heterémeros con
los receptores opioides, como el pOR, los cuales sefializan a través una misma proteina
Gg comun (Hojo et al., 2008). Finalmente, la co-expresidn de los receptores de orexina-
1 y CBiR, en las mismas células, induce la internalizacion conjunta mediada por
ligando debido a la formacion de heteromeros o complejos heteromultiméricos que
estan implicados en procesos de regulacion del apetito, alimentacién y vigilia (Ellis
et al., 2006; Ward et al., 2011). A diferencia de la considerable descripcion de los CB;1R
a este respecto, se desconoce si los CB,R tienen la misma capacidad de heteromerizar
con otros receptores. La recién descubierta presencia de los CB2R en neuronas, su
expresion incrementada en procesos pataldgicos de neuroinflamacion durante las
distintas enfermedades neurodegenerativas, y ain mas, su interaccion funcional con
otros sistemas de neurotransmisores sugiere que los efectos de los cannabinoides en el
cerebro responden a una mayor complejidad y podrian estar mediados, no sélo a través
de sus receptores individuales, sino a traves de los posibles heteromeros con otros
GPCR. Hete aqui lo transcendente de esta capacidad, ya que las posibilidades de disefio
farmacologico y la especificidad de seleccion de sus dianas terapeuticas se multiplican
considerablemente con tan s6lo pensar en las distintas combinaciones de heterdmeros
y/o oligbmeros posibles. En este Anexo, hemos querido abordar la posibilidad de que
los CB;R puedan formar heteromeros con otros GPCR mediante técnicas de
transferencia de energia, teniendo en cuenta estudios previos que demuestran una
interaccion funcional entre el sistema cannabinoide y otros neurotrasmisores como los

adenosinérgicos y serotoninérgicos.

MATERIALES Y METODOS

Proteinas de fusion y vectores de expresion.

Los cDNA humanos para los CB;R, AxaR, SHTocR, Y el receptor de dopamina
D44 clonados en pcDNA3.1 se amplificaron sin los codones stop usando primers sense
0 antisense que comprendian la secuencia para las enzimas de restriccion EcoRI o
BamH1 (CB2R, AzaR, 5HT2cR) 0 Xhol y EcoR1 (D44R). Los fragmentos obtenidos se
subclonaron manteniendo su pauta de lectura entre los sitios de restriccion EcoRI y

BamH1 (CB;R, CB;R) de un vector que expresa la enzima Renilla luciferasa (Rluc)
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(pRluc-N1, PerkinElmer, Wellesley, MA, Estados Unidos), o entre los lugares de
restriccion de EcoRl y BamH1 (CB;R, AzaR, 5HT,cR) 0 Xhol y EcoR1 (D44R) de un
vector que expresa la proteina fluorescente EYFP (EYFP-N1; variante amarilla de la
proteina GFP; Clontech, Heidelberg, Alemania), obteniendo asi los plasmidos que
expresan los receptores fusionados a Rluc o YFP en el extremo C-terminal del receptor
(CB2R-Rluc, CBjR-Rluc, CB,R-YFP, A;aR-YFP, 5HT,cR-YFP o D4R-YFP). La
expresion en la membrana de las proteinas de fusion se evalud en el microscopio

confocal.

Cultivo de lineas celulares y transfeccion

La linea celular embrionaria de rifion (HEK-293T) o la linea de neuroblastoma
humano SH-SY5Y crecieron en medio Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM)
suplementado con 100 U/ml penicilina/streptomicina, 10% (v/v) de suero fetal bovino
inactivado por calor (FBS), L-glutamina 2mM y piruvato de sodio 1mM para células
SH-SY5Y. Todos los medios y suplementos provinieron de Invitrogen (Paisley,
Scotland, Reino Unido). Las células se mantuvieron a 37°C en una atmosfera hiumeda
con 5% CO,, y se realizaron los pases pertinentes cuando alcanzaron el 80-90% de

confluencia.

Las células HEK-293T o SH-SY5Y se transfectaron de manera transitoria con el
cDNA de la correspondiente proteina de fusion por el método de PEI ramificado
(PolyEthylenImine, Sigma, St. Louis, MO, Estados Unidos). Se incubaron (4 h)
conjuntamente con el cDNA, el PEI ramificado (5 ml de PEl 10 mM por cada mg de
cDNA) y NaCl 150 mM en medio sin suero. Después de 4 horas, se cambi6 el medio sin
suplementar con medio fresco suplementado. 48 6 72 horas después de la transfeccion,
las células se lavaron sucesivamente dos veces con la solucidn equilibrada de sales de
Hank, HBSS (NaCl 137mM, KCI 5 mM, Na,HPO, -12H,0 0.34mM, KH,P0,0.44 mM,
CaCl;-2H,0 1.26 mM, MgS0O4-7H,0 0.4 mM, MgCl, 0.5 mM, HEPES 10 mM, pH 7.4)
suplementada con glucosa 0.1% (p/v), se levantaron suavemente con una pipeta y se
resuspendieron en la misma solucién. Para controlar el nimero de células, la
concentracion de proteina se determind usando el kit de Bradford (Bio-Rad, Munich,

Alemania) y diluciones estandarizadas de albumina bovina sérica.
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Inmunomarcaje

Después de 24, 48 6 72 h de transfeccion, las células HEK-293T se fijaron en
paraformaldehido al 4% durante 15 min y se lavaron con tampén de fosfato salino
(PBS; NaCl 140 mM, KCI 3 mM, Na;HOP, 4.mM, KH,0P, 1.5 mM, pH 7.3) que
contenia glicina 20 mM. Después de la permeabilizacion durante 5 min con PBS-glicina
que contenia Triton X-100 0.05%, las células se incubaron con PBS suplementado con
albumina bovina sérica al 1% durante 1 h a temperatura ambiente. La proteina de fusion
receptor-RIuc se marco entonces con el anticuerpo primario monoclonal de raton anti-
Rluc (1:100, Chemicon, Billerica, MA) durante 1 h, se lav6 y se incub6 posteriormente
con un anticuerpo secundario de burro anti-raton conjugado a Cy3 (1:200, Jackson
Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA, Estados Unidos). La proteina-YFP se
detectd por su propia fluorescencia. Las muestras se lavaron varias veces, se montaron
en portaobjetos con un medio apropiado para inmunofluorescencia (Mowiol 30%,
Calbiochem, Darmstadt, Alemania) y se observaron en el microscopio confocal Leica
SP2.

Ensayos de Transferencia de Energia de Resonancia Bioluminiscente (BRET)

Las células HEK-293T se co-transfectaron transitoriamente con las cantidades
de cDNA correspondientes a las proteinas de fusion indicadas en los pie de figura. Para
cuantificar la fluorescencia, las células, resuspendidas en HBSS (equivalente a 20 pg de
proteina), se distribuyeron en microplacas de 96 pocillos (placas negras con el fondo
transparente; Porvair, King’s Lynn, Reino Unido) y se leyo su fluorescencia en el
fluorimetro FluoStar Optima (BMG Labtechnologies, Offenburg, Germany) equipado
con una lampara de flash de xen6n de alta energia, usando para la lectura un filtro de
excitacion a 400nm. La fluorescencia de los receptores fusionados a la proteina YFP se
determin6 como la fluorescencia de la muestra menos la autofluorescencia de las células
que solo expresaban la proteina Rluc. Para las lecturas del BRET, la suspensién celular
equivalente a 20 pg de proteina fue distribuida en microplacas de 96 pocillos (Corning
3600, placas blancas; Sigma) y se les afiadié coelenterazina H 5 uM (Molecular Probes,
Eugene, OR). Transcurrido 1 minuto despues de la adicion de coelenterazina H, se
tomaron las lecturas usando el fluorimetro Mithras LB 940 (Berthold, Bad Wildbad,
Alemania) que permite la integracion de sefiales detectadas en el filtro de longitud de
onda corto a 485 nm y el de longitud de onda largo a 530 nm. Para cuantificar la
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luminiscencia de los receptores fusionados a la Rluc se llevaron a cabo lecturas de
luminiscencia a los 10 minutos después de la adicidon de coelenterazina H 5 uM. Las
células que expresaban unicamente el dador de BRET (receptor-Rluc) se usaron para
determinar la sefial de fondo. EI BRET neto se define como [(emision a la longitud de
onda larga)/(emision a la longitud de onda corta)]-Cf, donde Cf corresponde a [(emisidn
a la longitud de onda larga)/(emision a la longitud de onda corta)] para el receptor
fusionado a Rluc expresado individualmente en el mismo experimento. Las curvas de
BRET se ajustaron empleando ecuaciones de regresion no lineales, asumiendo una fase

Unica, con el software GraphPad Prism (San Diego, CA, Estados Unidos).

Determinacion de la fosforilacion de ERK 1/2

Las células HEK 293T, que expresaban transitoriamente las proteinas indicadas
en cada caso, se cultivaron con medio libre de suero durante 16 h antes de ser tratadas o
no con los distintos agonistas durante el tiempo indicado. Las células se lavaron con
PBS y se lisaron mediante la adicion de 500 uL de tampon de lisis a 4° (Tris-HCI pH 7.4
50 mM, NaF 50 mM, NaCl 150 mM, B-glicerofosfato 45 mM, Triton X-100 1%, 6xido
de fenil-arsina 20 uM, NaVO, 0.4 mM y cdctel de inhibidor de proteasas). Los desechos
celulares se eliminaron por centrifugacion a 13,000 g durante 5 min a 4°C y la proteina
se cuantifico usando el método del &cido biocinconinico y diluciones estandar de
albumina bovina sérica. Se separaron cantidades equivalentes de proteina (10 ug) por
electroforesis en un gel de poliacrilamida y SDS al 7.5% y las proteinas se transfirieron
a una membrana de PVDF-FL. La membrana se incub6 con el tampon de bloqueo
Odyssey (LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska, USA) durante 90 min vy
posteriormente toda la noche con una mezcla del anticuerpo de raton anti-fosfo-ERK1/2
(1:2500, Sigma), para medir la fosforilacion de ERK 1/2, y el anticuerpo de conejo anti-
ERK1/2 (1:40000, Sigma) que reconoce tanto las ERK 1/2 fosforiladas como las no
fosforiladas, usado como control de carga de la proteina. Las bandas se visualizaron por
incubacién con una mezcla de un anticuerpo anti-conejo IRDye 680 (1:10000, Sigma) y
un anticuerpo anti-raton IRDye 800 (1:10000, Sigma) durante 1 h. La membrana se
escaned mediante el escaner de infrarrojos de Odyssey (LI-COR Biosciences, Lincoln,
Nebraska, Estados Unidos). Las densidades de cada banda se cuantificaron usando un

programa de software exportado a Excel (Microsoft, Redmond, WA, Estados Unidos).
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El nivel de proteina fosforilada se normalizo6 respecto a la intensidad de las bandas de
proteina ERK 1/2 total.

Evaluacion de la neuritogénesis

Las células SH-SY5Y se sembraron en cubres de borosilicato de 10 mm de
diametro y se transfectaron o no con 3 pg de cDNA correspondiente a CB,R-YFP. 48
horas después de la transfeccion, las células se incubaron durante 24 horas en medio
libre de suero en ausencia o presencia de acido retinoico 10 uM, CGS 21680 100 nM, o
JWH 133 50 nM (todos ellos procedentes de Tocris, Bristol, Reino Unido) solos o en
combinacion. A continuacion, las células se lavaron tres veces con PBS, se fijaron en
paraformaldehido al 4% durante 15 min, se volvieron a lavar con PBS que contenia
glicina 20mM, se permeabilizaron durante 5 minutos con PBS-glicina que contenia
Triton-100 al 0.05% Yy se bloquearon con PBS que contenia BSA al 1% durante 1 h a
temperatura ambiente. Posteriormente, las células se marcaron durante 1 h con el
anticuerpo primario de ratén anti-MAP2 (1:200, Calbiochem, San Diego, CA, Estados
Unidos) y después de lavarlas se marcaron con un anticuerpo secundario 1gG de burro
anti-raton conjugado con Cy3 (1:200 dilution, Jackson ImmunoResearch, West Grove,
Estados Unidos). EI marcaje nuclear se llevé a cabo con Hoeschst (1:1000, 1 mg/ml,
Sigma). Los cubres se lavaron durante 5 min en PBS que contenia BSA al 1%, 5 min
con PBS-glicina y se montaron con medio de montaje Mowiol. Las observaciones se
realizaron con un microscopio confocal Leica TCS SP2 con un objetivo de 40X. Los
cuerpos celulares y las neuritas se contaron en 8-12 campos, seleccionados al azar, en al
menos tres experimentos independientes, usando el software Image J. Se consideraron
celulas en diferenciacion aquellas que tenian al menos una neurita mayor que el cuerpo
celular. Los resultados se expresaron como porcentaje de células diferenciadas frente al
namero total de células, en el caso de células no transfectadas, o frente al nimero total

de células que expresaban CB,R-YFP (detectadas por su propia fluorescencia).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los CB;R forman heteréomeros con los receptores de adenosina A;x
Para estudiar la posible formacion de heterémeros A;aR-CB:R, se utilizaron las
proteinas de fusiébn CB;R-Rluc y A,aR-YFP y se comprobd previamente su
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colocalizacion en la membrana en funcién del tiempo después de la transfeccion.
Pasadas las 72 h de transfeccion, los receptores se expresaban mayoritariamente en la
membrana plasmatica mientras que a las 48 horas, a pesar de existir una completa
colocalizacion, los receptores se encontraban preferentemente en una localizacién
intracelular (Fig. 1C). Los experimentos de Transferencia de Energia de Resonancia
Bioluminiscente (BRET) se realizaron en células HEK293T, co-transfectadas de forma
transitoria con una cantidad constante de cDNA correspondiente a CB;R-Rluc y
cantidades crecientes de cDNA correspondiente a A,aR-YFP, y se evaluo la sefial de
BRET a las 48 y 72 h después de su transfeccion (Fig. 1A y B). La sefial de BRET
aumenta como una funcion hiperbdlica de la cantidad de A,aR-YFP expresado,
alcanzando un valor similar de BRET méaximo a las 48 6 72 h después de la
transfeccion, de forma independiente a la localizacion subcelular. La curva de
saturacion a las 48 h presentd un BRETmax de 40 £ 3 mBU y un BRETs, de 8 + 3,
mientras que para la curva a las 72 h se determind un BRET max de 39 + 4 mBU y un
BRETso de 17 + 8. La especificidad de la interaccion se demostré comparando la curva
de saturacion de BRET con el BRET bajo y lineal obtenido para el control negativo
constituido por CB;R-Rluc y D4R-YFP tanto a las 48 como a las 72 h después de la
transfeccion (Fig. 1A y B). Estos resultados indican que los CB;R pueden formar
heteromeros con los A;aR en células cotransfectadas y que, probablemente, la

formacion de estos heteromeros ocurre a nivel del reticulo endoplasmatico.

Para investigar las implicaciones funcionales de los heteromeros A,aR-CB3R, se
ha estudiado un proceso de neuritogénesis en células de neuroblastoma, utilizado como
modelo neuronal. La implicacion de A;aR asi como la de los CB;R durante los procesos
de neuritogeénesis, en células SH-SY5Y, habia sido establecida previamente (Canals
etal., 2005; Callen etal., 2012). La neuritogénesis es un proceso de formacion de
neuritas durante la diferenciacion neuronal, entendiendo como neurita aquella
proyeccion previa a la formacion de posteriores dendritas 0 axones que tiene una
elongacion mayor que el cuerpo celular y estd formada por microtibulos de
comportamiento dindmico. Una célula puede considerase en diferenciacion cuando
presenta al menos una neurita. EI neuroblatoma SH-SY5Y se ha utilizado ampliamente
para estudiar estos procesos in vitro, ya que estas células desarrollan largas extensiones

y presentan marcadores neuronales cuando se tratan con ésteres de forbol o &cido
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retinoico (Pahlman et al., 1984; Encinas et al., 2000). Dichos neuroblastomas, ademas,
expresan enddgenamente el A,aR y CB;R, pero no los CB,R (Carriba et al., 2007;
Callen etal., 2012); por ello, se utilizaron células no transfectadas que expresan los
receptores Aya y CB;, y células transfectadas con CB,R-YFP que expresan los tres
receptores. EL tratamiento con CGS 21680, agonista selectivo de los AzaR, inducia la
formacion de neuritas en un 70-80%, tanto en celulas no transfectadas (Fig. 1D) como
en las transfectadas con el cDNA correspondiente al CB2R (Fig. 1E). El tratamiento con
JWH 133, agonista selectivo de los CB;R, no inducia la neuritogénesis en las células
SH-SY5Y no transfectadas, tal y como se esperaba dado que no expresaban el CB;R
(Fig. 1D), pero si lo hacia en un 60% en las células que lo expresaban (Fig. 1E). La
estimulacion conjunta de ambos receptores con CGS 21680 y JWH 133 no aumentaba
ni disminuia significativamente la neuritogénesis con respecto a la estimulacion del
CGS 21680 solo (Fig. 1E), lo que sugiere un moderado cross-talk negativo entre ambos
receptores. Por otro lado, en células no transfectadas, el agonista selectivo de CB;R,
ACEA, también es capaz de inducir la neuritogénesis, aunque en menor medida que el
CGS 21680, y la estimulaciéon conjunta con CGS 21680 y ACEA da lugar a una
neuritogénesis menor que la observada con CGS 21680 de manera individual (Fig. 1D)

sugiriendo, en este caso, un claro crosstalk negativo entre ellos.

Para confirmar la modulacion negativa entre receptores en el heteromero CB;R-
AxaR se analizé la fosforilacion de ERK 1/2, dado que ambos receptores sefializan a
través de las proteinas MAPK (Carrier et al., 2004; Palazuelos et al., 2006; Sexl et al.,
1997; Schulte y Fredholm, 2003). Se estudiaron los cambios en la fosforilacion de las
proteinas ERK 1/2 en células HEK293T co-transfectadas de manera transitoria con
CB2R y AzaR y tratadas con los agonistas de ambos receptores. Tanto el tratamiento
con CGS 21680 100nM, agonista selectivo para el receptor de AzaR, como el
tratamiento con JWH 133 50nM, agonista selectivo para el CB;R, inducian la
fosforilacion de ERK 1/2 cuando se afiadian a las células de manera individual (Fig.
1F). Sin embargo, la co-estimulacion con ambos agonistas dio lugar a una fosforilacion
inferior a la que corresponderia a la suma de aquella inducida por los tratamientos
individuales (Fig. 1F), sugiriendo, de nuevo, un moderado cross-talk negativo entre

ambos receptores.
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Figura 1. Los CB;R forman heteromeros con los A;sR en células transfectadas. (A-
B) Los experimentos de saturacion de BRET se realizaron usando células HEK 293T
transfectadas con 0.2 ug de cDNA correspondiente a CB,R-Rluc y cantidades crecientes
de cDNA (0 a 6 pg cDNA) correspondiente a A,aR-YFP (circulos), después de 48 horas
(A) 6 72 horas (B) de la transfeccion, tal y como se describe en Materiales y métodos.
Como control negativo, las células se transfectaron con el cDNA correspondiente a
CB,R-Rluc (0.2 pg) y dopamina D4R-YFP (0 a 4 ug cDNA), y se determin6 BRET en
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las mismas condiciones (tridngulos en A 'y B). Se midié tanto la fluorescencia como la
luminiscencia para cada muestra antes de cada experimento con tal de confirmar una
expresion uniforme del dador en todas las muestras (aproximadamente 100000 unidades
de luminiscencia) y controlar el incremento en la expresién del aceptor (de 100 a 20000
unidades netas de fluorescencia). La cantidad relativa de BRET se expresa como la
relacion entre la fluorescencia neta del aceptor (YFP-YFPy) y la actividad luciferasa del
donor (Rluc). Los datos de BRET se expresan como medias + s.e.m. de 4 experimentos
diferentes agrupados como funcion de la cantidad de aceptor de BRET. (C) Iméagenes al
microscopio confocal de células co-transfectadas con los plasmidos correspondientes a
AzaR-Rluc (0.5 pg) y CB,R-YFP (1.5 ng) a 48 h (paneles superiores) 6 72 h (paneles
inferiores) después de la transfeccion. Las proteinas se identificaron por su propia
fluorescencia o por inmunocitoquimica, tal y como se indica en Materiales y métodos.
La co-localizacion se muestra en amarillo en los paneles de la derecha. Las barras de
escala equivalen a 10 um. En (D-E) los neuroblastoma SH-SY5Y no transfectados (D) o
transfectados con 3 pg de cDNA correspondiente a CB,R-YFP (E) se trataron durante
24 h con &cido retinoico 10uM (RA), CGS 21680 100nM, JWH 133 50nM o ACEA
100nM, solos o en combinacién. El crecimiento de neuritas se midié tal y como se
indica en Materiales y métodos. Los resultados se expresan como porcentaje de células
diferenciadas frente al nimero total de células en las células no transfectadas (D) o
frente al nimero total de células que expresan CB,R-YFP (detectado por su propia
fluorescencia) en células transfectadas (E). Los resultados se expresan como medias +
s.e.m. de 8 a 12 campos en tres experimentos diferentes. Se muestran las diferencias
significativas respecto a las células no tratadas con agonista (***p< 0.001) y respecto a
las tratadas con CGS 21680 (“*p< 0.001) calculadas por one way ANOVA seguido del
test post hoc de Bonferroni de comparacion multiple. En (F) las células HEK 293T,
transfectadas con 0,5 pg de cDNA correspondiente a CB,R y 0,5 pg de cDNA
correspondiente a AaR, se trataron durante 10 min con los agonistas CGS 21680
(100nM) o JWH 133 (50nM) solos o en combinacion. La fosforilacién de ERK 1/2 se
midid tal y como se indica en Materiales y Métodos. Los resultados (medias + s.e.m de
3 experimentos diferentes por duplicado) son in-folds sobre el basal (células no
estimuladas). Las diferencias significativas se analizaron por one way ANOVA seguido
por el test post-hoc de Bonferroni (*p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001 comparados con
el basal).

La formacion de heteromeros entre los receptores de adenosina y de
cannabinoides sélo puede tener sentido fisioldgico si existen neuronas que los co-
expresen. Los A,aR y los receptores de cannabinoides CB; y CB;, se encuentran
presentes en las neuronas medias espinosas estriatales de rata (Ciruela etal., 2006;
Martin et al., 2008; Gong et al., 2006). Se ha sugerido que la sefializacion in vivo de los
CB:R, que controlan la actividad motora, es dependiente de la activacion del receptor de
los AzaR (Carriba etal., 2007). En el nacleo accumbens, ademas, los CB,R parecen
mediar los efectos de estimulacion locomotora y de recompensa ejercidos por la cocaina
(Xi etal., 2011) mientras los AzaR incrementan su expresion en el estriado ventral
durante la autoadministracion continuada de cocaina en ratas (Marcellino et al., 2007).
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Este marco propone al estriado como region candidata donde los heterémeros entre los
receptores de adenosina y de cannabinoides puedan tener un papel funcional

significante.

Los CB;R forman heterémeros con los receptores de serotonina SHT,,

Para estudiar la posible formacion de heteromeros CB,R-5HT,cR, se han
utilizado técnicas de Transferencia de Energia Bioluminiscente como el BRET, para lo
cual se emplearon las proteinas de fusién CB,R-Rluc y 5SHT,.R-YFP. En primer lugar,
se estudid su expresion subcelular y su colocalizacion en la membrana plasmatica
pasadas 48 0 72 h después de la co-transfeccion en células HEK 293T. Los receptores
colocalizaban en la membrana plasmatica a ambas horas de post-transfeccion, pero se
observaba mayor grado de coexpresion a las 72 h (Fig. 2A). La heteromerizacion de
dichos receptores se determiné mediante ensayos de BRET en las mismas células
HEK293T co-transfectadas, de forma transitoria, con una cantidad constante de cDNA
correspondiente a CB;R-Rluc y cantidades crecientes de cDNA correspondiente a
5HT,R-YFP y se evalud la sefial de BRET a las 48 y 72 h después de su transfeccion
(Fig. 2B y C). La sefial de BRET aumento como una funcion hiperbolica de la cantidad
de 5HT,cR-YFP expresado, alcanzando un BRET maximo que resulté mayor a las 72 h
después de la transfeccion, lo cual correlacionaba con la mayor colocalizacion
observada en la membrana plasmética a este mismo tiempo. La curva de saturacion a
las 48 h dio lugar a un BRET s de 23 + 2 mBU y un BRETs de 17 + 4, mientras que
para la curva a las 72 h se determin6 un BRET na de 30 £ 1 mBU y un BRETs,de 2 + 1.
La especificidad de la interaccion se demostr6 comparando la curva de saturacion de
BRET con el BRET bajo y lineal obtenido para el control negativo constituido por
CB;R-Rluc y D4R-YFP, tanto a las 48 h como a las 72 h después de la transfeccion (Fig.
2B y C). Estos resultados indican que los receptores de CB, pueden formar heteromeros

con los receptores 5HT,. en células co-transfectadas.
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Figura 2. Los CB;R forman heterodimeros con los receptores SHT,c de serotonina
en células transfectadas. (A) Imagenes al microscopio confocal de células co-
transfectadas con los plasmidos correspondientes a CB,R-Rluc (0.5 pg) y 5HT,c -YFP
(1.5 ng) a 48 h (paneles superiores) 6 72 h (paneles inferiores) después de la
transfeccion. Las proteinas se identificaron por su propia fluorescencia o por
inmunocitoquimica, tal y como se indica en Materiales y métodos. La colocalizacion se
muestra en amarillo en los paneles de la derecha. Las barras de escala equivalen a 10
um. (B-C) Los experimentos de saturacion de BRET se realizaron usando células
transfectadas con 0.2 pug de cDNA correspondiente a CB,R-Rluc y cantidades crecientes
de cDNA (0 a 6 ug cDNA) correspondiente a 5SHT,.R-YFP (circulos) a48 h (B) 6 72 h
(C) después de la transfeccion, tal y como se describe en Materiales y métodos. Como
control negativo, las células se transfectaron con el cDNA correspondiente a CB,R-Rluc
(0.2 ng) y dopamina D4R-YFP (0 a 4 ug cDNA) (tridngulos) en las mismas condiciones.
Se determino tanto la fluorescencia como la luminiscencia para cada muestra antes de
cada experimento con tal de confirmar una expresion uniforme del dador en todas las
muestras (aproximadamente 100000 unidades de bioluminiscencia) y controlar el
incremento en la expresion del aceptor (de 100 a 20000 unidades netas de
fluorescencia). La cantidad relativa de BRET se expresa como la relacion entre la
fluorescencia neta del aceptor (YFP-YFPy) y la actividad luciferasa del dador (Rluc).
Los datos de BRET se expresan como medias + s.e.m. de 4 experimentos diferentes
agrupados como funcion de la cantidad de aceptor de BRET.

Diversos hechos experimentales sugieren que los efectos antidepresivos de los
cannabinoides estdn mediados por la interaccion funcional con el sistema
serotoninergico: La serotonina es capaz de aumentar la afinidad del agonista no

selectivo WIN55,212-2 en membranas cerebelares de rata, y, al mismo tiempo, el
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tratamiento con WINS5,212-2 a bajas dosis estimula las neuronas serotoninergicas del
nucleo del rafé dorsal, accion ésta que es posible mimificar con un inhibidor de FAAH
capaz de aumentar la anandamida cerebral. Se ha sugerido que estas acciones estan
mediadas por los CB;R, ya que es posible bloguearlas mediante un antagonista selectivo
de los CB1R, rimonabant (Gobbi et al., 2005; Devlin y Christopoulos, 2002; Bambico
et al., 2007). Sin embargo, teniendo en cuenta los resultados descritos en el apartado 3.3
de la presente Tesis, que describen un antagonismo cruzado en los heteromeros CB;R-
CB;R expresados en el cerebro, no se puede descartar la participacion de los
heteromeros CB;R-CB;R receptores de serotonina.

El hecho de que, evolutivamente hablando, los distintos sistemas de
neurotransmisores hayan surgido simultaneamente, ha permitido la formacion de una
red de sefializacion altamente compleja, pero a la vez sincronizada e interrelacionada.
Para el caso de los GPCR, su capacidad de formar oligomeros entre distintos receptores
evidencia esta versatilidad en sus acciones, dado que las entidades asociativas de las
membranas celulares pueden variar ampliamente en sus propiedades farmacoldgicas y
funcionales dependiendo de la composicion de los protdmeros en los oligomeros. En el
sistema nervioso central, se expresan una gran variedad de GPCR y se han encontrado
maultiples evidencias de que sus interacciones derivan en una accion conjunta y
necesaria para el correcto funcionamiento de los distintos procesos cerebrales. El
sistema endocannabinoide es un claro ejemplo de ello, ya que los CB;R forman parte de
diversos oligdbmeros con funcionalidades diferentes y especificas. En esta tesis, se ha
observado que los CB;R también podrian tener esta capacidad versatil para formar parte
de distintas redes de sefializacion ya que son capaces de formar heterémeros con los
receptores de adenosina A,a Yy de serotonina 5HT,c. Sin embargo, para poder afirmar
que los CB;R participan de esta manera dentro de las redes neuronales in vivo seria
necesario demostrar que estos heterdémeros se expresan, de hecho, en el cerebro. Las
técnicas descritas en este Anexo solo permiten afirmar la interaccion molecular entre
estos receptores en cultivos celulares, pero dejan puertas sutilmente abiertas hacia

futuros estudios de expresion y funcion de estos heteromeros en el cerebro.
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4 Resumen de resultados y discusion

Es sabido que los endocannabinoides y sus receptores ejercen una funcién
relevante en una gran variedad de tejidos (Galiegue etal., 1995; Malan et al., 2001;
Randall et al., 2002; Gerdeman y Lovinger, 2003; Venance et al., 2004; Maldonado
etal., 2006). En el cerebro, los cannabinoides, exdgenos o enddgenos, modulan
procesos como la actividad motora, la memoria, el aprendizaje o el apetito, entre
muchos otros, y pueden actuar activando receptores post-sinapticos 0, como mensajeros
retrégrados dentro de numerosas sinapsis, activando receptores pre-sindpticos (Ameri,
1999; Wilson y Nicoll, 2002; Freund et al., 2003b; Berghuis et al., 2007; Mackie, 2008;
Di Marzo, 2011). Hasta el momento, s6lo se han caracterizado completamente dos tipos
de receptores de tipo cannabinoides, los CB;R y los CB,R (Howlett, 2002; Pertwee y
Ross, 2002; Mackie, 2008). Los CB;R estan ampliamente distribuidos en el sistema
nervioso central, mientras que los CB;R habian sido considerados exclusivamente
periféricos, expresados de forma preferencial en el sistema inmune. (Munro et al., 1993;
Galiegue etal., 1995; Marsicano y Lutz, 1999). Sin embargo, recientes evidencias
experimentales han demostrado la expresién de CB;R en el cerebro (Van Sickle et al.,
2005; Onaivi et al., 2006; Gong et al., 2006; Brusco et al., 2008b; Onaivi et al., 2008),
aunque su expresion en neuronas es todavia, a dia de hoy, un hecho ciertamente
controvertido (Onaivi, 2011). Puesto que la expresion de CB;R es minoritaria respecto a
la expresion de CB;R en el cerebro, las técnicas de inmunohistoquimica no han llegado
a ofrecer suficiente resolucién para poder detectarlo. En el primer trabajo presentado en
esta Tesis titulado “Expression of the mRNA coding the cannabinoid receptor 2 in the
pallidal complex of Macaca fascicularis” hemos abordado el analisis de la expresion de
los CB;R, en neuronas de cerebro de primates, utilizando una estrategia distinta, basada

en hibridizacién in situ (ISH) y disefiando sondas altamente especificas para los CB;R.

A pesar de que ha prevalecido la idea del receptor de cannabinoides de tipo 2
como un receptor de localizacion exclusivamente periférica, nuestros estudios por PCR
e ISH colorimétrica contradicen esta hipétesis y evidencian la existencia de CB;R en el
CNS de primates no humanos. Se ha observado una expresion notable de transcritos de
MRNA de CB;R en el hipocampo, capas piramidales 1l1 y V de la corteza cerebral y
ambas subdivisiones del globo palido (GPi y GPe). Ademas, mediante estudios de co-
localizacién por microscopia confocal, utilizando marcadores neuronales especificos,

hemos podido corroborar la identidad neuronal de las células palidales que expresan el
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MRNA de CBR. Estos resultados concuerdan con los previamente descritos utilizando
deteccion inmunohistoquimica indirecta en roedores (Gong et al., 2006; Brusco et al.,
2008b; a). El uso de anticuerpos para demostrar la expresion neuronal de CB2R en el
CNS ha sido, y sigue siendo a dia de hoy, materia de controversia, dada la dificultad de
encontrar anticuerpos suficientemente especificos como para no unirse a la abundante
cantidad de CB;R en el CNS en relacién a la escasa proporcion de CB;R (Onaivi et al.,
2006); ademas, esta controversia se incrementa debido a que los ligandos dirigidos
contra el receptor han mostrado una aparente falta de psicoactividad, lo cual se ha
considerado como una evidencia de la falta de CB2R en neuronas. De hecho, Malan y
sus colaboradores (Malan et al., 2001) documentaron que las respuestas de dolor eran
inhibidas por la activacion de los CB;R sin los efectos piscotropicos producidos por los

agonistas de CB;R.

En neuronas, hay que considerar las posibles diferencias en cuanto a la
localizacion subcelular de los CBi;R y CB;R. La localizacion preferencialmente
presinaptica de CB;R, que media la accion inhibidora de los cannabinoides en la
liberacion de neurotransimisores, es hoy un hecho cominmente aceptado, dado que este
mecanismo regulador, mediado por cannabinoides, estd altamente conservado en
distintas sinapsis dentro del CNS, como las correspondientes al glutamato (Shen et al.,
1996), la acetilcolina (Gifford et al., 1997), la noradrenalina (Schlicker et al., 1997b) y
el GABA (Katona etal., 1999). Sin embargo, también se ha podido determinar la
presencia de CB;R en dendritas, donde ejerceria un papel post-sinaptico (Pickel et al.,
2004). Con respecto al CB2R, se ha sugerido una localizacion preferencialmente post-
sinaptica (Gong et al., 2006; Brusco et al., 2008a; b), aunque es posible que pueda
existir también de manera pre-sinaptica, puesto que se ha llegado a determinar la
expresion de CB;R en los axones amielinizados de la substancia nigra, sin que estos
receptores se lleguen a encontrar en terminales axonicos (Brusco et al., 2008a). A partir
de nuestros datos, no podemos concluir si la distribucién de los CB;R es pre- o post-
sinaptica, ya que se han obtenido a partir de procedimientos de ISH que detectan mMRNA
y no proteina, pero si se pueden establecer varias hipotesis en cuanto al posible destino
de los trancritos de CB2R sintetizados: i) ser transportados de manera anterégrada hacia
los axones terminales distales (o que sugiere una distribucion pre-sinaptica), (ii)
permanecer en proximidad al lugar de sintesis para ser incorporados después a la
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membrana plasmatica del cuerpo celular y las dendritas (lo cual indicaria una
distribucion post-sinaptica) o (iii) una combinacion de esas dos posibilidades. La
determinacion de la localizacion subcelular del receptor, dentro de las diferentes
sinapsis neuronales, es importante para tratar de discernir cual es papel de los CB3R en

el sistema nervioso central y si su sefializacion cambia igualmente con su localizacion.

Independientemente de su localizacion subcelular, la expresion de los CB;R en
las neuronas palidales abre nuevas perspectivas para el uso de cannabinoides en el
tratamiento de alteraciones dentro los ganglios basales y, especialmente, en aquellas
alteraciones motoras que implican circuitos donde las neuronas palidales juegan un
papel fundamental. Con frecuencia, se han propuesto a los CB,R como posibles dianas
farmacoldgicas durante los procesos inflamatorios o citotoxicos, procesos que estan
involucrados en la evolucion de las enfermedades neurodegenerativas (Fernandez-Ruiz
etal., 2008). Esto es asi ya que el receptor no solo se expresa en células microgliales
sanas, Sin0 gque su expresion se encuentra incrementada en condiciones patoldgicas,
(revisado Ashton y Glass, 2007) y su activacion, mediada por cannabinoides, ha dado
lugar a neuroproteccion en ratas modelo de la enfermedad del Parkinson (Garcia-
Arencibia et al., 2007). El descubrimiento de la expresion de los CB2R en las neuronas
palidales abre nuevas perspectivas para el uso potencial de los cannabinoides en el

tratamiento de los desérdenes de los ganglios basales.

Las neuronas del GPi constituyen la salida de los ganglios basales hacia el
tadlamo. De acuerdo con el modelo de circuitos en los ganglios basales (Albin et al.,
1989; Crossman, 1987; DeLong, 1990), las proyecciones de las neuronas GABAérgicas
palidotaldmicas se vuelven hiperactivas tras la eliminacion de dopamina, produciendo
mas inhibicion en las areas talamicas que son receptoras de las neuronas eferentes del
GPi. Esta hiperactividad esta sustentada por dos mecanismos sinérgicos: Por un lado, en
ausencia de dopamina, las neuronas del GPi reciben menor cantidad de GABA,
proveniente de las neuronas de proyeccion estriatopalidales, estando, por tanto, menos
inhibidas. Por otro lado, las neuronas del GPi reciben una cantidad mayor de glutamato
desde las neuronas subtalamicas hiperactivas, esto es, mas excitacion. En este contexto,
el efecto potencial de agonistas y antagonistas de los CB;R dependeria, principalmente,

de la localizacion pre- o post-sindptica de los mismos. Asumiendo que los CB;R se
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comportan de la misma manera que los CB1R pre-sinapticos, los agonistas de los CB;R
podrian restablecer las condiciones basales en los ganglios basales. En este sentido, hay
que tener en cuenta el papel que se ha propuesto para el sistema endocannabinoide en la
patofisiologia de las disquinesias inducidas por levodopa (Ferrer et al., 2003). De hecho,
se ha visto que es posible atenuar las disquinesias inducidas por levodopa mediante el
tratamiento con rimonabant, antagonista que bloquea los CB1R, pero también a CB;R
en altas dosis (Pertwee, 1999). Finalmente, si los CB;R se localizan post-
sinapticamente, su accion podria ser mas compleja y depender, no sé6lo de su actividad
individual (a dia de hoy todavia desconocida), sino de las posibles interacciones con

otros receptores en la membrana postsinaptica.

Una vez demostrada la expresion de CB2R en neuronas del CNS, nos planteamos
investigar dos cuestiones. En primer lugar, determinar alguna funcionalidad para los
CB2R neuronales y, en segundo lugar, determinar si existe alguna interrelacion entre los
CB:R y los CB;R. Respecto a la primera cuestion, dado que es dificil conjeturar cuél
podria ser el papel fisioldgico de un receptor que se expresa de manera minoritaria en el
cerebro, como los CB;R, se hacia necesario encontrar algun modelo in vivo que
permitiera dilucidar algunos aspectos relevantes sobre la funcionalidad de los CB2R en
el sistema nervioso. En este contexto, en el segundo trabajo presentado en esta Tesis
titulado “Overexpression of cannabinoid receptor CB, mRNA impairs cranial nerve
development in Xenopus laevis embryos”, estudiamos el papel de los CB,R durante el
desarrollo del sistema nervioso en el modelo embrionario de Xenopus laevis. La
implicacion del los CB;R en numerosos procesos cognitivos y de regulacion neuronal
no resulta extrafia, en tanto que representan la mayor fraccion de receptores de tipo
GPCR en el CNS. De hecho, en cuanto al desarrollo neuronal, se han visto implicados
en el control de la homeostasis y la supervivencia (Molina-Holgado etal., 2002;
Harkany etal., 2007; Marsicano etal.,, 2003), pero también en neurogénesis,
proliferacion y especificacion del destino de las neuronas en el cerebro (Wilson y
Nicoll, 2002; Aguado et al., 2007; Berghuis et al., 2007; Trazzi et al., 2010). Los CB2R
neuronales, por el contrario, no han sido tan ampliamente caracterizados, en parte dada
la tardia aceptacion de su expresion en el cerebro pero también debido a que son menos
abundantes en el CNS 'y, aunque estudios recientes apuntan hacia un posible papel en la

proliferacion de progenitores neurales y supervivencia neuronal (Fernandez-Ruiz et al.,
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2007, 2008), su implicacion en el desarrollo durante la embriogénesis no ha sido aun
descrita. En este trabajo, mediante experimentos de ganancia de funcién en el embrion
de Xenopus laevis, utilizado como modelo de desarrollo in vivo, hemos puesto de
manifiesto tres observaciones con respecto a los CB;R: 1) la sobreexpresién de CB;R
pero no de CB;R en los embriones de Xenopus provoca una alteracion en el desarrollo
de los nervios craneales, concretamente de los nervios maxilomandibular (VII),
glosofaringeo (I1X) y vagal (X), 2) tanto la expresion de CB,R como su activacion
inducen una sefalizacion diferencial, activando la via de sefializacion de la Akt e
inhibiendo la via de las MAP kinasas, 3) la expresion de CBR induce la sobreexpresion
de los genes fgf8, wnt8 y pax2 que mantienen un estado proliferativo en las células

embrionarias progenitoras de la placoda epibranquial.

Las neuronas sensoriales de la cabeza o los nervios craneales se generan a partir
de las denominadas placodas craneales, las cuales incluyen las placodas adenohipofisal,
olfatoria, de lente, Gtica, de linea lateral, profunda/trigeminal y epibranquiales
(D’ Amico-Martel y Noden, 1983; Ayer-Le Lievre y Le Douarin, 1982). De acuerdo con
los diagramas de Schlosser y colaboradores (Schlosser y Ahrens, 2004), la placoda
posterior en los embriones de Xenopus (trigeminal, ética, de linea lateral y epibranquial)
se subdivide dando lugar a las placodas individuales que la conforman entre los estadios
de brote de cola temprano (estadio 21) y tardio (estadio 33/34) aproximadamente
(Schlosser y Ahrens, 2004; Pieper et al., 2011). Los resultados obtenidos a partir de ISH
con la sonda XelrD, en embriones no inyectados, muestran que, en el estadio 32, las
neuronas de las placodas posteriores han adquirido un estado diferenciado y estan casi
completamente formadas, dando lugar a los nervios craneales trigeminal, 6tico, y
epibranquial. Nuestros resultados muestran que, a pesar de que la expresion de los
CB2R ocurre de manera inespecifica por todo el embrion, da lugar a un fenotipo muy
especifico que esta limitado a una alteracion profunda de los nervios craneales
maxilomandibular (VI1), glosofaringeo (IX) y vagal (X), emergentes del area de la
placoda posterior y a una alteracion mas leve del nervio trigeminal (V). Dicha alteracion
de los nervios craneales viene acompariada, ademas, de cambios en las rutas de
sefializacion. Asi, tanto la expresion de los CB,R como su activacion, aumenta la
fosforilacion de Akt y, al mismo tiempo, disminuye la fosforilacion de las ERK 1/2.

Puesto que la ruta de las MAPK inducida por FGF es necesaria para mantener la
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diferenciacion neuronal temprana de las placodas trigeminales (Canning et al., 2008b),
la inhibicidon de la fosforilacion de ERK 1/2 por sobreexpresion de los CBy,R, activados
por cannabinoides enddgenos o por ligandos exdgenos, podria alterar la expresion de
genes implicados en el desarrollo de la placoda o de los nervios craneales. Ademas, los
cambios morfoldgicos observados se detectan de manera espacio-temporal durante la
regionalizacion de los nervios craneales posteriores, esto es, entre el estadio 21 y 32,
indicando que la expresién de los CB2R puede conllevar a cambios muy especificos, en
unos pocos genes, que ocurren tan solo en ciertos lugares y en un determinado momento
del desarrollo del embrion. Dado que, en los vertebrados, todas las placodas craneales
tiene un origen comun, es decir, provienen de un mismo primordio panplacoda, se ha
sugerido que todas ellas presentan las mismas rutas de control de la neurogénesis y de
los cambios morfogenéticos (NIEUWKOOP, 1963; Nieuwkoop et al., 1985; Torres y
Giraldez, 1998; Schlosser, 2002; Baker y Bronner-Fraser, 2001; Schlosser, 2010). Sin
embargo, excepto para unos pocos genes como eyal y six1, que se expresan de manera
homogénea en todas las placodas, lo patrones moleculares, durante el desarrollo y la
especificacion de cada placoda, varian de manera espacio-temporal. Schlosser y
colaboradores (Schlosser y Ahrens, 2004) fueron pioneros en describir el patrén
molecular que se establece durante la regionalizacion y la especificacion de las
placodas. De todos los genes que se estudiaron, observaron que, tan sélo los factores
eyal, sixl y six4, mantenian una expresion uniforme, y que, de alguna manera, éstos
estaban implicados en la formacion de la placoda genérica. En nuestro modelo,
observamos que estos genes (eyal, sixl) no experimentan cambios apreciables en
ninguna de las condiciones estudiadas, hecho este que se corresponde con el fenotipo
observado, ya que la alteracién producida afecta tan solo a algunos nervios craneales.
Otros genes, por el contrario, como es el caso de los factores de transcripcion de la
familia Pax, se expresan de forma diferente en las distintas placodas durante su
induccion y especificacion. De esta forma, pax3 y pax6 parecen ser los principales
protagonistas en la induccién y en la determinacion de las placodas trigeminal y
profunda respectivamente, mientras que los factores de transcripcion pax2 y pax8 estan
circunscritos en el area placodal mas posterior que incluye las placodas dorsolateral y
epibranquial (Schlosser y Ahrens, 2004). Es importante destacar aqui que, tras el
aumento de unos factores de transcripcion concretos para la induccion y especificacion,

la posterior diferenciacion requiere la represion subsecuente de los mismos (Torres y

186



4 Resumen de resultados y discusion

Giraldez, 1998). Por tanto, los genes pax2 y pax8, que se inducen considerablemente en
la placoda posterior para dar lugar a sus distintas subdivisiones, se reprimen una vez que
cada una de las placodas, Otica y/o epibranquial, han adquirido la especificacién y su
destino celular. De los factores de transcripcion Pax y Sox estudiados en nuestro
modelo, tan solo pax2 presentaba un aumento de expresion en todas las condiciones de
sobreexpresion y activacion de los CB;R, mientras pax3, correspondiente a la placoda
trigeminal, incrementa su expresion de manera significativa sélo cuando los CB;R se
activaban. En estudios anteriores se habia descrito la implicacion del factor pax2, tanto
en la induccidn epibranquial como en su bifurcacion durante posteriores estadios (Hans
etal., 2004, 2; Padanad y Riley, 2011), y cdmo es necesaria su inhibicion secuencial, en
sentido rostro-caudal, para dar lugar a la diferenciacion y la correcta regionalizacion de
los nervios glosofaringeo, maxilomandibular y vagal. Nuestros resultados indican que
los CB2R podrian romper este proceso impidiendo la disminucion de pax2 y, por tanto,

induciendo el fenotipo observado.

Los factores fgf8, fgf3 y wnt8 han sido descritos como posibles inductores de la
especificacion placodal en varios modelos animales (Phillips et al., 2001; Sun etal.,
2007; Nechiporuk et al., 2007; Canning et al., 2008b; Padanad et al., 2012). Nuestros
resultados muestran que la expresion de CB;R es capaz de aumentar la expresion de
wnt8, lo cual sugiere una modulacion de la sefial WNT, mientras que el aumento de la
expresion de fgf8 requiere una activacion a largo plazo de los CB;R por su agonista
especifico JWH133, sugiriendo que también la sefial FGF podria ser modulada por el
receptor. En el embrion de raton, la expresion del factor fgf8 correlaciona con el
incremento de expresion de Akt fosforilada (Dubrulle y Pourqui|[eacute]|, 2004).
Extrapolando este hecho a nuestros resultados, se puede sugerir que el aumento de
fosforilacion de Akt observado podria ser debido a la sefalizacion de fgf8. Sin
embargo, dado que los CB,R también puede sefializar a través de la via de las Akt
(Sénchez et al., 2003; Callen et al., 2012), no podemos descartar la posibilidad de una
sefializacion directa a través del receptor, o al menos, que dicho incremento en la
fosforilacion de Akt esté mediado por una accion conjunta entre los CB:R y la
sefializacion de fgf8. A pesar de que el factor fgf3 también se encuentra aumentado
cuando los CB3R estan activados, su efecto no resulto ser significativo y, por tanto, no

podemos afirmar, aunque tampoco descartar, su posible implicacion en nuestro modelo.
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En algunos modelos de desarrollo, una sefial aumentada de WNT puede bloquear el
desarrollo epibranquial (Ohyama et al., 2007) y se cree que el gradiente de la sefial de
FGF a lo largo del eje antero-posterior es necesario para mantener las células
posteriores en estado proliferativo, al mismo tiempo que la diferenciacion esta teniendo
lugar en las partes méas anteriores, donde la sefializacion de FGF ha decaido. De hecho,
se ha propuesto que la diferenciacion ocurre solo cuando la expresion de fgf8
desaparece (Dubrulle y Pourqui|[eacute]|, 2004; Lahti et al., 2011, 8), un proceso que
los CBR pueden interrumpir.

El conjunto de estos resultados indica que tras la expresion y la activacion de los
CB:2R, se produce un aumento en la sefializacion de WNT, via wnt8, conjuntamente con
la desregulacion de fgf8 que conllevaria la induccion de pax2, lo que finalmente
produciria el fenotipo observado. Ambos factores, FGF y WNT, se han propuesto como
importantes candidatos en los mecanismos de regionalizacion durante el desarrollo de
vertebrados (Gamse y Sive, 2000; Schier, 2001; Kudoh et al., 2002; Stern et al., 2006) y
aungue con los datos con los que contamos no podemos predecir cuél de estas sefiales es
la primera en la induccion o inhibicion de las siguientes, podemos concluir que la
sobreexpresion de CB;R, a través de la activacion en la fosforilacion de Akt, la
inhibicién en la fosforilacién de ERK 1/2 y el aumento en la expresion de fgf8 y wnt8,
puede mantener el estado proliferativo celular en las placodas epibranquiales con una
expresion prolongada de pax2. Estos resultados son la primera prueba in vivo que pone
de manifiesto un papel de los CB;R en el desarrollo embrionario. Los resultados
constituyen, ademas, una evidencia relevante de que los CB;R pueden intervenir, a
modo de interruptor, en el destino celular, impidiendo el proceso de diferenciacion

neural de las células embrionarias.

La siguiente cuestion planteada en esta Tesis fue determinar la posible existencia
de alguna interrelacion funcional entre los CB;1R y los CB;R. Esta cuestion surgio para
dar respuesta a el por qué una misma célula puede requerir de receptores distintos que
responden a un mismo neuromodulador. Dado que los CB;1R son muy ubicuos, parece
que puedan codistribuir con los CB;R, por lo que ambos serian candidatos para una
posible interaccion molecular mediante la cual sean capaces de modularse entre si. Esta

hipotesis ha sido estudiada en el tercer trabajo presentado en esta Tesis, titulado:
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“Cannabinoid receptors CB1 and CB2 form functional heteromers in the brain” donde
hemos puesto de manifiesto la formacién de heterémeros entre CB;R y CB:R, en
células transfectadas y en distintas areas del cerebro, y hemos investigado las
propiedades farmacoldgicas y funcionales de este heterémero.

Aunque se ha visto que los CB;R y CB,R pueden co-expresarse en las mismas
areas cerebrales (Lanciego et al., 2011; Suéarez et al., 2009; Koch et al., 2008; Xi et al.,
2011), la relacion entre ambos a nivel molecular se desconoce totalmente. Entre los
GPCR, existen cada vez méas evidencias que apuntan a que la heteromerizacion entre
receptores puede ejercer un papel importante en la regulacion de su funcion (Ferré
etal., 2009; Moreno etal., 2011; Fiorentini etal., 2010; Rozenfeld et al., 2011). Sin
embargo, la determinacién de las caracteristicas funcionales del heterébmero v,
principalmente, la identificacion de los heteromeros en tejido es, generalmente, un
desafio. En este trabajo, hemos presentado diversas evidencias que sugieren la
interaccion molecular y funcional entre CB,R y CB;R. En primer lugar, hemos puesto
de manifiesto que CBi;R y CB,R pueden formar heteromeros tanto en células
transfectadas como en tejidos cerebrales que incluyen la glandula pineal, el ndcleo
accumbens y el globo péalido. En segundo lugar, hemos encontrado que una de las
caracteristicas especificas del heteromero CB;R-CB,R es que presenta un cross-
antagonismo bidireccional, esto es, los antagonistas de CB;R tienen la capacidad de
bloguear el efecto de los agonistas de CB;R y, también al contrario, los antagonistas de
CB:R tienen la capacidad para bloquear el efecto de los agonistas de CB;R. En tercer
lugar, la co-activacion de los heteromeros CB1R-CB;R resulta en un cross-talk negativo

en la fosforilacion de Akt y el crecimiento de neuritas.

Primeramente, la identificacion de los heteromeros CB;R-CB;R se llevo a cabo
en celulas cotransfectadas mediante la técnica biofisica de BRET vy por
inmunofluorescencia, usando ensayos de “proximity ligation assays” o PLA, en un
modelo celular neuronal. Un heteromero de receptores es un complejo macromolecular
compuesto por al menos dos receptores funcionales. Los heteromeros muestran
propiedades diferentes de los receptores individuales en su forma monomérica (Ferré
et al., 2009). Para caracterizar funcionalmente el heterémero expresado en células de
neuroblastoma, se utilizd la capacidad de ambos receptores de cannabinoides de
sefializar a través de las vias de MAP kinasas y Akt/PKB (Molina-Holgado et al., 2002;
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Sanchez et al., 2003). En un principio, investigamos si se producia algin cambio en la
sefializacion de Akt/PKB (fosforilacion de la Akt en Ser-473) cuando los heteromeros
eran co-estimulados con agonistas o bloqueados con antagonistas. Cuando las células de
neuroblastoma eran co-estimuladas con los ligandos de ambos receptors, se observé un
cross-talk negativo entre CB;R y CB;R en la fosforilacién de Akt/ PKB. Se ha descrito
que la activacion de la sefializacion de PI3K/ Akt esta implicada en la diferenciacion
neural de la células SH-SY5Y (Lopez-Carballo et al., 2002); de acuerdo con esto, en
este modelo neuronal observamos que los agonistas de CB;R y CB2R son capaces de
promover la neuritogénesis y se produjo un cross-talk negativo en el crecimiento de
neuritas cuando las células se co-estimulaban con los agonistas de ambos receptores.
Estos resultados sugieren que CB;R y CB;R, cuando estan presentes en las mismas
células, pueden modularse negativamente entre ellos durante la estimulacién de distintas
rutas de sefializacion que modulan el desarrollo cerebral o la diferenciacion neural
(Fernandez-Ruiz et al., 2004; Harkany et al., 2007; Mulder et al., 2008). Aunque estos
datos de cross-talk, conjuntamente con los de BRET vy los ensayos de PLA, implican la
formacion de heterdbmeros en la modulacion de los receptores, no suponen
necesariamente una interaccion molecular a nivel de membrana entre los mismos, ya
que dicho cross-talk también podria estar ocurriendo a un nivel inferior de las vias de
transduccion de sefial. Sin embargo, los resultados obtenidos utilizando sus
antagonistas, muestran claramente que los heterémeros CB;1R-CB3R son las unidades de
sefializacion. Esto es asi ya que, por definicion, los antagonistas no sefializan y por
tanto, el hecho de los antagonistas especificos de CB3;R puedan blogquear
especificamente la sefializacion CB;R y viceversa, permite descartar la idea de un
posible cross-talk a nivel intracelular. Una explicacién mas razonable es que la unién de
un antagonista a uno de los receptores en el heteromero CB;R-CB;R conlleva un
cambio conformacional que inhibe la fosforilacion de Akt/PKB o la neuritogénesis
promovida por el otro receptor. Este cross-antagonismo estd presente, ademas, de

manera bi-direccional.

La cuestion inmediata, que surge a partir de los resultados descritos, es la de si
estos heteromeros CB;R-CB2R se expresan o no en el cerebro. Para ahondar en esta
posibilidad se usaron diferentes aproximaciones. En tanto que el cross-antagonismo

discutido en el apartado anterior puede considerarse como una caracteristica propia del
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heteromero, se utilizd esta caracteristica como huella dactilar para investigar la
expresion de los heteromeros CB1R-CB:R en el globo pélido, una regién encefalica
donde previamente hemos descrito la expresién de CB,R (Lanciego et al., 2011). Dado
que, en el globo palido de rata, CB;R y CB,;R no se encuentran bien acoplados a la
fosforilacion de Akt/PKB, se utilizo la sefializacion a traves de MAP Kinasas, ya que su
activacion individual si aumentaba la fosforilacion de ERK 1/2 en los cortes de globo
palido de rata. Para esta ruta de sefializacion, se observo un claro cross-antagonismo

que sugiere la expresion de los heteromeros CB;R-CB;R en el globo pélido.

Una segunda cuestion en abordar es si los heteromeros CB;R-CB;R pueden
explicar alguno de los efectos inducidos por cannabinoides descritos anteriormente.
Publicaciones recientes han descrito que CB;R y CB3R se co-expresan en la glandula
pineal y pueden estar implicados en su funcion (Koch et al., 2008). De hecho, todos los
componentes del sistema endocannabinoide, los receptores, pero también las enzimas
que catalizan las biosintesis y degradacién de los endocannbainoides, se han podido
detectar en pinealocitos. La expresion de los CB;R permanece invariable durante el
ciclo de 12 horas de luz:12 horas de oscuridad, mientras que la inmunodeteccion de los
CB:R se ve reducida al final del ciclo de luz, cuando la expresion de ambos receptores
resulta ser la mas balanceada (Koch et al., 2008). Pudimos detectar la expresion de los
heteromeros CB;R-CB,R, mediante ensayos de PLA, en pinealocitos aislados a partir
de glandulas pineales extraidas al final del periodo de luz. En la glandula pineal, el
ritmo de la sintesis de melatonina esta bajo el control de la regulacién mediada por
norepinefrina de la N-acetiltransferasa (AANAT), la penultima enzima en la regulacion
de la biosintesis de melatonina (Klein, 2007), y se ha descrito que los fitocannabinoides,
como el tetrahidrocanabinol, reducen la actividad de AANAT disminuyendo la
biosintiesis de melatonina en la glandula pineal (Koch et al., 2006). Nuestros resultados,
de hecho, avalan esta hipotesis ya que, a través del cross-talk negativo en los
heteromeros CB;R-CB;R, los CB;R podrian modular negativamente el efecto de
tetrahidrocannabinol mediado por CB;R en la actividad de AANAT, principalmente, al
final de periodo de luz y, de este modo, seria capaz de modular la sintesis de

melatonina.
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Otra region dénde se ha detectado la expresion de los CB;R es el nucleo
accumbens, donde los CB,R podrian estar implicados directamente en las propiedades
motivacionales y neuroquimicas de la cocaina, responsables de los mecanismos de
adiccion (Xi et al., 2011). De hecho, los agonistas de CB;R, inyectados directamente en
el ndcleo accumbens, disminuyen la toma de cocaina en las ratas; los CB;R pueden
regular la propiedades psicomotoras estimulantes de la cocaina e incluso se ha visto que
los CB2R, que se activan enddgenamente por los endocannabinoides en el nucleo
accumbens, pueden controlar la actividad locomotora (Xi et al., 2011). Dado que los
CB:R también se expresan en el estriado (Pickel et al., 2006; Martin et al., 2008) y se ha
descrito su implicacion en el control de la actividad locomotora (Martin et al., 2008),
determinamos, mediante ensayos de PLA, la posible expresion del heteromero en
cortes de nucleo accumbens de rata y encontramos expresion de los heteromeros CB;R-
CB;R en esta region cerebral. Aunque los efectos mediados por los CB;R en la
actividad locomotora también se han demostrado previamente en los ratones CB; ™~ (Xi
etal., 2011), nuestros resultados ponen de manifiesto una nueva propiedad por la que
los CB1R y los CB;R pueden modularse entre si para controlar la locomocién a través
de los heteromeros, en los que uno de los receptores actuaria como el freno del otro
receptor. Dado que, como se ha comentado anteriormente, los CB;R son mucho maés
abundantes en neuronas que los CB2R, los cambios en la expresién de CB2R podrian ser
los responsables de un nuevo nivel de regulacién en la funcion de los CB;R mediante un
mecanismo de alteracion en la proporcion de los heteromeros CB;R-CB,R. No obstante,

son necesarios mas estudios que prueben la veracidad de esta hipotesis.

En suma, a partir de nuestros datos se pueden explicar algunos de los aspectos
controvertidos relacionados con los CB;R y los CB;R. Una de estas polémicas es debida
al nivel de expresion de ambos receptores en el cerebro. Existen varios trabajos que
discuten sobre la cantidad de CB,R en el cerebro, cuyos niveles puedan cambiar en
condiciones patoldgicas, y especulan sobre el posible papel neuronal de los CB;R
(Benito etal., 2003; Ehrhart et al., 2005; Van Sickle et al., 2005; Gong et al., 2006;
Brusco et al., 2008a; b; Onaivi et al., 2008; Sagredo et al., 2009; Lanciego et al., 2011;
Fernandez-Ruiz et al., 2007; Garcia-Gutiérrez y Manzanares, 2011; Onaivi et al., 2011),
Nuestros resultados sugieren que, incluso a niveles de expresion bajos, el papel de los
CB3R seria relevante, ya que podrian inhibir la sefializacion de los CB;R en zonas
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especificas. Durante los procesos isquemicos, de inflamacién o dafio celular, esta
modulacion podria verse incrementada, apoyando asi la hipotesis propuesta por Onaivi
y sus colaboradores en la que establecen que los CB;R y los CB;R podrian trabajar
independientemente y/o cooperativamente segin las poblaciones neuronales en las que
se encuentren (Onaivi, 2011). Nuestros resultados indican, ademas, que en neuronas que
expresan ambos receptores, esta interdependencia podria estar mediada por la formacién
de heteromeros. Otro punto crucial en el estudio de los receptores de cannabinoides es
concerniente a sus ligandos, ya que los niveles bajos o altos de los mismos han dado
lugar a diferentes resultados (Bambico et al., 2007; Bellocchio et al., 2010), lo cual se
han interpretado ora por que afectan a diferentes poblaciones neuronales ora por su
unién a otros receptores capaces de mediar las acciones de los cannabinoides, tales
como el TRPV1 o GPR55, en la mismas neuronas. Sin embargo, estos hechos podrian
resultar méas logicos si, alternativamente, se explican teniendo en cuenta la posible
formacion de heteromeros. En este contexto, se observaba un efecto diferencial a altas y
bajas dosis del agonista de receptores de cannabinoides no especifico WIN55212,2
sobre el sistema serotoninérgico. A bajas dosis se observaba un incremento en la
excitacion neuronal, mientras a concentraciones altas, dicha excitacion se veia
disminuida. Los autores han discutido la posibilidad de que estos efectos pueden estar
mediados por los CB;R, ya que utilizando su antagonista especifico rimonabant se
bloguea esta accion. Sin embargo, nuestros resultados indican que los antagonistas de
CB:R pueden bloquear también la sefializacion mediada por los CB2R a través de los
heterdmeros de estos receptores. Por tanto, seria interesante revisar estos experimentos
usando también un antagonista especifico de CB;R y verificando su capacidad de
blogueo. Por otro lado, los heterémeros también pueden ayudar a explicar los efectos,
aparentemente opuestos, que se han observado con los dos ligandos enddgenos mas
abundantes, el 2-araquidonoilglicerol y la anandamida, en las neuronas espinosas
estriatales y las neuronas sensoriales de la raiz del ganglio dorsal (revisado por Vicenzo
di Marzo (Di Marzo, 2011)). Parte de estos efectos podrian ser debidos a la sefializacion
diferencial de los heteromeros. Sin embargo, para poder dilucidar como se comportan
los heteromeros, en los diferentes tejidos y a diferentes concentraciones de estos dos

tipos de endocannabinoides, serian necesarios mas estudios.
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Recientemente, se ha propuesto un tercer componente en la familia de receptores
de cannabinoides, el receptor huérfano GPR55 (Pertwee, 2007, 55; Ryberg et al., 2007,
55) para el que también se ha descrito una interaccion funcional con los CB;R (Balenga
etal., 2011; Irving, 2011). Seria interesante poder caracterizar mas ampliamente su
papel en el cerebro, si lo tiene, y verificar si puede formar también heterémeros con
otros miembros de la familia. Para concluir, hemos determinado la presencia de los
heterdmeros CB;R-CB2R en diferentes regiones cerebrales. Estos heterémeros pueden
tener un impacto trascendente en la sefializacion cannabinoide en una gran variedad de
sistemas neuroldgicos e inmunoldgicos y, asi, nuestros datos sugieren que estos
heterdmeros han de tenerse en cuenta en el disefio de aproximaciones terapéuticas para

alteraciones en las que esta implicado el sistema endocannabinoide.

Este mecanismo de regulacion intrinseca de los receptores, mediante la
capacidad de formar heteromeros, puede ocurrir no solo entre receptores de una misma
familia, para regular su expresion y participacion en los distintos procesos neuronales,
sino también entre receptores de distintos neurotransmisores. De esta manera, dada la
alta variabilidad de receptores, podrian constituir una red de sefializacion altamente
sincronizada y estrechamente regulada entre ellos mismos. Este hecho, méas allad de
deslumbrarnos, como habitualmente sucede previa mirada de lo desconocido, no ha de
extrafiarnos si tenemos en cuenta la complejidad del sistema nervioso. Los oligomeros
de los GPCR inmersos en las membranas celulares, son capaces, de hecho, de cambiar
las propiedades farmacologicas, de sefializacion y funcion, al variar la composicion
monomeérica de los mismos, y suponen una posible explicacidn, aunque no la Unica, de
las posibles interacciones funcionales observadas entre los distintos sistemas. De hecho,
como ya se ha comentado anteriormente, los CB;R forman parte de diversos oligdmeros
que tienen una accion diferente en funcion de su composicion (Mackie, 2005). En esta
Tesis, en el Anexo 2, se ha demostrado, mediante técnicas de transferencia de energia,
que los CB;R tienen también capacidad para formar parte de esta promiscua red de
sefializacion y son capaces, no sélo de formar homomeros (resultados presentados en el
Anexo 1) y formar heterémeros con el receptor de su misma familia, CB;, sino también
con receptores de otras familias como los de adenosina Aza Yy serotonina 5HT,c. Este
hecho puede ser de especial interés para estudiar su implicacion en las funciones

cognitivas, dado que estos receptores podrian co-expresarse en las mismas neuronas y,
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en ese caso, formar heterébmeros u oligdmeros mediando distinto tipo de funcion,

sefializacion y regulacion.

Para el caso de los heteromeros entre los receptores de adenosina y de
cannabinoides, el estriado supone un posible escenario donde estos heterémeros puedan
tener un papel funcional, ya que tanto los A,aR como los CB;R y CB;R se encuentran
presentes en las neuronas medias espinosas estriatales de rata (Ciruela et al., 2006;
Martin et al., 2008; Gong et al., 2006). En este sentido, la actividad motora reguladora
ejercida por los CB1R en el estriado de rata depende de la activacion de los AzaR
(Carriba etal., 2007). Ademaés, los CB,;R son capaces de mediar los efectos de
estimulacion locomotora y de recompensa ejercidos por la cocaina en el nucleo
accumbens (Xi et al., 2011), mientras en el estriado ventral de rata, la expresion de los
AzaR incrementa durante la autoadministracion continuada de cocaina (Marcellino
etal., 2007). Nuestros resultados en células transfectadas ponen de manifiesto un
moderado cross-talk negativo entre ambos receptores en el heterémero A;aR-CB2R en
la formacion de neuritas y en la sefializacion intracelular. Sin embargo, son necesarios
experimentos ulteriores que nos permitan tener resultados concluyentes acerca de la

funcionalidad in vivo de estos heterdmeros y su posible expresion en el cerebro.

El conjunto de estos resultados pone de manifiesto, por tanto, la capacidad de los
CB2R para interaccionar con distintos tipos de GPCR, una capacidad que abre nuevas
perspectivas para comprender el papel de los CB2R en el cerebro, lo que podria aportar
nuevas y mas eficaces herramientas farmacoldgicas para el tratamiento de enfermedades

en las que estén involucrados tanto los cannabinoides como otros neurotransmisores.
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5.Conclusiones

Conclusiones que hacen referencia al Objetivo 1 de esta Tesis:

1.

Se ha logrado obtener una sonda que permite detectar, de manera especifica,
el mMRNA codificante para el CB2R en distintas areas de cerebro de Macaca
fascilularis mediante PCR e ISH colorimétrica.

En el cerebro de Macaca fascilularis, los CB;R se expresan en el
hipocampo, en las capas piramidales 111 y V de la corteza cerebral y en el

globo palido, siendo en este ultimo dénde se detecta la mayor expresion.

Se ha determinado la identificacion neuronal de las células que expresan el

MRNA del CB,R en ambas subdivisiones del complejo palidal, GPi y GPe.

Conclusiones que hacen referencia al Objetivo 2 de esta Tesis:

4.

La sobreexpresion del CB;R, pero no del CB;R, impide el correcto
desarrollo de los nervios craneales epibranquiales, maxilomandibular (VI1),
glosofaringeo (IX) y vagal (X), en un modelo in vivo del desarrollo neural.

El fenotipo aberrante observado en los nervios craneales se correlaciona con
un aumento en la fosforilacion de AKkt/PI3K, una disminucion de la
fosforilacion de ERK 1/2 y una alteracion en el gradiente espacio-temporal
de la expresion de factores de transcripcion determinantes para el desarrollo
antero-posterior del sistema nervioso en vertebrados, tales como fgf8, wnt8

y pax2.

Conclusiones que hacen referencia a los Objetivos 3 y 4 de esta Tesis:

6.

Los CB;R se expresan como homomeros en células transfectadas y forman
heteromeros con los CB1R en células transfectadas, en un modelo celular
neuronal, y en diversos tejidos encefalicos de rata, como la glandula pineal,

el nacleo accumbens y el globo palido.

Una caracteristica bioquimica de los heteromeros CB;R-CB,;R es que
muestran un antagonismo cruzado y bidireccional, mediante el cual, los

antagonistas de un receptor inhiben la sefializacion del otro receptor.

La activacion de ambos receptores en el heterémero CB;R-CB;R da lugar a
una interaccion negativa en la sefializacion que ha sido determinada

mediante fosforilacion de Akt y neuritogénesis en un modelo celular
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neuronal. De esta manera, los CB;R modulan negativamente la funcion de
los CB;R.

Conclusiones que hacen referencia al Objetivo 5 de esta Tesis:
9.  Ademas de formar heteromeros con los receptores de su misma familia, los
CB2R son capaces de heteromerizar con otros GPCR tales como los
receptores de serotonina 5HT,c 0 los receptores de adenosina Aga.

10. La coactivacion de ambos receptores en los heteromeros A,aR-CB;R da
lugar a una interaccién negativa en la fosforilacion de ERK 1/2 o en la
neuritogénesis de neuroblastomas.
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Adelantate a toda despedida, como si la hubieras
dejado

atras, como el invierno que se esta yendo

pues bajo los inviernos hay uno tan infinitamente
invierno

que, si lo pasas, tu corazon resistira.

Sé siempre muerto en Euridice, cantando sube,

ensalzando regresa a la pura relacion.

Aqui entre los que se desvanecen, en el reino de lo
que declina,

sé una copa sonora que con sélo sonar se rompio.

Sé, y sabe al mismo tiempo la condicion del no-ser

el infinito fondo de tu intima vibracion

para que la lleves a cabo del todo, esta Unica vez.

A las reservas de la Naturaleza en plenitud, a las
usadas

como a las sordas y mudas, a las indecibles sumas,

afnadete jubiloso y aniquila el nimero.

Sonetos a Orfeo. R.M. Rilke
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