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Espasmos infantiles/ Infantile spasms

Jetlag/ Jetlag

Péptido de unidén/ Joint peptide

Knockout/ Knockout

Actividad locomotora/ Locomotor activity



https://en.wikipedia.org/wiki/Guanosine_triphosphate

Abreviaturas/ Abbreviations

LACRs

LEO

MCH

MCRs

MRAP

MSHs

MT I

NAS

NAT

NPY

oD

ONPG

Actividad locomotora de los ritmos circadianos/ Locomotor

activity circadian rhythms

Oscilador inducible por luz / Light-inducible oscillator

Mega pares de bases/ Mega base pairs

Hormona concentradora de los melanocitos/ Melanin-

concentrating hormone

Receptores de melanocortinas / Melanocortin receptors

Proteina accesoria de los receptores de melanocortinas/

Melanocortin receptor accesory protein

Hormonas estimulantes de los melanocitos / Melanocyte-

stimulating hormones

Melanotan Il / Melanotan I

Ajuste no significativo/ Non adjustment significative

N-acetiltransferasa/ N-acetyltransferase

Neuropéptido Y / Neuropeptide Y

Densidad 6ptica/ Optical density

Orto-nitrofenil-galactopirandsido/Ortho-Nitrophenyl-B-

galactoside



http://scholar.google.es/scholar?q=LARCs,+locomotor+activity+rhythms&hl=ca&as_sdt=0&as_vis=1&oi=scholart

Abrevituras/ Abbreviations

PAF

PAM

PBS

pBSSK

PC

PDP1e¢

PER

PAK

PKR

POMC

PPAR

PRCP

PVN

RLU

RNA
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Paraformaldehido/ Paraformaldehyde

Peptidilglicina monooxigensa oa-amidacion / Peptidyl a-

monooxygenase

Tampon fosfato salino / Phosphate buffered saline

Plasmido pBlue-Script SK/ pBlue-Script SK plasmide

Prohormona convertasas / Prohormone convertases

Proteina de dominio PAR1 epsilon/ PAR1 domain protein epsilon

Periodo/ Period

Proteina quinasa A/ Protein kinase A

Receptor de proquineticina / Prokineticin receptor

Proopiomelanocortina / Proopiomelanocortin

Receptor activado por proliferadores peroxisémicos/

Peroxisome proliferator-activated receptors

Prolilcarboxipeptidasa/ Prolylcarboxypeptidase

Nucleo paraventricular/ Paraventricular nucleus

Unidades relativas de luz/ Relative light units

Acido ribonucleico/ Ribonucleic Acid



https://www.google.es/search?q=paraformaldehyde&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjdtOPq_IzeAhWIAsAKHfW-DFEQBQgnKAA

Abreviaturas/ Abbreviations

RNAseq

RPM

RT

RT-PCR

qPCR

S1PR

SCN

SEM

SNC

SNP

spPVNz

SPz

TAE

TIM

Secuenciacién masiva de RNA/ RNA sequencing

Revoluciones por minuto/ Revolutions per minute

Transcripcion inversa/ Reverse transcription

PCR en tiempo real/Real time PCR

Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa/ Quantitative

polimerase chain reaction

Receptor de esfingosina 1-fosfato/ Sphingosine-1-phosphate

receptor

Nucleo supraquiasmatico/ Suprachiasmatic nucleus

Error estandar de la media/ Standard error of the mean

Sistema nervioso central/ Central nervous system

Mutaciones de Unico nucledtido/ Single Nucleotide

Polymorphism

Zona subparaventricular del nudcleo paraventricular /

Subparaventricular zone of the paraventricular nucleus

Zona subparaventricular/ Subparaventricular zone

Tris-acetato-EDTA/ Tris-acetate-EDTA

Timeless/ Timeless
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Abrevituras/ Abbreviations

12

™

TPH

TPM

TTLF

uv

VIP

VRI

VTA

Zf

T

Transmembrana/ Transmembrane

Triptofano hidroxilasa/ Tryptophan hydroxylase

Transcritos por millén/ Transcrip per million

Loop de retroalimentaciéon transcripcional-translacional/

Transcription-translation feedback loop

Ultravioleta/ Ultraviolete

Péptido intestinal vasoactivo/ Vasoactive intestinal peptide

Factores de transcripcion Vrille/ Vrille transcription factors

Area tegmental ventral/ Ventral tegmental area

Pez cebra/ Zefrafish

Zeitgeber/ Zeitgeber
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El sistema de melanocortinas es un sistema hormonal critico en la respuesta
al estrés y el control del balance energético. Sus péptidos agonistas, las hormonas
estimuladoras de los melanocitos (MSHs) y la hormona adrenocorticotropa (ACTH)
estan codificados en un precursor comun denominado proopiomelanocortina
(POMC). Sus efectos se median a través de 5 receptores (MCRs) que exhiben
farmacologias y dominios de expresién particulares. Los efectos de los agonistas
son contrarrestados por la accién de dos antagonistas enddgenos, la proteina de
sefalizacion aguti (ASIP) y la proteina relacionada con aguti (AGRP), que pueden
actuar como agonistas inversos de los receptores activados constitutivamente.
Para aumentar la complejidad del sistema hormonal existen dos proteinas
accesorias de los receptores de melanocortinas (MRAPs) que interaccionan
fisicamente con los receptores para permitir (MC2R) o modular (MC1R, MC3R,
MC4R, MC5R) la expresidon funcional de los mismos. La MRAP1 es imprescindible
para la migracién a la membrana plasmatica del MC2R mientras que la MRAP2

interactua con el resto de receptores para modular su actividad.

Experimentos anteriores demostraron que, en el pez cebra, uno de los dos
paralogos de MRAP2 (MRAP2a) es capaz de interactuar con el MC4R, un receptor
canonico de la MSH, transformandolo en un receptor de ACTH. Los experimentos
recogidos en esta tesis doctoral demuestran que esta funcién se ha conservado
evolutivamente y esta conservacion evolutiva sugiere la existencia de un rol
fisioldgico para la interaccion MRAP2-MCA4R. Este rol puede estar relacionado con
la trasmisién de informacidén desde el eje hipotdlamo-hipdfisis-interrenal, que
regula la respuesta al estrés hacia los sistemas centrales que controlan el balance
energético. Ademas, proponemos que dicha interaccién oferta un mecanismo
molecular potencial para la explicacién de los beneficios de la terapia con ACTH en

el sindrome de espasmos infantiles.

Nuestro segundo objetivo fue caracterizar molecularmente la interaccién
entre ambas proteinas (MRAP2 y MC4R) utilizando una estrategia de receptores
quiméricos. Experimentos previos en nuestro laboratorio habian demostrado que
la interaccion MRAP2a-MC1R no provocaban una alteracidon farmacoldgica del

receptor. Por tanto, nuestra estrategia fue sustituir diferentes dominios del MC4R
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por aquellos homoélogos del MC1R esperando una pérdida de funcidn, es decir una
pérdida de la sensibilidad a ACTH inducida por la MRPA2a en el receptor
quimérico. Una vez detectados estos dominios fundamentales optamos por la
estrategia contraria, es decir, la substitucion de dominios del MC1R por aquellos
homélogos del MC4R esperando una ganancia de funcién. Los resultados
demuestran que la substitucién conjunta de los dominios transmembranales (TM)
3,5y 7 conjuntamente con el segundo y tercer giros extracelulares (ECL) del MC4R
sobre el MC1R confiere sensibilidad a ACTH al receptor quimérico. Basandonos en
los modelos estructurales de la interaccidén de diversos agonistas con el MC4R,
nuestros resultados otorgan luz sobre la relacién funcional entre la MRPA2a vy el

MCA4R y permiten inferir modelos de interaccion especulativos.

Resultados transcriptémicos previos del grupo de investigacion habian
sugerido la participacién del sistema de melanocortinas en la regulacién del reloj
circadiano, por tanto, nuestro siguiente objetivo fue demostrar esta interrelacién.
Para ello utilizamos el paradigma de la actividad locomotora circadiana
habitualmente utilizada para el estudio de los ritmos circadianos. En primer lugar,
y para poner a punto el sistema de registro de la actividad, estudiamos las
diferencias de actividad locomotora entre grupos aislados de machos y hembras
mostrando que bajo estas condiciones de aislamiento los ritmos de actividad
locomotora son dependientes del sexo, ademas también demostramos que la
administracion oral de esteroides opuestos al sexo fenotipico, es decir estradiol
en machos y 1l-ceto-androstenediona (como precursor de la 11-
cetotestosterona) en hembras, revertia parcialmente los efectos del sexo sobre el
perfil locomotor. Finalmente quisimos estudiar la posible interaccién del sistema
de melanocortinas y la regulacién del reloj circadiano demostrando que la
sobreexpresién de antagonistas endégenos en modelos de transgénesis en el pez
cebra modifica el patréon de actividad de los animales. Los animales transgénicos
exhiben una mayor actividad significativa especialmente durante el periodo
nocturno. Estos datos concuerdan con datos ya publicados por nuestro grupo de
investigacién donde se demuestra la ausencia de diferencias significativas en los

niveles de melatonina entre el dia y la noche en animales transgénicos.
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El sistema de melanocortines és un sistema hormonal critic en la resposta a
I'estrés i el control del balang energétic. Els seus peptids agonistes, les hormones
estimuladores dels melanocits (MSHs) i I’hormona adrenocorticotropa (ACTH)
estan codificats en un precursor comu denominat proopiomelanocortina (POMC).
Els seus efectes es mesuraven a través de 5 receptors (MCRs) que exhibeixen
farmacologies i dominis d’expressid particulars. Els efectes dels agonistes son
contrarestats per laccid de dos antagonistes endogens, la proteina de senyalitzacid
aguti (ASIP) i la proteina relacionada amb aguti (AGRP), que poden actuar com
agonistes inversos dels receptors activats constitutivament. Per a augmentar la
complexitat del sistema hormonal existeixen dos proteines accessories dels
receptors de melanocortines (MRAPs) que interaccionen fisicament amb els
receptors per a permetre (MC2R) o modular (MC1R, MC3R, MC4R, MC5R)
I’expressid funcional dels receptors. La MRAP1 és imprescindible per la migraci6 a
la membrana plasmatica del MC2R mentres que la MRAP2 interactia amb la resta

de receptors per a modular la seua activitat.

Experiments anteriors van demostrar que, en el peix zebra, un dels dos
paralegs de MRAP2 (MRAP2a) és capac¢ d’interactuar amb el MC4R, un receptor
canonic de la MSH, transformant-lo en un receptor d’ACTH. Els experiments
recollits en aquesta tesis doctoral demostren que aquesta funcid s’ha conservat
evolutivament i aquesta conservacid evolutiva suggereix I'existencia d’un rol
fisiologic per a la interaccié MRAP2-MCA4R. Aquest rol pot estar relacionat amb la
transmissié d’informacié des de I’eix hipotalam-hipofisis-interenal que regula la
resposta a I'estrés cap als sistemes centrals que control-len el balang energetic. A
més a més, proposem que I’'esmentada interaccié oferta un mecanisme molecular
potencial per I'explicacié dels beneficis de la terapia amb ACTH en sindrome

d’espasmes infantils.

El nostre segon objectiu fou caracteritzar molecularment la interaccié entre
ambdues proteines (MRPA2 y MC4R) utilitzant una estrategia de receptors
quimerics. Experiments previs al nostre laboratori havien demostrat que la
interacci6 MRAP2a-MC1R no provocaven una alteracid farmacologica del

receptor.
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Per tant, la nostra estrategia fou substituir diferents dominis del MC4R per aquells
homolegs del MC1R esperant una péerdua de funcid, és dir una pérdua de la
sensibilitat a ACTH induida per la MRPA2a en el receptor quimeric. Una vegada
detectats aquests dominis fonamentals optem per |'estratégia contraria, és a dir,
la substitucié de dominis del MC1R per aquells homolegs del MC4R esperant una
ganancia de funcié. Els resultats demostren que la substitucié conjunta dels
dominis transmembranals (TM) 3, 5 i 7 conjuntament amb el segon i tercer girs
extracelulars (ECL) del MC4R sobre el MC1R confereix sensibilitat a ACTH al
receptor quimeric. Basant-nos en els models estructurals de la interaccid de
diversos agonistes amb el MC4R els nostres resultats atorguen llum sobre la
relacié funcional entre la MRPA2a i el MC4R i permiteixen inferir models

d’interaccid especulatius.

Resultats transcriptomics previs del grup d’investigacié havien suggerit la
participacié del sistema de melanocortines en la regulacié del rellotge circadia, per
tant, el nostre seglient objectiu fou demostrar aquesta interrelacié. Per a aixo
utilitzem el paradigma de I’activitat locomotora circadiana habitualment utilitzada
per I'estudi dels ritmes circadians. En primer lloc, i per posar a punt el sistema de
registre de I’activitat, estudiem les diferéncies d’activitat locomotora entre grups
aillats de mascles i femelles mostrant que baix aquestes condicions d’aillament els
ritmes d’activitat locomotora sén dependents del sexe, a més a més també
demostrem que I"administracié oral de esteroides oposats al sexe fenotipic, és a
dir estradiol en mascles i 11-ceto-androstenediona (com a precursor de la 11-
cetotestosterona) en femelles, revertia parcialment els efectes del sexe sobre el
perfil locomotor. Finalment vam voler estudiar la possible interaccié del sistema
de melanocortines i la regulacié del rellotge circadia demostrant que la
sobreexpressid d’antagonistes endogens en models de transgénesis en el peix
zebra modifica el patré d’activitat dels animals. Els animals transgénics exhibeixen
una major activitat significativa especialment durant el periode nocturn. Aquestes
dades concorden amb dades publicades anteriorment pel nostre grup
d’investigacid on es demostra I'abséncia de diferencies significatives en els nivells

de melatonina entre el dia i la nit en animals transgénics.
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Melanocortin system is a key hormonal system in the regulation of stress
response and the control of energy balance. Peptide agonist, the melanin-
stimulating hormones (MSHs) and adrenocorticotropic hormone (ACTH) are
encoded in a common precursor named proopiomelancortin (POMC). Their effects
are mediated through five receptors that exhibit different expression domains and
pharmacological properties. Agonist effects are counterbalanced by the action of
endogenous competitive antagonist, agouti-signalling protein (ASIP) and agouti-
related protein (AGRP) that can also work as inverse agonist at constitutive
activated receptors. To increase the complexity of the hormonal system, two
melanocortin receptor accessory proteins (MRAPs) physically interplay with the
melanocortin receptors to allow (MC2R) or modulate (MC1R, MC3R, MC4R, and
MC5R) the functional expression of the receptors. MRAP1 is critical for the MC2R
traffic to the plasma membrane whereas MRAP2 interacts with the remaining

receptors to modulate their activity.

Our previous experiments demonstrated that, in the zebrafish, one of the
two MRAP2 paralogues (MRAP2a) is able to physically interact with the MC4R, a
canonical MSH receptor, to become an ACTH receptor. Experiments in the
doctoral thesis demonstrate that this function is conserved and this evolutionary
conservation suggests a physiological role for the MC4R-MRAP2 interaction. This
role can be related to the information relay from the hypothalamic-pituitary-
interrenal axis, that regulates the stress response, to the central systems that
controls energy balance. In addition, we propose that this interaction can be the
molecular substrate explaining the ACTH therapy of the infantile spasm syndrome

in humans.

One second objective was to molecularly characterize the interaction
between both proteins (MC4R and MRAP2a) using a receptor quimeras strategy.
Previous experiments in our lab demonstrated that the interaction of MRAP2a
with MC1R cannot modify the pharmacological profile of the receptor. Therefore,
our strategy was to exchange different receptor domains of the MC4R with those
homologues in the MC1R looking for a loss of function, i.e. a loss of the MRAP2a-

induced ACTH sensitivity. Once characterized the main domains responsible for a
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loss of function in the MC4R quimeras, we follow the opposite strategy, i.e.
exchange the critical domains of MC4R into MC1R waiting for a gain of function in
the new MC1R quimeras. Our results demonstrate that integrated substitution of
the transmembrane domains (TM) 3, 5, and 7 together with the external loops
(ECL) 2 and 3 provides ACTH sensitivity to the new MCI1R quimeras. Following
several structural models of the interaction between different agonists with the
melanocortin receptors, our results provides some light on the functional
relationship between MRAP2a and MC4R and allow to infer some interactive and

speculative models.

Previous transcriptomic results in the research group suggested the
involvement of the melanocortin system in the regulation of circadian clock,
therefore, our following objective was to demonstrate this interaction. To that, we
use the circadian locomotor activity paradigm usually utilized for the study of
circadian rhythms. First and with the aim to set up the recording systems we
studied the potential differences between the locomotor activity patterns
between isolated groups of males and females showing that under these
conditions of grouped-sex isolation the locomotor activity is sex-dependent,
moreover we also demonstrate that the oral administration of opposed sex
steroids to the phenotypic sex, i.e. 17p-estradiol to males and 11-keto-
androstenedione (as 11-keto-testosterone precursor) to females was able to
revert the sex effects on locomotor pattern. Finally, we wanted to study the
potential interaction of the melanocortin system and the regulation of circadian
clock using the previous setup thus demonstrating that the overexpression of ASIP
in transgenic models modifies the locomotor activity. The transgenic animals
exhibit higher global activity specially during the nocturnal period. These data are
in well-agreement with those previously reported by our research group showing
the absence of significant differences between brain melatonin levels during the

light and dark period of the photoperiod in transgenic animals.
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Introduccién

1.1. Sistema de melanocortinas

Las melanocortinas se producen mediante procesado postraducional del
precursor proopiomelanocortina (POMC), el cual se produce en la pituitaria
anterior predominantemente (Padilla et al., 2010), y se procesa de forma
diferencial dependiendo del tipo celular hipofisiario (Castro y Morrison, 1997). En
tetrdpodos este precursor integra tres dominios principales: el amino terminal
pro-y-hormona estimulante de los melanocitos (pro-y-MSH); el central, la
hormona adrenocorticotropa (ACTH) y el dominio carboxilo terminal, la -
lipotrofina (B-LPH). Cada dominio exhibe un péptido MSH que se caracterizan por
la presencia de un tetrapéptido con la siguiente secuencia HFRW (histidina-
fenilalanina-arginina-triptdfano). En el fragmento N-terminal encontramos la y-
MSH, en el fragmento central se localiza la a-MSH, que en realidad constituye los
13 primeros aminoacidos de la ACTH y en el fragmento C-Terminal encontramos

la B-MSH (revisado por Navarro et al., 2016).

El POMC se expresa fundamentalmente en dos tipos celulares de la hip&fisis
de vertebrados, los corticotropos de la pars distalis y los melanotropos de la pars
intermedia y en cada tipo celular se procesa una bateria diferente de péptidos
desde el POMC. En las células corticotropas la accion de la prohormona convertasa
de tipo 1 (PC1) provoca la liberacion de ACTH y B-lipotrofina mientras que la accién
combinada de PC1 y PC2 en los melanotropos de la pars intermedia provoca la
liberacién de a-MSH y el opioide enddgeno B-endorfina (Figura 1) (Benjannet et
al., 1991; Castroy Morrison, 1997). En mamiferos, el POMC se expresa también en
dos nucleos neuronales del cerebro, concretamente en el nicleo arqueado (NAq)
del hipotdlamo y en el nucleo del tracto solitario (NTS) del cerebro posterior,
donde se procesa hacia la produccion de a-MSH y B-endorfina por accién
combinada de las convertasas (Bangol et al., 1999). Algunos estudios, no exentos
de ambigliedad, también han sugerido la presencia de ACTH central lo que
implicaria la accidn Unica de la PC1 sobre el precursor de melanocortinas (Smith y

Funder, 1988).

Tras su escision desde el POMC, las MSHs se procesan

postranscripcionalmente, generando diversas isoformas. En primer lugar, las
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Introduccién

MSHs sufren un proceso de amidacion C-terminal gracias a la accion de la
monooxigenasa amidante de peptidil-glicina (PAM) (Kumar et al., 2016). Tras este
proceso, las hormonas se acetilan en su extremo N-terminal pudiendo encontrar
tres variantes: sin acetilacion, monoacetiladas o diacetiladas. La acetilacidn
provoca una variacion de la actividad farmacolégica del péptido y también protege

a este de la degradacién por aminopeptidasas, lo que incrementa la vida media

del péptido (Arends et al., 2000).

RK KR KR KKRR KR KK KR KK
1l 1l LI 11l 1l 1l 1l 1l
NH2{ POMC -COOH
Lobulo Anterior pC1 PC1
Rl fu il
[ N-POMC{1-77) ]‘,[ ACTH ]\ +[ p-lipotrofina |
\
\
PC2 PC2  CPE/PAM ‘\ pPC2 \
, R T n, A SO
[ N-POMC(1-49) ][ Lys-y3-MsH ] [ w» ] AACE/PC2 \I‘ [M M':_’;“"'
\
* \l PC*Z C:E sz
Civion
CPE APB CPE NAT CPE
A v
[ ACTH (1-14) ] [ CLIP (ACTH(19-39) ] AC "‘a‘_;;;'“'
NAT PAM
¥ v

Qr— alamo y Lobulo Ints di /

Figura 1. Esquema general que representa el procesado del POMC bovino. En el I6bulo anterior
hipofisiario PC1/3 es la primera convertasa en generar un fragmento del POMC de 16 kb (N-POMC),
la ACTH y la B-lipotrofina (B-LPH). En el hipotdlamo y el I6bulo intermedio el procesado prosigue
produciendo a-MSH y B-endorfina. APB aminopeptidasa, AACH enzima convertidor de ACTH, CPE
carboxypeptidasa, NAT N-acetiltransferasa, PAM peptidilglicina monooxigensa a-amidacion, JP

péptido de unidn, PC prohormona convertasa, Ac grupo acetil, K lisina, R arginina. Modificado de
Cawley et al., (2016).

Dada la duplicacién extra del genoma en los peces teledsteos (Amores et al.,
1998), muchos presentan una segunda copia o paralogo del POMC que ha sufrido
un proceso de subfuncionalizacidn, es decir, la funcién original del POMC se ha
repartido entre los dos paralogos del gen (de Souza et al., 2005). Ademas, existe

una pérdida gradual del dominio y-MSH con la desaparicion del péptido en los
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peces mas modernos, los teledsteos (revisado por Cortés et al., 2014; Navarro et

al., 2016).

La sefializacion de las melanocortinas en vertebrados estd mediada por la
union de estas a una familia de cinco receptores (MC1R- MC5R) que pertenecen a
la familia de la rodopsina, o tipo A (Schiot et al., 2005). Cuando se une el ligando
al receptor, este se activa y se produce un cambio conformacional en el mismoy
en la proteina G acoplada; la subunidad a de dicha proteina se escinde y se
produce la fosforilacion de la adenilatociclasa (AC) y el consecuente incremento
de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) intracelular. Dicho compuesto activa la
proteina quinasa A (PKA); que es una holoenzima formada por dos subunidades
cataliticas y dos subunidades reguladoras. A bajas concentraciones de AMPc, la
holoenzima permanece en estado inactivo y las subunidades cataliticas
permanecen unidas a las subunidades reguladoras; pero a altas concentraciones
de AMPc, este compuesto se une a las subunidades reguladoras provocando un
cambio conformacional en las subunidades reguladoras que dejan libres las
subunidades cataliticas exponiendo asi el sitio activo. Esto provoca la escision de
la subunidad catalitica que activa el factor de transcripcion CREB (proteina de
unién a los elementos de respuesta al AMPc) que a su vez activan/reprimen la
transcripcién de genes que presentan elementos de respuesta al AMPc (CRE) en
sus promotores (Lopes et al., 2018). La PKA se encarga de la fosforilacion del

receptor de nuevo para que esta adquiera la conformacion inicial (Figura 2).

El ciclo de los receptores de melanocortinas se inicia en el reticulo
endoplasmatico (ER) y tras las modificaciones postraduccionales pertinentes
alcanzan la superficie celular, donde interaccionaran con los ligandos. Las
chaperonas, proteinas de choque térmico y proteinas accesorias son las
encargadas de su correcta conformacién y ensamblaje, y el sistema de ubiquitina-
proteosoma es el encargado de degradar los polipéptidos con conformaciones

incorrectas (Cooray et al., 2009; Cooray et al., 2011; Meimaridou et al., 2011).

El clonaje en 1992 de los receptores de melanocortinas produjo un avance
en el entendimiento de las funciones fisioldgicas de este sistema hormonal

(Mountjoy et al., 1992). La expresion de los receptores de melanocortinas exhibe
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una amplia distribuciéon corporal y estan involucrados en diversas funciones
fisiolégicas (Mountjoy et al., 1992). La generacion de ratones “knockout” para los
receptores de melanocortinas ha proporcionado una importante herramienta
para la investigacién de sus funciones. Los receptores MC1R, MC3R, MC4R y MC5R
se activan gracias a la unién de cualquier melanocortina, aunque con diferentes
afinidades dependiendo del tipo de receptor, pero responden de manera
ineficiente a la ACTH. Por el contrario, el MC2R es Unicamente activado por la

ACTH pero no puede unir las diferentes MSHs (Cone y Mountjoy, 1993).

CITOPLASMA

Expresion/ geénica

PKA activa PKA inactiva

Figura 2. Ruta de sefializacién del AMPc. Los receptores acoplados a la proteina G (GPCR) sufren
un cambio conformacional tras la union del ligando o en respuesta a un estimulo extracelular. La
subunidad GSa intercambia guanosin difosfato (GDP) por la forma trifosfatada (GTP) que activa a
su vez la adenilato ciclasa (AC) encargada de transformar ATP en AMPc. Al elevarse los niveles de
AMPc, regulados por la fosfodiesterasa (DPE) que también degrada cGMP a GTP se activa la
proteina quinasa A (PKA) que consiste de un tetramero de dos subunidades regulatorias homo- o
heterodimericas (R) y dos cataliticas (C) responsables de la fosforilacion de factores de
transcripcion, como CREB (proteina de unién a los elementos de respuesta a AMPc), que entraran
en el nucleo celular para unirse a los promotores génicos y activar su transcripcion. Modificado de
Hannah-Shmouni et al., (2016).
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Los dos primeros receptores en ser caracterizados fueron el receptor de a-
MSH (MC1R)y el receptor de ACTH (MC2R) (Mountjoy et al., 1992). El MC1R regula
la pigmentacién de la piel (Robbins et al., 1993), el MC2R, receptor de ACTH es un
componente importante en el eje hipotdlamo-pituitaria-adrenal (Mountjoy et al.,
1992) que regula la sintesis de glucocorticoides adrenales en respuesta al estrés.
El MC3R y el MC4R se expresan fundamentalmente en el cerebro y son
importantes reguladores de la homeostasis energética (Ollmann et al., 1997). El
MCS5R, ultimo receptor en ser caracterizado, ha sido el mds esquivo en cuanto ala
caracterizacion de su funcion fisioldgica. Los experimentos realizados en el
laboratorio del Dr. Roger Cone finalmente concretaron su participaciéon en la
regulacién de las secreciones exocrinas de diferentes glandulas tanto sebaceas
como prepuciales (Chen et al.,, 1997); aunque también esta implicado en la

regulacién de otros procesos fisioldgicos (Rodrigues et al., 2013).

1.2. Antagonistas enddgenos de los receptores de melanocortinas

La sefalizacion de las melanocortinas no esta exclusivamente regulada por
la unién de agonistas, sino también por antagonistas como la proteina de
sefnalizacion aguti (ASIP), denominada exclusivamente aguti en el caso del raton,
y la proteina relacionada con aguti (AGRP) que compiten con los agonistas por la
union a los receptores. Ambas proteinas se caracterizan estructuralmente por la
presencia de un patron caracteristico de cisteinas y puentes disulfuro en la regién
C-terminal que confiere un patrén estructural caracteristico denominado “Knot
structure”. A diferencia de AGRP, ASIP presenta una region rica en prolinas previa
a laregidn de cisteinas C-terminal y una region N-terminal basica, rica en residuos
de arginina y lisina. Por el contrario, AGRP presenta un par dibdsicos
inminentemente anterior a la region activa de C-terminal donde el precursor se

procesa (Guillot et al., 2012).

ASIP se expresa fundamentalmente en las células epiteliales del foliculo
piloso donde antagoniza los efectos de a-MSH sobre el MC1R, su receptor mas
especifico. Su expresidn pulsatil durante una fase del ciclo de crecimiento piloso

provoca un cambio en la sintesis de eumelanina, un pigmento de color
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marréon/negro, en favor de la sintesis de feomelanina, un pigmento de color
amarillo/naranja. Dicho pulso conlleva la formaciéon de una banda subapical
amarilla que genera el aspecto pardo en el pelaje de muchos mamiferos ( Bultman
et al.,, 1992; Michaud et al., 1993; Miller et al., 1993). El control espacial de la
expresion de ASIP conlleva la aparicion de un patron de pigmentacién
dorsoventral caracteristico con regiones dorsales de color oscuro y vientres de

color claro ampliamente extendido en el reino animal (Vrieling et al., 1994).

Paradéjicamente, ASIP también es capaz de activar el MC4R, aunque esta
interaccion no tiene significado fisioldgico ya que ASIP se expresa en la piel
mientras que el MC4R es de expresidn central y por tanto ambas proteinas nunca
estan en contacto. Sin embargo, una mutacién letal en homocigosis denominada
“lethal yellow mice” (Ay/Ay) sitia a ASIP bajo el control del promotor del gen Raly,
una proteina de unién al RNA de expresion ubicua (Michaud et al., 1993; Miller et
al., 1993). Esto provoca que ASIP también se exprese de forma ubicua incluyendo
el cerebro donde interacciona con el MC4R. La cepa de ratones heterocigotos
“viable yellow” (Ay/+) son de color amarillo por desplazamiento de la
melanogénesis hacia la sintesis de feomelanina y obesos por antagonizacion del

MCA4R central (Lu et al., 1994).

La existencia de un antagonista endégeno del MC1R en la piel y el efecto de
ASIP sobre MC4R central produciendo obesidad llevé al Dr. Greg Barsh de la
Universidad de Standford a hipotetizar la existencia de un sistema paralelo en el
cerebro de mamiferos. Tras el escrutinio de librerias de ESTs (“expressed sequence
tags”) del cerebro de ratén encontraron una proteina similar a ASIP que exhibia el
mismo patron de cisteinas C-terminal, que denominaron AGRP. Comprobaron que
efectivamente AGRP era un antagonista del MC4R que se expresaba en el nucleo
arqueado del hipotadlamo y finalmente demostraron que la sobreexpresion en
transgénesis recuperaba el fenotipo energético del raton (Ay/+), es decir la
obesidad. Por el contrario, la sobreexpresion de AGRP no tenia efectos sobre el
pelaje, ya que AGRP no puede antagonizar los efectos de MSH sobre el MC1R
(Ollmman et al., 1997). Investigaciones posteriores han demostrado que en

realidad ASIP y AGRP son agonistas inversos del MC1R y MC4R, respectivamente.

28




Introduccién

Es decir, ambos receptores se activan de forma constitutiva sin necesidad de
ligando y los agonistas inversos reducen esta actividad constitutiva (Garcia-Borrén
et al., 2005; Nijenhuis et al., 2001; Sanchez et al., 2009). Por tanto, la accion de
ASIP y AGRP no depende de la mera competencia con el agonista por los sitios de
union al receptor, sino que por si solos son capaces de unirse al receptor y
disminuir su actividad constitutiva. Ademas, se ha demostrado la relevancia

fisiolégica de este agonismo in vivo (Tolle y Low, 2008).

1.3. Los receptores de melanocortinas

Como he expuesto anteriormente, las melanocortinas senalizan a través de
5 receptores positivamente acoplados a la proteina G, sus dominios de expresion
son muy variados y las funciones que cubren muy diversas, desde el control de la

melanogénesis hasta la regulacion de la ingesta y el gasto energético.

1.3.1. Receptor 1 de melanocortinas (MC1R)

El MCI1R se expresa en diferentes tipos celulares de la piel, incluyendo
melanocitos, queratinocitos y células epiteliales y estd implicado en la regulacion
de la sintesis de melanina, o melanogénesis, que determinara en ultima instancia
la coloracién del pelaje en los mamiferos (Garcia-Borrén et al., 2005). Como hemos
esbozado anteriormente la pigmentacién en mamiferos estd determinada por la
cantidad de dos pigmentos, eumelanina y la feomelanina. La tirosinasa participa
en la sintesis de ambos siendo el enzima limitante del proceso. Cuando los niveles
de tirosinasa son escasos el proceso sintético deriva hacia la produccién de
feomelanina mientras que ante elevados niveles de tirosinasa el exceso de L-DOPA

y dopaquinona deriva hacia la sintesis de eumelanina (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de la sintesis de diferentes formas quimicas de la melanina en mamiferos.

Las cantidades relativas de estos dos pigmentos dependen de los loci: agouti
y extension (ver seccion 2). La clonacién de los receptores de melanocortinas y el
conocido efecto de la MSH sobre la expresion y actividad de la tirosinasa
rapidamente condujo a la identificacion del MC1R como el gen que ocupa el locus
extension (Robbins et al., 1993). De hecho, las mutaciones que confieren una
actividad constitutiva al receptor son responsables de hipermelanosis y del
conocido fenotipo de la “oveja o el lobo negro”. El gen MCI1R es altamente
polimérfico y determinante principal de las variaciones de la pigmentacion
humana (Valverde et al., 1995; revisado por Herraiz et al., 2017), las diversas
variantes de pérdida de funcién estan asociadas con un fenotipo de color del pelo
pelirrojo y tez blanca (Box et al., 1997). La melanina sintetizada en los melanocitos
se distribuye a los queratinocitos dotandolos de un escudo de proteccién solar
contra el daiio del ADN inducido por la radiacidn ultravioleta (Herraiz et al., 2018).
Por tanto, las mutaciones hipomoérficas del MC1R conllevan mayor susceptibilidad

hacia el desarrollo de melanoma (Herraiz et al., 2018).

El MC1R se conoce también como el receptor de a-MSH debido a la alta
afinidad que presenta por esta melanocortina, de hecho, es el receptor con mayor

afinidad por la a-MSH en humanos (Garcia Borréon et al., 2005) aunque en
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vertebrados no tetrapodos la afinidad por a.-MSH no es tan elevada (Schioth et al.,
2005). Sin embargo, en humanos MC1R también presenta mucha afinidad por la
ACTH (Schioth et al., 2005) casi tanta como por la a-MSH. Por este motivo los
pacientes con adenomas hiposifiarios que secretan un exceso de ACTH exhiben
una pigmentacion/tez oscura, ademas de hipercortisolismo, provocada por la
estimulacion de la melanogénesis via MC1R. Esta enfermedad se le conoce como

“sindrome de Cushing” (Chan et al., 2011).

En peces, el MCI1R tiene un perfil de expresién mas amplio, pero también
aparece en la piel dorsal y ventral sugiriendo su implicacion en el control del
patrén de pigmentacién en peces. Se ha demostrado que mutaciones en el MC1R
son las responsables del fenotipo asociado a la mutacion “brown” en los tetras de
cueva (Astyanax mexicanus), que se caracteriza por una reduccién en el contenido
de melanina, del nimero de melandforos y la presencia de ojos marrones (Gross
et al., 2009). Los experimentos realizados en nuestro laboratorio han demostrado
que el bloqueo de la expresion del receptor mediante técnicas de CRISPR
(repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas)
conlleva una fuerte reduccion en el nimero de melanéforos (denominacién
comun de los melanocitos en peces) y xantoforos (cromatéforos que acumulan
pigmentos de tipo carotenoide y pterinas con aspecto amarillo/rojo/anaranjado)
dorsales. Por el contrario, el nimero ventral de ambos cromatdforos aumenta
junto con la severa disminucion de iridéforos (cromatdéforos formados por placas

de guanina de aspecto irisado/plateado) (Cal et al., 2019).

1.3.2. Receptor 2 de melanocortinas (MC2R)

El MC2R es el receptor acoplado a proteina G de menor tamafio y quizas el
mas caracteristico de los receptores de melanocortinas debido a su perfil
farmacolégico. Es el Unico receptor que responde exclusivamente a la ACTH y
nunca a las diferentes MSHs (Schi6th et al.,2005). En humanos, se expresa casi
exclusivamente en el cértex adrenal donde estimula la sintesis y secrecién de
glucocorticoides tras activacién por ACTH. Es, por tanto, un punto crucial del

conocido eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HPA) que regula junto con el eje
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hipotalamo-simpatico-cromafin la respuesta al estrés en vertebrados (Wenderlar-
Bonga et al., 1997). Ante un estimulo considerado estresante, las neuronas
hipotaldmicas del nucleo paraventricular (PVN), o de su equivalente en peces el
nucleo predptico, liberan factor liberador de ACTH (CRF) hacia el sistema portal
hipofisiario. El CRF estimula la liberaciéon de ACTH desde los corticotropos de la
pars distalis que pasa al torrente sanguineo para estimular la sintesis y secrecién

de glucocorticoides adrenales (Gallagher et al., 2008).

Las mutaciones del MC2R son causantes de la deficiencia familiar de
glucocorticoides (FGD) de tipo |, una enfermedad autosdmica caracterizada por la
resistencia a la ACTH, es decir, altos niveles de ACTH, ausencia de glucocorticoides,
niveles normales de mineralocorticoides y melanogénesis aumentada (Tsigos et

al., 1993; Chan et al. 2011).

En peces los glucocorticoides y el MC2R también estan implicados en la
regulacién de la respuesta al estrés (Aluru y Vijayan, 2009). EIl MC2R se expresa
principalmente en el tejido interrenal, el equivalente del cortex adrenal en peces,
aungue sorprendentemente existe un elevado nivel de expresién en el telencéfalo
e hipotalamo de trucha (Aluru y Vijayan, 2008) o en el tejido hepatico de la lubina
(Agulleiro et al., 2013). Su expresion en el tejido interrenal aumenta rapidamente
tras el estrés, en consonancia temporal con el aumento de la expresién de enzimas
esteroideogénicos y la presencia de glucocorticoides plasmaticos en trucha (Aluru
y Vijayan, 2008). En la lubina, la expresién interrenal del MC2R esta regulada por
los propios glucocorticoides estableciéndose un sistema de retroalimentacion
corto que podria tener implicaciones en la adaptacion al estrés. Es decir, la propia
elevacién de glucocorticoides inducida por la secrecién de ACTH haria remitir la
expresion interrenal del MC2R reduciendo la respuesta del tejido interrenal a la
ACTH en un proceso de adaptacién que llevaria a una reduccion de la sintesis de
glucocorticoides en presencia de elevados niveles de ACTH (Agulleiro et al., 2013).
La expresidn hepatica podria estar relacionada con la movilizaciéon de reservas
energéticas durante la respuesta al estrés, ya que los datos procedentes de
nuestro laboratorio han demostrado que la ACTH es capaz de inducir la lipolisis

hepdtica en la lubina (Agulleiro et al., 2013).
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La paradoja del MC2R refiere i) su expresion funcional y ii) su particular
farmacologia. Los intentos de caracterizacion del perfil farmacoldgico de este
receptor in vitro nunca llegaban a término, debido a que el receptor no es capaz
de alcanzar la membrana plasmadtica cuando se expresa en lineas celulares
convencionales (HEK-293, Cos-7) (Noon et al.,, 2002), con las que se han
caracterizado los perfiles farmacoldgicos del resto de receptores de
melanocortinas (Cerda-Reverter et al., 2011). Sin embargo, la expresién funcional
si se obtenia en células de origen adrenal, donde se expresa el MC2R, lo que hacia
suponer la existencia de un factor de origen adrenal necesario para la expresidon
funcional del MC2R (Schimmer et al., 1995). Finalmente, mediante el estudio de la
FGD, el laboratorio del Dr. Clark (Queen Mary University of London) consiguié
identificar un factor celular que interaccionaba fisicamente con el receptor y
permitia su trafico a membrana y, por tanto, su expresion funcional (Metherell et
al., 2005). Este tema serd tratado posteriormente en la seccidén referente a las

proteinas accesorias de los receptores de melanocortinas.

El segundo punto paraddjico refiere a la respuesta del MC2R a la ACTH. La
cuestion es, cdmo puede el receptor discriminar entre ambas hormonas si la a-
MSH esta integrada dentro de la ACTH y por tanto muestran secuencias
coincidentes. Mediante ensayos de bioactividad encaminados a la produccién de
glucocorticoides, Schwyzer (1977) comprobd la actividad biolégica de diversos
fragmentos de ACTH acortados (Figura 4) viendo que los primeros 24 aa de la
secuencia de ACTH confieren una actividad plena al péptido. Por el contrario, la
reduccion a los 16 primeros aminodcidos minimiza la actividad del receptor vy,
como hemos expuesto anteriormente, la o-MSH no tiene actividad.
Sorprendentemente el fragmento 11-24 no induce la actividad per se, pero

bloqueaba la activacién inducida por la ACTH (1-39).
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ACTH(1-39) SYSMEHFRWGKPVGKKRRPVKVYPNVAENESAEAFPLEF Actividad completa

ACTH(1-24) SYSMEHFRWGKPVGKKRRPVKVYP Actividad completa
ACTH(1-16) SYSMEHFRWGKPVGKK Actividad minima
o-MSH SYSMEHFRWGKPV-NH, Sin actividad
ACTH(11-24) KPVGKKRROVKVYP Bloquea la unidén de ACTH(1-39)

Figura 4. Péptidos utilizados para estudiar la activacion del MC2R y efecto desarrollado. Ver texto
para mas informacion.

Ademads, comprobd que el tetrapéptido HFRW es esencial, en cualquier caso,
para la activacién del receptor. Estos resultados hicieron suponer la presencia de
dos sitios de unién para la ACTH en el receptor. El primer sitio de unién formado
por el motivo KKRRP de la ACTH es el sitio director o permisivo y cuya union al
receptor induce un cambio conformacional que expone el segundo sitio de unién,
hasta el momento no accesible a otros péptidos particularmente al motivo HFRW.
Una vez abierto este segundo sitio, la unién del motivo HFRW induce un segundo
cambio conformacional que activa la proteina G dirigiendo el sistema de
transduccion celular (revisado por Dores et al., 2014) (Figura 5). Los experimentos
de mutagénesis dirigida han revelado la importancia del segmento
transmembrana 3 (TM3), concretamente la leucina 112 (L112). Asi, la substitucion

de L112 porisoleucina confiere al MC2R sensibilidad a la a.-MSH (Yang et al., 2019).

MC2R + aMSH MC2R+ACTH

T et

Figura 5. Modelo de activacion del MC2R por la ACTH. El receptor presenta 2 sitios de unién. El
primer lugar de union, donde actua el motivo “KKRRP”, provoca un cambio conformacional que
expone el sitio de union para el motivo “HFRW”, presente también en a-MSH. La union del ultimo
motivo permite un segundo cambio conformacional que activa la via intracelular de segundo
mensajero. a -MSH no puede activar el receptor porque en ausencia del motivo KKRRP el lugar de
unién para HFRW permanece cerrado.
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1.3.3. Receptor 3 de melanocortinas (MC3R)

El MC3R presenta gran afinidad por el péptido y-MSH, y por esta razon se le
conoce cotidianamente como el receptor de y-MSH, aunque también se activa por
union de otras MSHs (Roselli-Rehfuss et al., 1993; Schi6th et al., 2005). A su vez,

AGRP actua como un antagonista competitivo sobre el MC3R (Yang et al., 1999).

Dentro del sistema nervioso central (SNC), el MC3R presenta elevados
niveles de expresion hipotaldmica incluyendo el nucleo arqueado, el area
hipotaldmica lateral, el hipotalamo dorso y ventromedial y la region preéptica. Sin
embargo, este receptor también se expresa en diversas estructuras limbicas
mesencefalicas, como el drea tegmental ventral (VTA), y paliales como la amigdala
anterior (Roselli-Rehfuss et al., 1993; Bagnol et al., 1999). Esta distribucion sugiere
su implicacién en sistemas de control homeostatico y particularmente del balance
energético (Chen et al., 2000), asi como en sistemas de regulacién
comportamentales (Mavrikaki et al., 2016). De hecho, se ha descrito la expresion
de MC3R (ver después) en las neuronas AGRP/NPY y POMC del nucleo arqueado
en rata pero no del MC4R (Bagnol et al., 1999). Estudios recientes han demostrado
que la activacién del MC3R en las neuronas AGRP/NPY/GABA hipotalamicas ejerce
una fuerte senal inhibitoria de la ingesta durante el periodo de oscuridad, cuando
los ratones muestran su mayor tasa de ingesta (Girardet et al., 2018). De hecho, el
blogueo genético de la expresidon en raton del receptor [MC3R (-/-)] produce
hipofagia pero, a la vez, incrementa la masa de tejido adiposo y reduce la de tejido
muscular, sin llegar a variaciones en el peso corporal. Los ratones MC3R (-/-)
muestran una tasa metabdlica normal, pero presentan una mejor eficiencia
alimenticia, es decir son capaces de aumentar mas de peso con igual cantidad de

comida que su contrapartida salvaje (Chen et al., 2000).

El MC3R también estda implicado en la ritmicidad de la ingesta.
Paradéjicamente, el bloqueo genético de la expresién del MC3R en la cepa de
ratones B6, produce una ligera hiperfagia durante la fase luminosa del
fotoperiodo, fase de minima ingesta, sugiriendo su implicacién en la regulacién
circadiana del comportamiento alimenticio (Shutton et al., 2008). Estos resultados

son contrarios a los publicados por Chen et al., (2000), utilizando ratones de la
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cepa C57BL/6J, quien publicé la condicion hipofagica de los ratones MC3R (-/-), lo
gue demuestra un probable efecto del acervo genético sobre los efectos
provocados por la inactivacién de la expresiéon del MC3R. La distribucién
neuroanatémica del MC3R apoya su implicacion en la regulacion circadiana ya que
existe una densa expresion en el hipotalamo dorso y ventromedial, dos areas
hipotaldmicas intimamente ligadas con la regulacion circadiana del
comportamiento alimenticio (revisado por Begriche et al.,, 2009). Los
experimentos realizados por Shutton et al., (2008) demostraron que los ratones
MC3R (-/-) con privacion caldrica carecen de actividad locomotora anticipatoria a
los eventos de alimentacion asi como severas anormalidades en la expresién de
genes de la maquinaria circadiana. Finalmente, el MC3R también parece estar
implicado en las respuestas motivacionales de ratones con privacion calérica. Asi,
la adquisicidon de alimento por el mismo animal (auto-alimentacién) y la expresién
de c-fos en el nucleo accumbens de ratones privados caléricamente esta atenuada
en la cepa MC3R(-/-). Esta motivacidn por la alimentacidn se recupera mediante
rescate de la expresién del MC3R en el area ventral tegmental donde proyectan

las neuronas AGRP hipotalamicas (Mavrikaki et al., 2016).

La presencia de MC3R en peces ha generado diversa controversia. Se ha
descrito la presencia de MC3R en el genoma de peces basales, desde el punto de
vista evolutivo, como peces cartilaginosos, el catan pinto (Lepisosteus oculatus),
perteneciente al linaje previo a la divergencia de peces teledsteos y el celacanto
(Latimeria chalumnae), especie perteneciente al linaje previo a la divergencia de
los tetrapodos. Sin embargo, el receptor esta ausente en la mayoria de los
genomas de peces teledsteos, aunque se han publicado secuencias de MC3R en el
pez cebra (Danio rerio) y en el carpin dorado (Carassius auratus) (Cortés et al.,
2014). Los estudios de sintenia y de filogenia bayesiana no apoyan la ortologia del
MC3R de pez cebra con el MC3R de vertebrados sugiriendo un origen diferente
(Kumar et al., 2011). Debe destacarse que los peces teledsteos también carecen
de y-MSH, el principal agonista del MC3R, en lo que podria ser un proceso de co-

evolucién (Navarro et al., 2016).
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1.3.4. Receptor 4 de melanocortinas (MC4R)

El MC4R es probablemente el receptor mejor estudiado de la familia desde
el punto de vista estructural y funcional. La intensidad en su estudio se debe
fundamentalmente a su intima relacién con el desarrollo de la obesidad en
mamiferos y particularmente en humanos, de hecho, las mutaciones en el MC4R

son la principal causa de obesidad monogénica (van der Klaauw y Farooqi, 2015).

Su perfil farmacolégico revela una relativa afinidad por las MSHs endégenas,
mostrando afinidad mdaxima por la -MSH y nula afinidad por y-MSH y ACTH
(Schioth et al., 2005). Su activacion deriva en un acoplamiento a la proteina Gs,
como activador de la via del AMPc, aunque también puede acoplarse a otras
proteinas G, como Gq y Gi. Su activacién también impacta sobre la actividad de
canales de calcio disparados por voltaje de tipo N y la tasa de disparo neuronal en
el nucleo paraventricular puede ser regulada por AGRP y a-MSH por medio del
canal de potasio Kirk1.7 rectificadores (Ghamari-Langroudi et al., 2015; revisado
por Heyder et al., 2019). Una de las caracteristicas funcionales del receptor es su
actividad constitutiva, es decir la sefializacién basal con independencia de la union
de agonistas (Nijenhuis et al., 2001). Esta actividad parece ser mantenida por la
propia unién de regiones presentes en el dominio N-terminal del receptor que
actuaria como agonista. De las 8 mutaciones en el MC4R humano conocidas a
causar un descenso de la actividad constitutiva, sin perjuicio de la activacion por
a-MSH, cinco estan en el dominio N-terminal y tres residen en los dominios trans-
membranales (Ersoy et al., 2012). Un receptor que carece de los 24 primeros
aminodcidos es capaz de responder a los diferentes agonistas y al antagonismo
competitivo de AGRP, sin embargo, presenta una actividad constitutiva reducida
(Srinivasan et al., 2004). El hexapéptido HLWNRS del dominio N-terminal parece
ser critico en la induccion de la actividad constitutiva del receptor, sin embargo, la
modelizacidn estructural del receptor sugiere que su lugar de unién es diferente
del lugar donde a-MSH ejerce su activacién (Ersoy et al., 2012). La actividad
constitutiva es contrarrestada por la unién de AGRP que actla como un agonista
inverso, ademas, de como un antagonista competitivo (Nijenhuis et al., 2001).

AGRP si parece utilizar, o cubrir, los sitios de unidn del hexapéptido N-terminal
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explicando, asi, la reduccién de la actividad constitutiva del receptor (Ersoy et al.,

2012).

En mamiferos, el MC4R se expresa principalmente a nivel del sistema
nervioso central, aunque, existen diferencias interespecificas a nivel de su
distribucién tisular (Bagnol et al.,, 1999). Por tanto, no es un receptor
exclusivamente central. A nivel central, se expresa en sitios clave para la
regulaciéon hipotaldmica de la homeostasis energética, como el nucleo
paraventricular, el hipotalamo dorso y ventromedial, el hipotdlamo lateral, y
diversas regiones de la regién predptica incluyendo en nucleo suproadptico. En el
cerebro posterior, los niveles mas elevados de expresion se encuentran en el
nucleo dorsal motor del nervio vago, la substancia nigra, el raphe y la formacién
reticular. Tras el hipotalamo y el cerebro posterior, el mayor lugar de expresién se
encuentra en la amigdala incluyendo varios nucleos como el nicleo medial (parte
antero-dorsal) y central (parte capsular) (revisado por Mountjoy, 2010). De
especial importancia en la regulacién de la ingesta son las proyecciones AGRP y
POMC del nucleo arqueado hacia las neuronas MC4R. Ambas terminaciones
coinciden sobre las neuronas MC4R del hipotalamo dorsomedial y paraventricular,
del nucleo predptico mediano, area predtica medial y el nucleo lecho de la estria
terminal subpalial (Lima et al., 2019). También existen zonas de expresion del
MC4R que no son inervadas por terminales AGRP y/o POMC, asi como, zonas de
inervacion AGRP/POMC que no expresan MC4R (Lima et al., 2019). La expresion
del MC4R sin inervacion melanocortinérgica sugiere la presencia de agonistas
adicionales. De hecho, recientemente se ha caracterizado otro agonista del MC4R
denominado lipocalina-2, un péptido dseo que inhibe la ingesta en mamiferos
(Cowley et al., 1999; Mosialou et al., 2017). El MC4R también muestra expresion
presindptica de forma que AGRP o MSH pueden regular la liberacién de

neurotrasmisores (Cowley et al., 1999).

La expresioén en la regidn dorsomedial y paraventricular sugieren su relaciéon
con la regulacién de la ingesta (Cowley et al., 1999; 2001). De hecho, el bloqueo
genético de la expresion del receptor en ratones resulta en una severa obesidad e

incrementado crecimiento lineal, recapitulando el sindrome de obesidad aguti
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(Huszar et al., 1997) o la sobreexresion de AGRP en modelos de transgénesis
(Ollmann et al., 1997). Sin embargo, la restauracién de la expresion del receptor
en el hipotalamo paraventricular y la amigdala medial mediante un sistema de
Cre/Lox revierte la obesidad hasta en un 60% y el 100% de la hiperfagia (Balthasar
et al., 2005). Ademas, la inyeccién de melanotan (MTII), un agonista promiscuo de
los receptores de melanocortinas que inhibe severamente la ingesta en ratones
salvajes (Fan et al., 1997), no tiene ningun efecto sobre ratones deficientes en
MC4R (Marsh et al., 1999), lo que demuestra que este receptor es crucial en la
inhibicién melanocortinérgica de la ingesta. Su actividad constitutiva (ver antes)
ha llevado a generar un modelo en el cual el hambre estaria constitutivamente
inhibida por la actividad del receptor y es necesario reducir la sefializacién de este
para permitir la ingesta (Cone, 2006). El efecto del agonismo inverso sobre el
balance energético juega un papel fisioldgico in vivo ya que se ha evidenciado que
la AGRP puede ejercer un efecto sobre el metabolismo energético independiente
de MSH y del antagonismo competitivo sobre MC3R y MC4R (Tolle y Low, 2008).
Ademads, se sabe que la inyeccidn intracerebroventricular del fragmento C-
terminal de AGRP en rata produce un aumento de la ingesta sostenido y

prolongado (Rossi et al., 1998; Hagan et al., 2000).

Los estudios desarrollados en peces también han demostrado la implicaciéon
del MC4R en el control de la ingesta y el crecimiento de peces. Al igual que en
mamiferos, el MC4R presenta una extensa expresién diencefalica, destacando su
presencia en el nucleo lateral tuberal, el equivalente del nucleo arqueado en
peces, asi como en la region magnocelular del drea predptica, equivalente del
hipotdlamo paraventricular de mamiferos (Cerda-Reverter et al., 2003; Sdnchez et
al., 2009; Agulleiro et al., 2013). La inyeccidn intracerebroventricular de agonistas
de melanocortinas, como MTIl o NDP-MSH, inhiben la ingesta en carpines rojos
ayunados durante 24 horas, pero, por el contrario, la inyeccién de antagonistas
del MC4R estimulan laingesta en animales alimentados cuatro horas antes (Cerda-
Reverter et al., 2003). Su actividad también parece independiente de ligando
mostrando una actividad constitutiva regulada por la uniéon de AGRP, que actua

como agonista inverso (ver antes, Sanchez et al., 2009). La sobreexpresion de ASIP,
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gue actua como antagonista competitivo del MC1R y MC4R (Cerda-Reverter et al.,
2003; Guillot et al., 2016), en modelos de transgénesis en el pez cebra resulta en
una estimulacién de la ingesta y potenciacion del crecimiento longitudinal sin
afectar al porcentaje de grasa corporal (Guillot et al., 2016), un efecto que parece

mediado por su accién sobre el MC4R.

1.3.5. Receptor 5 de melanocortinas (MC5R)

El MC5R fue el dltimo receptor en caracterizarse molecularmente (Chhajlani
et al.,, 1993; Gantz et al., 1994). Presenta una amplia distribucién expresandose en
muchos tejidos a bajos niveles (Schioth et al., 2005; Cone, 2006). Su funcion, o
mejor dicho una de ellas, no fue caracterizada hasta el desarrollo de la cepa
mutante para el MC5R (Chen et al., 1997). Chen y colaboradores observaron que
las ratas carentes en MC5R, una vez sumergidas en agua, tardaban mas en secarse,
sobre 20 minutos, cuando se les ponia sobre una base caliente, demostrando que
estos ratones tienen defectos en la repulsion del agua y termogénesis. De hecho,
los ratones carentes de MC5R absorben hasta dos veces mas agua en su pelaje tras
un bafio de 3’a 32 °C. Comprobaron que el MC5R presentaba niveles de expresién
relativamente elevados en las glandulas exocrinas incluyendo las glandulas
prepuciales, las sebdaceas, las lacrimales y las “Haderian” y, de hecho, corroboraron
qgue la mayor absorcién de agua esta asociada a una reduccion en la secrecién
lipidica que recubre el pelaje del animal. La ausencia de secrecidn lipidica conlleva
también una reduccién de la temperatura corporal de 2 °C tras el bafio en agua a

32 °C (Chen et al., 1997).

El estudio evolutivo realizado entre 114 secuencias de MC5R en mamiferos
placentarios ha demostrado que este receptor se ha perdido o esta
mutacionalmente inactivado en los linajes que carecen de glandulas sebaceas, o
estdn en degeneracion, incluyendo Cetacea (ballenas y delfines), Hippopotamidae
(hipopotamos), Sirenia (manaties y dubongos), Proboscidea (elefantes) y
Rhinocerotidae (rinocerontes) (Springer y Gatesy, 2018). Esto sugiere que
evidentemente su funcidn principal es la regulacién de la secrecién exocrina (Chen

et al,, 1997).
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También se han descrito funciones metabdlicas, incrementando la captura
de glucosa en el musculo esquelético tras secrecion hipofisiaria de a-MSH (Enriori
et al., 2016), funciones relacionadas con el sistema inmune (Millington, 2006) y el
comportamiento agresivo y la secrecién de feromonas prepuciales (Morgan y

Cone, 2006).

En peces hay pocos articulos referentes a la caracterizacion funcional del
MC5R. Los estudios realizados en el carpin dorado muestran un perfil
farmacolégico con poca afinidad por las melanocortinas endégenas, mucho menor
gue la del MC4R (Cerda-Reverter et al., 2003) y una expresion central y periférica.
En la periferia se encuentra expresion fundamentalmente en la piel, rindn, bazoy
retina. Ademas, hay una fuerte expresién en el SNC superando en extensién rostro
caudal al MC4R. Su profusa expresion se puede detectar en areas subpaliales del
telencéfalo, el area predptica e hipotdlamo tuberal donde coincide con la
expresion de MC4R, hipotalamo caudal, el complejo preglomerular y el l6bulo
vagal, equivalente del nucleo del tracto solitario (Cerda-Reverter et al., 2003). En
la lubina también se expresa en el tejido adiposo y hepatico y parece mediar los

efectos de las melanocortinas sobre la lipolisis hepatica (Sanchez et al., 2009).

1.4. Proteinas accesorias de los receptores de melanocortinas (MRAP)

Las proteinas accesorias se descubrieron gracias al estudio de una
enfermedad relativamente rara denominada deficiencia familiar de
glucocorticoides (FGD) que conjuga bajos niveles de glucocorticoides con altos
niveles de ACTH plasmadtica. Las mutaciones en el MC2R que imposibilitan la
respuesta a ACTH explican la FGD de tipo | (FGD-I) pero, sin embargo, un cierto
porcentaje de pacientes sigue presentando los sintomas de la FGD, aun cuando el
MCR2 es totalmente funcional. A esta segunda versién de FGD se le denomino tipo
Il o FGD-Il. Como hemos descrito anteriormente, los estudios farmacoldgicos
habian intuido la existencia de un factor caracteristico y determinante en células
del cdrtex adrenal, ya que el receptor solamente alcanzaba su expresion funcional
y la migracién a la membrana plasmatica en células de origen adrenal, pero nunca

en lineas celulares convencionales (Noon et al., 2002). Con estas premisas, el
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laboratorio del Dr. Clark realizé un estudio del genoma completo de una familia
de individuos que presentaba la enfermedad mediante un microarray de
mutaciones de uUnico nucledtido (SNP). Sus estudios revelaron una region
candidata en la regién cromosdmica 21g22.1 que fue acotada secuencialmente a
2.4 mega pares de bases (Mbp). Dentro de esta regién se encontraron 30 genes,
ninguno de ellos aparentemente asociados con la FGIl. Asumiendo la presencia del
genresponsable en el cértex adrenal estudiaron los perfiles de expresién de los 30
genes candidatos mediante PCR y solamente uno de ellos mostré expresion
especifica en el cértex adrenal. Este se nombré como C21orf61 y encontrado a
codificar un gen ya descrito en la bibliografia llamado proteina de bajo peso
molecular del tejido adiposo y renombrado, a partir de ese momento, como
proteina accesoria del MC2R (Metherell et al., 2005). Ya en ese mismo articulo se
citaba la existencia de un fragmento abierto de lectura denominado C6orfl17 que
codificaba otra proteina de 205 aminoacidos con cierta identidad en la region N-
terminal pero divergente en la zona C-terminal y como la MRAP original, presenta
un dominio transmembranal (ver después). Estudios posteriores concluyeron en
la denominacion de esta proteina como MRAP2 (Chan et al.,2009; Sebag y Hinkle,
2009b) lo que introduce una ambigliedad en la nomenclatura. Los estudios
posteriores realizados en nuestro laboratorio propusieron denominar como
MRAP1 a la proteina original caracterizada inicialmente y MRAP2 al paralogo
caracterizado subsecuentemente (Agulleiro et al., 2010). A partir de este punto se

utilizard la nomenclatura numérica.

El gen MRAP1 se procesa de forma alternativa para generar dos isoformas
proteicas denominadas MRAP1a y MRAP1[. Ambas isoformas son idénticas en la
region N-terminal, donde se presume la existencia de un uUnico dominio
transmembrana, y difieren extensamente en la regidon C-terminal (Figura 6). El
analisis de expresidn revela que, ademas, las isoformas de MRAP1s se expresan en
el testiculo, ovario, glandula tiroides, nédulos linfaticos, pechoy grasa, ademas de
en las lineas celulares Y1 e Y6 derivadas del cértex adrenal y utilizadas para la

caracterizacién farmacoldgica del MC2R.
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hMRAP-a MANGTNASAP YYSYEYYLDY LDLIPVDEKK LKAHKHSIVI AFWVSLAAFV
hMRAP-f3 MANGTNASAP YYSYEYYLDY LDLIPVDEKK LKAHKHSIVI AFWVSLAAFV
Consenso khkkkkhkkhkkhkkhkhk khkkkhkkhkkhkkhkhkhkh khkkhkkhkhkkhhkkhkhkh hhkhkhkhkhhkhkhk khkkhhhkhkxk
hMRAP-a VLLFLILLYM SWSASPQMRN SPKHHQTCPW SHGLNLHLCI QKCLPCHREP
hMRAP-f3 VLLFLILLYM SWSASPQMSFEF NTDESLLHSE VLPQTRAISC DELQAPREEG
Consenso hhkkkkkkhkhkhk hkhkkkkkkk o o *—
hMRAP-a LATSQAQASS VEPGSRTGPD QPLRQESSST LPLGGFQTHP TLLWELTLNG
hMRAP-B AA

Consenso —Fem——m— - —mmmmmmmm— S mm T T mm o m— e —
hMRAP-a GPLVRSKPSE PPPGDRTSQL QS

Figura 6. Comparacion de lasisoformas de MRAP humana. Asterisco y guiones marcan coincidencia
o desigualdad de residuos entre ambas secuencias, respectivamente.

Como se ha esbozado anteriormente la expresion funcional del receptor
solamente ocurre en células derivadas del cértex adrenal (Y6) pero nunca en lineas
celulares convencionales sugiriendo la existencia de un factor capaz de permitir la
migracion del receptor hasta la membrana plasmatica, algo que si ocurre en la
linea celular Y6 (ver antes). Como se demostré también en el articulo de su
caracterizacion la co-expresion de MRAP1y MC2R en la linea celular CHO permitia,
por primera vez, la expresion funcional del receptor en una linea celular no adrenal
demostrando la interdependencia de ambas proteinas. Los experimentos de
Metherrell y colaboradores demostraron mediante métodos inmunocitoquimicos
que ambas proteinas colocalizan en el reticulo endoplasmatico y la membrana
plasmatica demostrando que la interaccion fisica de ambas proteinas permite el
trafico del receptor a la membrana. Bajo estas condiciones el MC2R es capaz de
responder a la activacién con ACTH activando la sintesis de AMPc (Metherell et al.,

2005).

1.4.1. Estructura funcional de la MRAP1

La MRAP1 se caracteriza por presentar un Unico dominio transmembranal.
Ambas isoformas, MRAP1a y [, son idénticas en los 69 primeros aminoacidos
donde se encuentra la regidn N-terminal que se extiende entre los 37 primeros

aminodcidos. Subsecuentemente, encontramos los 25 aminoacidos que
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caracterizan el dominio transmembranal y el resto de la proteina integra la regién
mas divergente del dominio C-terminal que parece estar implicada en la
localizacion intracelular y la produccién de AMPc inducida por la ACTH (Roy et al.,
2007, 2012). Segun estudios adicionales, esta regidn C-terminal también podria
estarimplicada en la cantidad de receptor que alcanza la membrana plasmatica ya
gue su delecién aumenta la cantidad de receptor que llega a la superficie celular

(Webb et al., 2009).

La MRAP1 no tiene péptido sefal que permita su secrecién y en su version
humana presenta dos sitios potenciales de glicosilacién (Asn-Ser/Thr) en las
posiciones 3y 6, ademas de una region rica en residuos de tirosina (Y) (Figura 8).
La topologia de la molécula sugiere que es una proteina integral de membrana de
tipo Il con un C-terminal exoplasmatico, lo que significa que la regién C-terminal
enfoca hacia la region interna del reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi, pero
gira hacia el exterior de la célula cuando alcanza la membrana plasmatica.
Metherell y colaboradores (2005) corroboraron esta orientaciéon marcando el
domino C-terminal de la MRAP1 en células CHO. Estudios posteriores demostraron
gue la MRAP1 exhibe una topologia dual, lo que significa que ambos extremos, C-
terminal y N-terminal, pueden encontrarse en el exterior celular de las células CHO
(Sebag and Hinkle, 2007) o HEK293 (Roy et al., 2007). Las dos orientaciones, es
decir  N-exo-plasmatico/C-endo-plasmatico y  N-endo-plasmatico/C-exo-
plasmatico estan presentes en un ratio 1/1 (Sebag and Hinkle, 2007). La migracion
mas lenta de lo esperado por su peso molecular en geles SDS-PAGE de la MRAP1
junto con estudios de co-immunoprecipitacién y espectrofotometria de masas
sugieren que realmente la MRAP1 forma, en realidad, un homodimero (Cooray et
al., 2008; Metherell et al., 2005). Sebag y Hinkle, 2007 demostraron
elegantemente que la MRAP1 forma homodimeros antiparalelos y que ambos
tipos de homodimeros N-exo-plasmatico/C-endo-plasmatico:  N-endo-
plasmatico/C-exo-plasmatico y N-endo-plasmatico/C-exo-plasmatico: N-exo-
plasmatico/C-endo-plasmatico son capaces de interaccionar de forma similar con

el MC2R (Figura 7).
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Lugar de
glicosilacién

Dominio de[
tirosinas

Membrana
Plasmatica

Figura 7. Representacion grafica de la topologia antiparalela de la MRAP1 con un extremo N-
terminal y C-terminal a cada lado de la membrana plasmatica. En verde claro y granate se
representan las regiones amino- y carboxi-terminal y en rosa el dominio transmembranal. Los
residuos 31-37 resaltados en la region N-terminal son criticos para la adopcion de la morfologia
dual. La tétrada LDYl inmersa en el dominio de tirosinas (ver texto) es critica para la union de ACTH
y el trafico a la membrana plasmatica. En amarillo verdoso aparece representado el MC2R con sus
diferentes dominios transmembrana. Modificado de Rouault et al., (2017).

Estudios posteriores llevados a cabo por Cooray y colaboradores (2011)
corroboraron la formacion de homodimeros antiparalelos mediante BRET
(transferencia de energia de resonancia bioluminiscente) pero también
demostraron que el MC2R forma homodimeros en el reticulo endoplasmatico. Sus
estudios concluyeron que estos homodimeros de MC2R forman un complejo con
al menos dos homodimeros de MRAP1 para formar un complejo hexamérico que
probablemente deba ser estimulado por dos moléculas de ACTH (Cooray et al.,
2011). Sebag y Hinkle (2009) estudiaron los requisitos estructurales necesarios
para adoptar la topologia dual y permitir al receptor el trafico a membrana. La
delecidén de los primeros 30 aminoacidos, asi como de los 64 de los 67 aminoacidos
de la region C-terminal no afectan al establecimiento de la topologia dual de la
molécula, sin embargo, los residuos situados justo antes del dominio
transmembranal (31-37 LKAHKHS) son criticos para la adopcién de la estructura

dual. La delecion de estos residuos fuerza la topologia N-exo-plasmatico/C-endo-
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plasmatico, pero ademas previene la formacién del dimero, lo que sugiere que la
topologia dual es un requisito para la dimerizacidon de la MRPAL. Estos residuos
junto con el domino transmembrana también estan implicados en la expresion
funcional del receptor ya que cuando se expresa el MC2R con una MRAP1 carente
del dominio transmembrana el receptor queda atrapado en el reticulo
endoplasmatico. Asi pues, el dominio es suficiente para la interaccién con el
receptor, pero insuficiente para promover la migracién a membrana (Webb et al.,
2009). Lo mismo ocurre cuando el receptor se co-expresa con una MRAP1
monomeérica carente de los residuos 31-37. Es interesante notar que cuando el
receptor interactia con una molécula de MPRA1 carente de los 30 primeros
aminodcidos migra perfectamente a la membrana, pero no puede disparar la
produccion de AMPc inducida por ACTH (Sebag and Hinkle, 2009). Deleciones mas
dirigidas demostraron que los residuos 18-21 son criticos en la activacién de la ruta
de segundo mensajero debido a una carencia de unién de la ACTH al receptor.
Cuando estos aminoacidos se mutan a residuos de alanina (18-21A), la unién de
ACTH es inexistente y consecuentemente la produccion de AMPc. Estos resultados
contrastan con los de Webb et al., (2009) quienes demostraron que la delecion del
fragmento 9-24, que incluye la region rica en residuos de tirosina, impide la
migracion del receptor a membrana. Realmente esta region no es necesaria para
el trafico de la MRAP1 a la membrana, pero podria jugar un papel critico en la
estabilizacién de la interaccion MRAP1/MC2R o alternativamente podria
interactuar con otras proteinas para promover el trafico a la membrana (Webb et
al., 2009). Dentro de este dominio, el motivo EYY esta completamente conservado
en todas las secuencias de MRAP1 y podria jugar un papel importante en el trafico
del receptor (Agulleiro et al., 2010). Utilizando construcciones quiméricas
secuenciales entre el MC2R y el MC4R Fridmanis y colaboradores (Fridmanis et al.,
2010) hipotetizaron un modelo de interaccion MRAP1/MC2R sugiriendo que la
MRAP1 interactida con los dominios TM4 y TM5 del MC2R, los cuales son
importantes para la unién de los cuatro aminoacidos basicos de la ACTH. Sin
embargo, los datos aportados por Hinkle y colaboradores (2011) no apoyan el
modelo desde que la substitucién de ambos dominios en el receptor MC2R con los

homoélogos del MC4R no altera la dependencia de la MRAP1.
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MANGTNASAPYYSYEYYLD‘!I.DLIPVDEKKLKA.HKHSIVIAFW/SLAAFVVLLFLILLYMSWSASPQMSFNTDESLLHSEVLPQTRAISCDELQAPREEGAM

Anclaje a la membrane

Dominio Dominio > einteraction con MC2R

de tirosina Transmembrana

l Adopcién de la estructura

Sefalizacién dimérica antiparalela
Unién de ACTH

Trafico a membrana

Figura 8. Estructura funcional de la MRAP1 humana. Los residuos 36-61 constituyen el dominio
transmembrana, critico para el anclaje de la proteina ala membrana vy la interaccién con el MC2R.
El motivo 31-37 es importante para la adopcidn de la estructura dual antiparalela de la molécula.
El dominio rico en tirosinas (9-24) es critico para la produccién de AMPc inducida por ACTH, la
union de la propia hormona y el trafico a la membrana. Ver texto para mas detalles.

1.4.2. Tras una funcién para la MRAP2

Una vez caracterizada la funcion de la MRAP1, diferentes grupos de
investigacion tornaron su interés hacia la busqueda de una funciéon para la MRAP2.
De hecho, esta proteina parece ser evolutivamente mas antigua que la MRAP1,
puesto que, a diferencia de esta Ultima, se ha encontrado en lampreas (Valsalan
et al., 2013). La MRAP2 presenta cierto grado de identidad con la MRAP1 y una
estructura similar, en virtud de la presencia de un dominio transmembranal y
cierto grado de conservacion en el dominio de tirosinas y en la regién critica para
la formacién de la estructura dimérica (Figura 9). A semejanza de la MRAP],
MRAP2 también forma homodimeros antiparaleos, pero también heterodimeros
con MRAP1 (Chan et al., 2009; Chaly et al., 2016; Asai et al., 2013); y se glicosila en
la posicién 9-12, donde se encuentra la secuencia consenso de glicosilacién NRTS

(Chan et al., 2009).

La interaccion de hMRAP2 con hMC2R en células CHO permite el trafico del
receptor a la membrana plasmatica, gracias a una interaccion fisica demostrada
mediante experimentos de inmunoprecipitacién. Sin embargo, los experimentos
farmacolégicos desarrollados en células HEK293T demuestran que tal interaccién
es incapaz de permitir la expresién funcional del receptor ya que solamente

responde a la estimulacién con ACTH en el rango micromolar.
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hMRAP1-a MANGTNASAP---——-——-———-— YYSYEYYLDYLDLIPVDEKKLKAHKHS]

hMRAP2 MSAQRLISNRTSQQSASNSDYTWENYEYYEIG----PVSFEGLKAHKYS

Consenso K — = K ARk RfR NN o b b b QN R AR b b N o

hMRAP1-a MSWSASPQMRNS PKHHQTCPWSHGLNLHLCIQKCLPCHREPLATSQAQ

hMRAP2 LTKTGAPHQDNAESSEKRFRMNSEFVSDFGRPLEPDKVESRQGNEESRS

Consenso Sk KK K

hMRAP1-a AQASSVEPGSRTGPDQPLRQESSSTLPLGGFQTHPTLLWELTLNGGPLVRSKPSEPPPG

hMRAP2 RSLFHCYINEVERLDRAKACHQTTALDSDVQLQEATIRSSGQPEEELNRLMKEFDIPNEVN
______________ K o o o e e e e e e K e — — — — —— —— —— —— —— ——

hMRAP1-q DRTSQLQS———==—————————————m———————

hMRAP2 TDONYFGEDDLLISEPPIVLETKPLSQTSHKDLD

Consenso ——-m-m oo oo oo oo o— oo

Figura 9. Alineamiento de MRPA1-a y MRAP2 humanas. En verde se destaca la coincidencia de
residuos de tirosina en la region N-terminal, en amarillo la regién anterior al dominio
transmembranal, marcado en rojo, importante para la dimerizacién dual antiparalela. Los
asteriscos en la secuencia consenso marcan coincidencia en los residuos de ambas secuencias
mientras que los guiones marcan discrepancia.

El rango de glicosilacidon parece afectar a la interaccion h(MC2R/hMRAP2 ya
gue formas desglicosiladas de MRAP2 no permiten la sefializacion del receptor
incluso en el rango micromolar (Chan et al., 2009). La hMRAP2 no solamente
interactua con el hMC2R, sino que también es capaz de inmunoprecipitar con los
restantes receptores de melanocortinas e interferir con su funcion. La interaccion
de hMRAP2 con hM4CR y hMC5R produce una disminucién de la presencia en
membrana de ambos receptores, algo que no ocurre tras la interaccién con MC1R
y MC3R. Sin embargo, en todos los casos la anterior interaccion disminuye la
respuesta del receptor a la estimulacién con NDP-MSH ([Nle4, DPhe7]-a-MSH)
(Chan et al., 2009). Paraddjicamente, Assai y colaboradores (2013) obtuvieron
respuestas opuestas trabajando con el MC4R de ratén y estimulando con a-MSH
vs NDP-MSH. Es decir, en el caso del MC4R de ratdn, la interaccion con MRAP2
produce una sensibilizacion del receptor a la a-MSH, algo que también ha sido

demostrado en estudios posteriores (Liang et al., 2018).

El patrén de expresion de la MRAP2 difiere sustancialmente del de la
MRAP1. En humanos, se expresa fundamentalmente en el sistema arterial, con
niveles también significativos en el SNC, las glandulas salivares y el bazo y niveles

mas modestos en la glandula adrenal (Soletto et al., 2019). Experimentos in silico
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sobre los “data-set” de expresidn hipotaldmica con resolucion de célula Unica han
demostrado que la expresion MRAP2 co-localiza con las de MC3R y MC4R a nivel
celular, aunque su expresidn hipotalamica no se restringe exclusivamente a las
células MC3R/MC4R (Liang et al., 2018). Estudios inmunocitoquimicos han
acotado la coexpresion del MC4R y MRAP2 al nucleo paraventricular hipotalamico,
una region critica en la integracion de informacién energética y la regulacion del
balance energético (Asai et al., 2013; Bruscheta et al., 2018). De hecho, la
disrupcién genética de la expresion de MRAP2 en ratones, especificamente en el
cerebro, o mas especificamente en el PVN genera obesidad a edades tempranas,
probablemente debido a la insensibilidad a la MSH, pero también a una reduccién
de la actividad constitutiva del MC4R tras interaccién con la proteina accesoria
(Asai et al., 2013; Bruscheta et al., 2018). Un estudio muy reciente ha demostrado
gue las mutaciones que inducen pérdida de funciéon de MRAP2 inducen obesidad
hiperfagica, hipertensién e hiperglicemia en humanos (Baron et al., 2019). MRAP2
no solamente interactla con los receptores de melanocortinas, sino que ademas
puede interactuar y potenciar la respuesta del receptor de grelina a su agonista,
una hormona orexigénica estomacal (Srisai et al., 2017) y puede promover la

ingesta a través de la inhibicidn del receptor de prokineticina 1 (Chaly et al., 2016).

1.4.3 Las MRAPs en peces

Los experimentos farmacolégicos realizados con el MC2R de peces llegaron
a la misma conclusién inicial que la alcanzada en mamiferos. El MC2R de peces
solamente podia responder a la ACTH cuando se expresaba en lineas adrenales de
mamiferos (Klovins et al., 2004). Esto llevo a sospechar de la conservacion de la
expresion funcional del MC2R en peces, asi como de la existencia de proteinas
accesorias en taxones diferentes de mamiferos. La exploracidon in silico de
diferentes genomas de peces incluyendo el del pez cebra llevé a la caracterizaciéon

de las secuencias de MRAP1 y MRAP2 (Agulleiro et al., 2010) (Figura 10).
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Figura 10. Arbol filogenético de las secuencias aminoacidicas de MRAP1 y MRAP2. Los
numeros representados en los nodos de las ramas indican el nivel de confianza del
agrupamiento tras 1000 “boopstraps” (Agulleiro et al., 2010).

En el pez cebra, concretamente, la zfMRAP2 se encuentra duplicada
(zfFMRAP2a y zfMRAP2b). La expresion de MRAP1 aparece en el rifdn anterior,
donde se encuentran las células interrenales productoras de glucocorticoides que
expresan zfMC2R, pero también en bazo, testiculo y musculo (Agulleiro et al.,
2013). La coexpresion de zfMC2R y zfEMRAP1 permite la migracion a membrana
plasmatica del receptor y su expresiéon funcional, siendo activado por
concentraciones nanomolares de ACTH (Agulleiro et al., 2010). MRAP2a y MRPA2b
expresadas en HEK-293 colocalizan con el MC2R también expresado in vitro pero
no permiten su expresién funcional dado que el complejo MC2R/MRAP2a, b no es
capaz de posicionarse en la membrana plasmatica. Sin embargo, la coexpresion de

MRAP2a o MRAP2b junto con MRAP1 potencia la respuesta del MC2R a la ACTH
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(Agulleiro et al., 2010). La expresion de MRAP1 se modula de forma hormonal
siendo inhibida por la administracidon oral de cortisol y bezafibrato, un agonista del
receptor activado por proliferadores peroxisomicos (PPAR) de tipo alpha

(Agullerio et al., 2013).

MRAP2a y MRAP2b también son capaces de interaccionar con otros
receptores de melanocortinas en peces, concretamente con el MC1R (Cortés et
al., 2014; Jiet al., 2019), con el MC4R (Agulleiro et al., 2013; Sebaj et al., 2013; Rao
et al., 2019; Wang et al., 2019) y el MC5R (Agulleiro et al., 2013; Zhu et al., 2018)
aunque la interaccion con el MC4R también se ha registrado en aves (Zhang et al.,
2017). Sin embargo, aunque hay una interaccién entre la MRPA2 y diversos
receptores, demostrada por inmunoprecipitacién, la interaccién solamente tiene
implicaciones farmacoldgicas cuando se produce con el MC4R. Se ha demostrado
que la interaccién entre MRAP2a y MC4R produce una sensibilizacion del receptor
del pez cebra por la ACTH. Debe recordarse que MC4R presenta baja afinidad por
esta hormona, pero tras interaccion con MRAP2a es capaz de responder de una
manera tan sensible como lo hace MC2R. Es decir, la interaccion MC4R/MRAP2a
trasforma a un receptor candnico de MSH en un receptor de ACTH y abre una
nueva via de sefializacién de los efectos del estrés hacia aquellos tejidos que
expresen MC4R y MRPA2a (Agulleiro et al., 2013). Dicho efecto ha sido también
corroborado en aves (Zhang et al., 2017). En relacion al efecto de la interacciéon
entre zEMRAP2a/MCA4R sobre la sensibilidad a la a.-MSH; los trabajos de Agulleiro
y colaboradores (2013) mostraron que la interaccion no tenia efectos sobre la
actividad inducida por a-MSH, manteniéndose los niveles de AMPc intracelulares
similares a los de las células transfectadas Unicamente con el receptor, ni sobre la
actividad constitutiva. Sin embargo, Sebaj y colaboradores (2013) demostraron
que lainteraccidon con MRAP2a reduce la capacidad de MC4R para unir a-MSH, sin
modificar la expresidn del receptor en la superficie celular, algo que también habia
demostrado Agulleiro et al (2013) en su trabajo paralelo, y sin modificar la afinidad
de la hormona por el receptor. Los autores defienden que la interaccidon
MRAP2a/MC4R reduce los lugares de interacciéon de la a-MSH con el receptor,

descendiendo asi la capacidad de unién. Ademas, la interaccion MRAP2a/MC4R
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provoca un descenso de la actividad constitutiva del receptor y de la actividad
inducida por a-MSH estabilizando una forma inactiva del receptor (Sebaj et al.,
2013), resultados contrarios a los reportados por Agulleiro et al., (2013). La
inactivacion de la expresion de MRAP2a mediante métodos de morfolino produce
una fuerte reduccién del crecimiento larvario, probablemente debida a una mayor
activacion del MC4R que conlleva reducciones en el crecimiento (ver antes) (Sebaj

et al.,, 2013).

Segun los estudios de Agulleiro et al (2013), MRAP2b interactua fisicamente
con el receptor 4 y 5 pero no produce ningun cambio en la activacién de los
receptores por ACTH o a-MSH. Sin embargo, si se observa una reduccién de la
actividad constitutiva del MC4R. Esta reduccion fue observada también en los
estudios de Sebaj et al., (2013) y se enmarcaria perfectamente en el aumento de
la expresion de MRAP2b inducido por el ayuno en el pez cebra (Agulleiro et al.,
2013). Es decir, durante el ayuno el aumento de la expresion de MRAP2b
permitiria un descenso de la actividad constitutiva del receptor dirigiendo al
animal hacia la busqueda de alimento e ingesta. Los estudios de Sebaj et al.,
(2013) encontraron que MRAP2b aumentaba sensiblemente la presencia del
receptor en la membrana plasmatica sin afectar, otra vez, su afinidad por o.-MSH,
pero si aumentando 17 veces la actividad del receptor en respuesta a la a-MSH.
La inactivacion de la MRAP2b mediante técnicas de morfolino no tuvo efecto sobre
el crecimiento larvario del pez cebra (Sebaj et al., 2013). La ausencia de expresién
de MRAP2b durante la fase larvaria en contraposicion a la fuerte expresion de
MRAP2a hicieron concluir a los autores que la MRAP2a induce una conformacion
estable inactiva del receptor durante la fase larvaria que permite los elevados
ritmos de crecimiento. Durante el desarrollo la expresién central de MRPA2a se
reduce incrementando la de MRAP2b que retiene el crecimiento durante la fase

adulta (Sebaj et al., 2013).

1.5. Ritmos biolagicos

La sucesién del dia y la noche, el ciclo lunar, asi como de las estaciones del

ano debidas a los movimientos de rotacidn y traslacién de la tierra han supuesto
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una presidon evolutiva para todos los organismos, que han adaptado
consecuentemente sus procesos vitales. La anticipacion a los cambios ha
permitido a los seres vivos sincronizarse mejor a las condiciones ambientales y ha
provisto ventajas selectivas importantes para la supervivencia de la especie (Hurd
et al., 1998). La capacidad de los organismos para adaptarse a los cambios ciclicos
genera una serie de respuestas repetitivas, ciclicas o ritmicas que afectan a
diferentes niveles tanto comportamentales (suefio/ vigilia, actividad/reposo,
alimentacion / excrecién) como fisioldgicos (temperatura corporal, secrecién
hormonal, reproduccion). Asi, podemos definir un ritmo biolégico como la
recurrencia de un fendmeno bioldgico en intervalos regulares de tiempo (Madrid

y Rol, 2015).

Los periodos de los ritmos son muy diferentes oscilando desde fracciones de
segundo hasta afios. Si bien, la mayoria de los seres vivos han sincronizado sus
funciones vitales a los ciclos fotoperiddicos o ciclos dia-noche, que integran las
horas de luz y oscuridad durante el periodo de 24 horas (Zulley et al., 1981). Las
horas diarias de luz/oscuridad, a su vez, varian alo largo del afio, gracias al proceso
de traslaciéon de la tierra que genera la sucesién de estaciones. Muchos
organismos también sincronizan eventos fisiolégicos, como la reproduccion, a las
estaciones del afio de forma que la progenie emerja en la estacién mas adecuada
desde el punto de vista de disponibilidad de recursos y ausencia de predadores,
para asi tener las mejores expectativas de supervivencia (Nakane y Yoshimura,
2019). Aunque existen otras variables, como la temperatura y las precipitaciones,
gue muestran variaciones estacionales, la pista principal que utilizan los seres
vivos es el fotoperiodo, ya que es la mas predecible de todas ellas. Su variacién
interanual es infima mientras que otras pistas como la temperatura o las
precipitaciones son mads volubles. La aparicion de un invierno cdlido podria
confundir a los sistemas/sensores de deteccion y romper el acoplamiento entre la

funcion fisioldgica y el ciclo estacional.
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1.5.1. Caracteristicas de los ritmos bioldgicos

La cronobiologia o ciencia que estudia los ritmos bioldgicos ha definido unos
pardmetros, expresables en unidades numeéricas, para poder cuantificar los
ritmos. Estos pardmetros son: el periodo (T) que representa el tiempo necesario
para completar un ciclo del ritmo y por tanto se expresa en unidades de tiempo.
La frecuencia representa la inversa del periodo (1/ T) y corresponde, por tanto, al
numero de ciclos por unidad de tiempo, el mesor (M) o valor medio del ritmo tras
ajuste a una curva sinusoidal, la amplitud (A), que corresponde a la distancia entre
el mesor (M) y el maximo del parametro siempre que el ritmo se ajuste a una curva
sinusoidal (en caso contrario corresponde a la distancia entre el valor maximo y
minimo del ritmo), la fase que define un punto de referencia temporal en un
ritmo, siendo los mas caracteristicos los picos y los valles. Cuando el ritmo se ajusta
a un perfil sinusoidal el pico se conoce con el nombre de acrofase (¢) mientras que

el valle corresponde a la batifase (Figura 11).

En funcion de su frecuencia, los ritmos se pueden clasificar como
circadianos, con una frecuencia cercana al dia (entre >20 y <28 h), ultradianos, con
una frecuencia superior a un ciclo por dia (<20 h) e infradianos, que son aquellos
con una frecuencia menor de un ciclo por dia (>28 h). Entre estos ultimos se
encuentran los ritmos circalunares (= 28 dias), circanuales (365 dias) y los

circaseptanos (7 afios).

Acrofase (Pico)
Periodo

=
v

Figura 11. Representacion grafica de los parametros caracteristicos de un ritmo bioldgico.
Su ciclo puede, en ocasiones, ajustarse a una curva sinusoidal mediante el modelo
“cosinor” que atiende a la siguiente expresion: f(t)= M+A*Cos (wt+ ¢), ( donde M es el
mesor, A la amplitud, wt el periodo y ¢ la acrofase del ritmo).

Batifase (Valle)
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Sin embargo, esta periodicidad puede ser puramente exdgena, siendo el
ambiente el Unico motivo de la ritmicidad, o endégena, es decir, causada por el
propio organismo. Los ritmos exdgenos cesan en condiciones constantes, sin
embargo, los ritmos enddgenos perduran manteniendo su periodicidad, con una
leve desviacidn/retraso, mas o menos constante en cada ciclo. Son los factores
periddicos del ambiente o “zeitgebers” (del aleman dadores de tiempo) los
encargados de sincronizar la periodicidad de estos ritmos enddgenos. De entre
todos ellos el ciclo de luz/oscuridad diaria es quizas el zeitgeber mas importante y
responsable de la sincronizacién de los ritmos circadianos. Por tanto, la diferencia
entre ritmos enddgenos y exdgenos aparece Unicamente bajo condiciones
constantes mediante exclusién de todos los posibles “zeitgebers” (Aschoff, 1960).
El caradcter enddgeno de un ritmo indica la existencia de un mecanismo interno
capaz de medir el tiempo, es decir, un reloj interno que oscila con una periodicidad
determinada y que se mantiene invariable en condiciones de curso libre o “free
running”, en ausencia de estimulos externos que actien como encarriladores o
sincronizadores del reloj (zeitgebers). Dichos zeitgebers se encargan de modificar
el funcionamiento del reloj interno de forma que su fase se ajuste o sincronice con
la fase del estimulo ambiental (Aschoff, 1981). Por lo tanto, para poder generar

un ritmo biolégico es necesario:

- Una sefial de entrada (input) que puede ser enddgena o exdgena y que se
encarga de sincronizar el reloj.

- Un oscilador enddégeno, reloj o marcapasos (“pacemaker”), capaz de
generar la oscilacién por si mismo.

- Una salida (output) en forma de ritmo cuantificable y observable.
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Figura 12. Esquema de la generacién de un ritmo bioldgico incluyendo los elementos que
intervienen. Ver texto para mayor descripcion del proceso.

1.5.2. Bases moleculares de los relojes enddgenos

La mayor parte de estos ritmos y particularmente los ritmos circadianos se
generan y/o son controlados en estructuras anatdomicas denominadas
“pacemarkers” u osciladores. En mamiferos, el oscilador principal se situa en el
nucleo supraquiasmatico (NSC) del hipotdlamo y se denomina reloj central (Welsh
et al., 2010). Este reloj forma parte de una estructura jerarquizada de relojes
localizados en el SNC, pero también en los tejidos periféricos (Isorna et al., 2017).
El NSC recibe inputs desde las células ganglionares de la retina trasladando esta
informacién en forma de sefializacién neuronal y hormonal para sincronizar los
relojes periféricos situados en la mayor parte de células y tejidos para asi controlar

los ritmos tisulares (Miller y Hirota, 2020).

El reloj circadiano esta genéticamente controlado y altamente conservado a
través de la filogenia. Las mutaciones en los denominados “genes reloj” producen
cambios en el comportamiento ritmico de los animales. Esencialmente, el reloj
circadiano constituye una sucesion autoregulatoria de expresion, acumulacién y
degradacion de proteinas producto de los genes reloj que da lugar, en ultimo
término, a un oscilador molecular auténomo. Como obtiene este reloj una
periodicidad de 24 horas es todavia una incégnita (Patke et al., 2020). Este reloj
molecular controla, a su vez, la expresion de los denominados genes de salida
repartidos en los érganos periféricos, controlando, asi, la funcién y actividad de

estos, ademas de transferirles informacion sobre la hora del dia.
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El reloj molecular depende de un sistema de “loop” de retroalimentacién
transcripcional-translacional (TTFL) que funciona gracias a una red de genes reloj
circadianos. El primer gen de la familia funcional descubierto fue “period” (per)
responsable del tiempo de eclosiéon de las larvas de Drosophila melanogaster.
Junto con el producto del gen timeless (tim) y mediante interaccién fisica ambas
proteinas (PER y TIM) se trasladan al nucleo para reprimir la expresion del gen
clock (clk) y cycle (cyc) cuyas proteinas dimerizan y se acumulan de forma
constitutiva en el nucleo uniéndose a la caja reguladora E-box para estimular la
expresion de los represores per y tim. Los niveles de expresién de per y tim
alcanzan sus maximos al final del dia mientras que sus proteinas lo hacen durante
la segunda mitad del ciclo nocturno (Patke et al., 2020). Tal cual PER y TIM se

acumulan en el ndcleo inhiben la funcién de CLK-CYC (Figura 13).

CITOPLASMA
- o
NUCLEO
DBT/CK1 Degradacion
SLIMB proteosoma
M PER

pery tim ————p

Degradacion
proteosoma

Figura 13. Funcionamiento molecular del oscilador en Drosophila melanogaster. Loop principal de
retroalimentacidon transcripcional-translacional (TTFL). CLK proteina “clock”, CRY fotorreceptor
criptocromo, CYC proteina “cycle”, E-box caja E con secuencias promotoras reguladoras, DBT/CK1
proteina double-time, JET E3 ubiquitina ligasa jetlag, PER proteina “period”, SLIMB E3 ubiquitina
ligasa supernumerary limbs, TIM proteina “timeless”, U ubiquitina, -- represion expresion génica,
++ estimulacion de la expresion génica. Ver texto para descripcién detallada del proceso.
Modificado de Patke et al., (2020).
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TIM también se degrada de forma dependiente de la luz durante el dia,
gracias a la activacion del fotorreceptor criptocomo (CRY) y la ubiquitina E3 ligasa
jetlag (JET). En ausencia de TIM, PER se desestabiliza estructuralmente por double-
time (DBT) o sus ortélogos en mamiferos, la caseina quinasa delta y épsilony la E3
ubiquitina ligasa (SLIMB). La pérdida concomitante de PER y TIM resetea/reinicia

el ciclo circadiano.

En Drosophila existe un segundo TTFL, que controla la expresiéon de clk
MRNA. CLK-CYC se une a las cajas E-box localizados en la regién reguladora del
promotor de los factores de transcripcion Vrille (VRI) y la proteina de dominio PAR
1 epsilon (PDP1g), que controlan la trascripcion de clk. VRI se une a las regiones
reguladoras VRI/ PDP1e del promotor de clk y reprime su transcripcion mientras

PDP1¢ la activa durante la noche (Figura 14) (revisado por Patke et al., 2020).

CITOPLASMA

——

VRI

V/P-box

Genes Reloj de Salida I

Figura 14. Funcionamiento molecular del oscilador en Drosophila melanogaster. Loop secundario
de retroalimentacion transcripcional-translacional (TTFL). VRI factor de transcripcion Vrille, PDP1g
factor de transcripcion proteina de dominio PAR 1 epsilon. V/P box caja con secuencias de unién
para los factores de transcripcién VRl y PDP1g. Ver Figura 13 para mas abreviaturas. Ver texto para
descripcién detallada del proceso. Modificado de Patke et al., (2020).
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Como en Drosofila melanogaster, la maquinaria molecular del reloj
circadiano de mamiferos esta basada en el entrelazamiento de TTFLs. El “loop”
principal o primario es dirigido por 4 proteinas reloj, dos activadoras y dos
represoras (Partch et al., 2014). Los elementos activadores que dirigen el ciclo
circadiano son heterodimeros de la familia de dominios basicos hélice-lazo-hélice
[factores de transcripcidon bHLH-Per-Arnt-Sim (PAS)] (Patke et al., 2020), BMAL1,
también conocido como ARNLT y ortélogo de CYC, y CLOCK ortdlogo del CLK de
Drosophila. El heterodimero BMAL-CLOCK dirige la transcripcién de genes con
cajas E/E’ en sus promotores. Las proteinas represoras son PER y CRY ortdlogos de
sus correspondientes genes en Drosophila. Pero a diferencia de esta especie, el
gen per presenta hasta tres paralogos en el genoma de mamiferos (perl, per2 y
per3) mientras que cry exhibe dos (cryly cry2). Si bien estas proteinas son capaces
de compensar la funcion de sus paralogos por ausencia, sus roles no son
exactamente redundantes. Por ejemplo, la perdida individual de CRY1 o CRY2
acorta o alarga el periodo circadiano, respectivamente pero no abole la ritmicidad
gue solamente desaparece en ausencia de ambos paralogos (Patke et al., 2020).
De forma similar a Drosophila, en los ultimos estados del ciclo, PER y CRY
heterodimerizan en el citoplasma, se trasladan al nucleo para reprimir la actividad
de CLOCK-BMAL1 previniendo su propia produccion, ya que CLOCK —BMAL1
activan la transcripcion de pery cry. Una vez los niveles de PER y CRY descienden
lo suficiente gracias a su degradacion dependiente de la via de la ubiquitina y, por
tanto, ya no reprimen la actividad de CLOCK-BMAL1, los niveles de PER y CRY

vuelven a ascender cerrdandose el ciclo (Figura 15).

El segundo TTFL se genera gracias a la activacidon transcripcional de
receptores huérfanos relacionados con el retinoide (ROR a,3,%) y la represion de
REV-ERBa/REV-ERBp. Este segundo TTFL asegura la expresion ritmica de bmall
siendo analogo de la regulacion de CLK por VRl y PDP1¢ descrita anteriormente en
Drosophila. REV-ERBa/REV-ERBB compiten con ROR o,B,y por unién a los
elementos de respuesta REV-ERB-ROR y potenciadores o “enhancers” en los
promotores génicos, incluyendo bmall, para inhibir o promover su transcripcién

génica. A diferencia del modelo propuesto para Drosophila donde la proteina CRY
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no forma parte central del TTFL sino que opera a través de la degradacién sensible
a la luz de TIM, en mamiferos cry ha asumido el rol de TIM, actuando como un
represor transcripcional de clock/bmall (revisado por Parch et al., 2014; Miller y

Hirota, 2020; Patke et al., 2020; Partch, 2020; Pilorz et al., 2020) (Figura 15).

Quinasas (CKLa, CKLS, CKLe)
0.0 o
Q‘) -

cryl, cry2, perl, per2

Clock, Bmall
&
ERBa
,—P

Bmall, Cryl

Rev-Erba, Rora

Figura 15. Funcionamiento molecular del oscilador en mamiferos. Loop secundario de
retroalimentacion transcripcional-translacional (TTFL). Modificado de Parch et al., (2014). Ver
Figura 13 para mas abreviaturas. Ver texto para descripcién detallada del proceso.

1.5.3. Organizacion del sistema circadiano

El reloj molecular que se ha descrito anteriormente esta presente en
practicamente todas las células del individuo y todos estos relojes moleculares,
dispuestos en los tejidos centrales y periféricos, forman una red jerarquizada
gobernada por el reloj circadiano master situado en el NSC en mamiferos. Los
relojes moleculares del NSC y de las células periféricas tienen exactamente la
misma arquitectura y son capaces de generar ritmos circadianos sostenidos. Sin

embargo, la diferencia existente entre el NSC y los tejidos periféricos es el grado
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de acoplamiento intercelular existente. Ademas, este reloj master del NSC es el
unico que recibe informacién luminica desde las células de la retina siendo capaz,
por tanto, de sincronizar su periodo con la informaciéon ambiental para traspasar,
a su vez, la informacion a los relojes circadianos periféricos. La solidez de la
interconexion celular circadiana en el NSC confiere al reloj master resistencia a las
perturbaciones internas. Las casi 20.000 neuronas del NSC oscilan en diferente
fase y periodo ensamblandose para determinar un periodo global. Dicha
integracion de fenotipos ritmicos plurales determina la ritmicidad del NSC y le
confiere la capacidad de absorber los ruidos internos que podrian modificar el
funcionamiento del reloj molecular. Por el contrario, dicha interconexién reloj-
reloj entre las células es mas laxa en los tejidos periféricos lo que permite su ajuste
de fase desde el reloj central master mediante el sistema endocrino u otras pistas
metabdlicas (revisado por Parch et al., 2014; Pilorz et al., 2020). Los estudios in
vitro han demostrado que las células de los tejidos periféricos muestran ritmos en
un ambiente ritmico, pero se de-sincronizan rapidamente cuando las condiciones
ciclicas externas cesan (Yamaguchi et al., 2003) lo que parece ser debido a la falta

de acoplamiento entre los fenotipos ritmicos celulares.

Este sistema permite, por tanto, que el reloj master mantenga una
temporalidad de aproximadamente 24 horas ajustandose y manteniendo la
coordinacion temporal con el ciclo solar mientras que los tejidos periféricos se
adapten reflejando el status metabdlico del tejido en el cual funcionan (revisado
por Parch et al., 2014; Pilorz et al., 2020). Por tanto, el funcionamiento de los
relojes moleculares es dependiente del tipo tisular donde se expresen (Cedernaes

et al.,, 2019)

1.5.4. Relojes enddgenos y organizacion circadiana en peces

Los peces son de particular interés en el estudio de los ritmos circadianos
por diversos motivos, entre los que destacan: i) la presencia de una glandula pineal
fotosensible, fotoreceptores cerebrales y melandforos dermales fotosensibles
(Doyle y Menaker, 2007) ii) a diferencia de mamiferos, los relojes periféricos

pueden ser entrenados directamente por la luz, es decir los tejidos se pueden
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cultivar in vitro y sus relojes se reinician simplemente por exposicién a la luz.
Incluso las lineas celulares embridnicas de pez cebra son sensibles a la luz
(Whitmore et al., 2000). En mamiferos, el Unico érgano fotosensible es la retina,
especificamente las células glanglionares fotosensibles que expresan el
fotoreceptor melanopsina, que envia proyecciones al NSC desde donde se
transmite la informacion temporal al resto de relojes centrales y periféricos v iii)
los peces son el grupo de vertebrados mas diverso desde el punto de vista
evolutivo con mas de 25.000 especies y sus habitats difieren considerablemente
llegando a colonizar ambientes extremos. Dicha diversidad de habitats genera
diferentes patrones de adaptacion evolutiva, entre los que se incluye el sistema
circadiano. Por tanto, podemos encontrar diversas adaptaciones del reloj
molecular que pueden facilitar el estudio de su plasticidad y la comprensién de su
funcionamiento ademds de la adaptacion a diversas condiciones ambientales
durante la evolucién (Foulkes et al., 2016). Por ejemplo, los peces pueden mostrar
un comportamiento circadiano dual, pasando de habitos nocturnos a diurnos en
funcion de la estacion anual o durante la ontogenia (Sanchez-Vazquez et al., 1995,

1998).

En peces, aunque anatomicamente se ha descrito la presencia de un NSC
(Cerda-Reverter et al., 2000) no se ha demostrado su implicacién funcional en la
regulacion de la ritmicidad circadiana y concretamente la presencia de un
“pacemaker” o reloj master (Idda et al., 2012). Este oscilador principal parece estar
situado en la glandula pineal, una estructura neuroglandular epitaldmica que
contiene todos los elementos necesarios para el entrenamiento luminico, asi
como para la generacion de ritmos circadianos (Falcén et al., 2010). La pineal de
peces presenta fotoreceptores que comparten caracteristicas moleculares,
estructurales y funcionales con los de la retina y su reloj circadiano gobierna la
sintesis periddica de melatonina (Falcén et al., 2010). La hormona se sintetiza por
la noche, desde su precursor el triptéfano y la serotonina (5-HT) como
intermediario, gracias a la activaciéon de la aryl-alkylamine N-acetyl-transferasa
(AANAT) (Figura 16), y alcanza niveles minimos durante el dia como resultado de

la transcripcion de AANAT regulada por la luz (Velarde et al., 2010). El genoma de
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peces presenta dos genes paralogos que codifican AANAT1 y AANAT2. AANAT1 se
expresa fundamentalmente en la retina mientras que la expresién de AANAT2
gueda confinada principalmente en la glandula pineal (Velarde et al., 2010; Falcén
et al., 2010). La expresion de AANAT2 es regulada por el reloj circadiano pineal y
se suprime rapidamente tras exposicién a la luz (Falcén et al., 2010). La sintesis
ritmica de melatonina durante el periodo nocturno y su inhibicién diurna estd
altamente conservada en vertebrados, pero la organizacién del sistema circadiano

gue controla su sintesis circadiana ha cambiado enormemente.
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Figura 16. Esquema de la sintesis de melatonina a partir de su precursor el triptéfano. 5-Hidroxi-
indol-O-metiltransferasas (HIOMT), aminoacido aromatico descarboxilasa (AAD), aryl-alkylamine
N-acetyl-transferasa (AANAT), triptofano hidroxilasa (TPH).

En mamiferos, la informacién luminica alcanza el NSC desde las células
ganglionares retinianas. Desde el NSC la informacién viaja a través del tracto
retino-hipotaldmico via el nucleo paraventricular (PVN) para alcanzar la glandula
pineal. En peces, y otros vertebrados no mamiferos, tanto la retina como la pineal
presentan fotoreceptores sensibles a la luz externa y quizas también existen

estructuras fotosensibles en el cerebro presentes en el drea predptica e
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hipotalamo tuberal (Doyle y Menaker, 2007). A través de ellos, la luz es capaz de
entrenar los osciladores de la retina y pineal los cuales, a su vez, estan
interconectados. Tras la integracion de la informacién y el didlogo entre los
diferentes osciladores la salida hormonal se traduce en variaciones de los niveles
de melatonina que reflejan el status circadiano y estacional. La melatonina retinal
actla como un factor paracrino/autocrino y se degrada localmente, por el
contrario, la melatonina procedente de la pineal se libera al liquido cerebroespinal
o cefalorraquideo alcanzando posteriormente las estructuras centrales o
periféricas que expresan receptores de melatonina. Ademads de la salida hormonal,
ambos pineal y retina elaboran otra salida ritmica codificada de forma neural a
través de los tractos retino-hipotaldmico y pineal para inervar el diencéfalo ventral
donde potencialmente existen unidades oscilatorias que serian entrenadas desde

la pineal/retina (revisado por Falcén et al., 2010) (Figura 17).

Tejidos Periféricos y Sistema
Nervioso

Figura 17. Modificado de Falcon et al.,, (2010). Las lineas moradas indican trasmision de
informacion ritmica via neural mientras que las negras indican transmision hormonal via
receptores de melatonina. El interrogante indica la posibilidad de receptores luminicos en el propio
cerebro. Tras integrarse la informacion coordinadamente en las tres unidades oscilatorias se
elabora una salida que gobierna la fisiologia de los tejidos periféricos, incluyendo la secrecién
hormonal desde la pituitaria.

64



Introduccién

1.5.5. Alimentacidn y ritmos circadianos

La simple observacion del comportamiento animal, incluyendo nuestros
propios habitos, nos revela que los animales no comen constantemente, sino que
aprovechan determinadas horas del dia para alimentarse y estas horas suelen
repetirse adoptando un patrén ciclico, es decir, un ritmo de alimentacién.
Evidentemente, las horas de alimentacion quedan incluidas dentro del periodo de
actividad del organismo y constituyen el periodo de acumulo de energia. Por el
contrario, los periodos de inactividad/suefio se corresponden con periodos de
ayuno y movilizacidn de las reservas energéticas. Dicha ritmicidad aparece en la
naturaleza en funcién de la disponibilidad de alimento, la cual no es continua a lo
largo del periodo noche/dia, pero también en funcién del riesgo, frente a los
potenciales predadores, que supone la busqueda de alimento y el propio acto de

alimentarse.

Al igual que existe un reloj master situado en el NSC sincronizado por la
sucesion de horas de luz, existe también un sistema temporal separado y que
participa en los ciclos ayuno/ingesta. En ocasiones, este reloj se le refiere como
reloj de la ingesta u oscilador inducible por la alimentacion (FEO del inglés
“feeding-inducible oscillator”) en contraposicidén del LEO u oscilador inducible por
la luz (LEO del inglés “light-inducible oscillator”). Un desajuste entre alimentacién
y ciclos de actividad puede re-sincronizar relojes periféricos y centrales (no
aquellos localizados en el NSC) y provocar efectos negativos sobre el metabolismo
(Challet, 2019). De hecho, la mayor parte de relojes periféricos pueden ser
entrenados por estimulos asociados con los ritmos de alimentacién como son los
niveles de glucosa sanguinea, hormonas periféricas etc. Una particularidad del
sistema es que, si se restringe el tiempo de alimentaciéon a una sola toma, los
relojes circadianos se desplazaradn para acoplarse a este ritmo de alimentacion,
pero por el contrario el oscilador principal, sito en el NSC, quedara sincronizado al
L/O (Mistlberger, 2020). Dicha flexibilidad permite acomodarse a las horas de
ingesta sin interferir con el oscilador dia/noche preservando la codificacion

temporal referente al fotoperiodo.
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Los primeros estudios sobre ritmos circadianos ya destacaron la aparicién de
una actividad locomotora anticipatoria (denominada FAA del inglés “food
antcipatory activity”) cuando los animales son adaptados a un tiempo de
alimentacion y este ritmo anticipatorio permanece durante dias, aunque los
animales ayunen. Estos ritmos anticipatorios no surgen si el patréon de
alimentacion es muy diferente de 24 horas. Sin embargo, la aparicién de la FAA no
depende del NSC ya que las ratas a las cuales se les ha ablacionado el NSC siguen
exhibiendo FAA tras entrenamiento a un patrén de alimentacién cercano a las 24
horas, lo que da consistencia a la existencia de un FEO independiente del LEO

(revisado por Mistlberger, 2020).

La localizacion anatdmica del FEO en vertebrados es desconocida, aunque
es légico pensar que, si el LEO se encuentra en el hipotalamo, el FEO también lo
haga, concretamente en aquellas células que reciben informacion metabdlica
desde los sistemas periféricos. Es cierto, que las lesiones o silenciamiento génico
de diversas estructuras hipotaldmicas o genes, respectivamente producen
alteraciones tanto disminuyendo como aumentado la FAA (Davidson, 2009;
Mistlberger, 2011; Challet et al., 2010; Butler et al., 2017). Sin embargo, es cierto
gue se han detectado efectos similares debidos a lesiones o silenciamiento génico
en el cerebro anterior o posterior (Davison et al., 2000; Mendoza et al., 2010;
Gallardo et al., 2014). Asi pues, no existe un consenso sobre la localizacion del FEO

en mamiferos.

Sin embargo, los experimentos de pérdida de funcién han revelado la
existencia de una clara conexidén entre el sistema circadiano, los ritmos de
alimentacion y la homeostasis energética (Staels et al., 2006; Gatfield et al., 2008).
Los ratones portadores de la mutacién ClockA19 exhiben ritmos de actividad
reducidos, pero también un ritmo de alimentacién alterado con incrementos
significativos de la ingesta diurna. Estos ratones son hiperfagicos y desarrollan
obesidad inducida por la dieta con mayor facilidad que su contrapartida salvaje
(Summa y Turek, 2014). Pero ademads los ratones deficientes en el gen per2
también exhiben un ritmo circadiano de alimentaciéon anormal, particularmente

tras la ingesta de dietas altas en grasa (Yang et al., 2009). Estos ritmos de
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alimentacidn alterados al igual que la actividad locomotora también ocurren en

los ratones deficientes en el gen bmall (Kondratov et al., 2006; Rudic et al., 2004).

Estudios tempranos ya remarcaron la existencia de ritmos diarios de
alimentacidn en peces, pero su estudio siempre ha resultado complejo en virtud
de la flexibilidad del sistema circadiano que redunda en variabilidad de respuesta
experimental (Lopez-Olmeda y Sanchez-Vazquez, 2011). Dado su caracter
poiquilotermo, los peces estan, ademas, expuestos a los cambios estacionales de
temperatura que regulan su metabolismo energético e intermediario. Dichas
adaptaciones estacionales provocan, en ocasiones, inversiones de fase en los
ritmos de alimentacién mostrando un comportamiento alimenticio diurno o

nocturno en funcién de la estacion del ano (Sanchez-Vazquez et al., 1998).

La FAA también ha sido descrita en peces, manifestdandose como una
actividad natatoria anterior (entre 1-3 horas) a la hora de alimentacién habitual.
Aunque la aparicién de la FAA parece ser independiente de la fase fotoperiddica
en la que el alimento se suministra, las condiciones luminicas influencian los
patrones comportamentales de alimentacion. Por ejemplo, cuando Ia
alimentacion se produce de forma préxima al amanecer o anochecer los periodos
de FAA se acortan. Sin embargo, los peces que se alimentan a una hora fija del dia
en ausencia de informacién fotoperiddica todavia exhiben FAA indicando que la
alimentacion actla per se como una sefial externa capaz de entrenar la FAA. Es
mas, si los animales son ayunados en ausencia de informacién fotoperiddica la FAA
persiste con una periodicidad cercana a 24 horas indicando la presencia de un
ritmo endégeno responsable de la generacién de dicho comportamiento (revisado
por del Pozo et al., 2012). La prescripcién temporal de la alimentacion puede re-
sincronizar el reloj interno cambiando su patrén de alimentacién en funcién de la
hora de alimentacidn, es decir que los peces pueden llegar a ser diurnos cuando
se alimentan por el dia y nocturnos cuando se alimentan durante el periodo
nocturno. Sin embargo, determinadas especies no muestran tanta flexibilidad
como por ejemplo la tenca (Tinca tinca) que es estrictamente nocturna y rehlye
del alimento que se suministra durante la fase luminica del fotoperiodo (Herrero

et al.,, 2005). Ademas, de la actividad locomotora otras variables fisiolégicas
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pueden mostrar ritmicidad y/o anticipacion a las horas de alimentacién. Por
ejemplo, la lubina muestra ritmos diarios de glucosa plasmatica durante el ayuno
sincronizados por el fotoperiodo (Cerda-Reverter et al.,, 1998) mientras que las
variaciones diarias de hormonas tiroideas asociadas al fotoperiodo desaparecen
durante el ayuno prolongado (Cerda-Reverter et al., 1996). La anticipacién en la
expresion de algunos enzimas digestivos y neuropéptidos relacionados con la
alimentacion también se ha descrito en diversas especies (revisado por del Pozo

etal.,, 2012)

1.5.6. Papel de las melanocortinas en los ritmos circadianos

El papel de las melanocortinas en la regulacion de los ritmos circadianos es
relativamente desconocido y solamente existen antecedentes de su participacion

en la regulaciéon de ritmos de FAA (Begriche et al., 2009).

Los ratones carentes del MC3R (-/-) no tienen alteraciones en la ingesta o
exhiben una ligera hiperfagia sobre dietas ricas en grasa. Dicha hiperfagia resulta
del incremento de niveles de ingesta durante la fase luminosa del fotoperiodo, en
unos animales que muestran habitos de alimentacion nocturnos. Estos resultados
sugieren que el MC3R podria estar involucrado en la regulacion de los ritmos

circadianos de alimentacion (Butler et al., 2017).

La hipotesis de que el MC3R podria servir como un nexo de unién entre
estado energético del organismo y la expresion de los ritmos circadianos de
alimentacion fue demostrada por Sutton y colaboradores (2008). Los autores
demostraron, mediante el uso de protocolos temporales de alimentacién
asociados a restriccion caldrica en animales MC3R (-/-), que el receptor es
indispensable para la coordinacién del desarrollo de FAA vy la vigilia asociada con
los protocolos de alimentacidn restrictiva. Asi, los animales carentes de un MC3R
funcional no exhiben FAA o esta actividad es reducida en comparacién con sus
congéneres salvajes. Este entrenamiento a la alimentacion requiere la expresion
de los genes Npas2 y Per2, ambos componentes de la maquinaria transcripcional
gue mantiene el reloj circadiano (Dudley et al., 2003; Feillet et al., 2006). Ambos
genes, junto con Bmall presentan alteracidn en su expresion cortical bajo
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protocolos de alimentacion restringida o en animales alimentados ad libitum en

ratones MC3R (-/-) (Sutton et al., 2008). La ausencia de Bmall también provoca, a

su vez, una alteracion en los patrones ritmicos de expresion de AGRP (Clemenzi et
al., 2020) sugiriendo una conexidon entre el reloj circadiano y los ritmos de

alimentacion a través de sistema melanocortinas.
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La tesis doctoral tiene dos objetivos muy diferenciados y basados en
resultados previos obtenidos en el laboratorio de control de ingesta del Instituto

de Acuicultura de Torre de la Sal.

Como se ha expuesto en la introduccién el MC4R del pez zebra (zfMC4R) es
capaz de responder a la ACTH en presencia de la MRAP2a (Agulleiro et al., 2013),
pero no asi otros receptores de la familia (Agulleiro et al., 2013; Cortés et al.,
2014). Evidentemente, la interaccion de MRAP2a con el MC4R debe provocar un
cambio conformacional en el receptor que permita la unién y/o transduccién de
sefal a través de la via del AMPc. Como se demostré previamente en el laboratorio
esto no ocurre tras interaccion con el MC1R o MC5Ra. Nuestra pregunta de partida
fue si este fendmeno, observado solamente en el MC4R del pez cebra, esta
conservado a través de la evolucién. Para ello nos planteamos demostrarlo en
humanos utilizando el MC4R (hMCA4R) y la MRAP2 (hMRAP2) de la especie, e
incluso cruzando las MRAP2, es decir hMC4R-zfMRPA2a y zfMC4AR-hMRPA2. Una
vez demostramos la conservacion evolutiva nos preguntamos qué caracteristicas
estructurales tiene el MC4R que hace posible la respuesta a ACTH tras interaccion
con la MRAP2. Para ello, disefiamos un experimento de quimeras del MCI1R, un
receptor que sabemos no responde a ACTH tras interaccién. La idea fue traspasar
secuencialmente los diferentes dominios transmembrana, giros intracelulares y
extracelulares del MC1R al MC4R buscando una pérdida de la funcién. Una vez
identificados los segmentos importantes que confieren la funcionalidad al
receptor nos planteamos dotar al MC1R de la capacidad de respuesta a la ACTH
tras interaccion con la MRAP2a, haciendo el ejercicio contrario, es decir
traspasando dominios desde el MC4R al MC1R y por tanto buscando una ganancia

de funcion.

La segunda parte de los objetivos hace hincapié sobre la implicacion del
sistema de melanocortinas en los ritmos circadianos de los peces. Existe muy poca
bibliografia que relaciona a ambos (ver seccién 2 de la introduccién) pero,
nuestros resultados preliminares nos hicieron sospechar de la implicacién del
sistema en el funcionamiento del reloj circadiano. Por un lado, los resultados que

comparaban el transcriptoma del cerebro de peces salvajes (+/+) con peces ASIP1
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(asipl/asipl) mostraban la existencia de expresion diferencial en genes
relacionados con el reloj circadiano (Guillot et al., 2016) pero ademads también se
detecté una posible diferencia en el funcionamiento del reloj central entre machos
y hembras. El primer objetivo de esta segunda parte fue, por tanto, demostrar la
existencia de un patrén de actividad locomotora dependiente del sexo y evaluar
el efecto de los esteroides sexuales sobre el patrdon de actividad y la expresion de
genes reloj. El segundo objetivo fue estudiar el efecto del sistema de
melanocortinas sobre los ritmos de actividad locomotora utilizando una cepa de
peces transgénicos que sobre-expresan ASIP1. Esta proteina actia como agonista
inverso de diversos MCRs (Guillot et al., 2016, ver también seccién 1.1. de la
introduccion) y por lo tanto su sobreexpresidn resulta en una inhibicién de Ila
actividad constitutiva del receptor y por tanto en una depresion de la actividad

central melanocortinérgica.
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Materiales y Métodos

3.1. Manejo de animales de experimentacion

Todos los experimentos fueron llevados a cabo en concordancia con los
principios publicados por la directiva europea 86/609/CEE, concerniente a la
proteccién de animales experimentales. Los procedimientos fueron aprobados
por el comité interno del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) y
el comité de ética del Instituto de Acuicultura de Torre de la Sal (IATS) (NUmero de

autorizacion experimental 021/2013).

Los animales se manipularon siempre bajo anestesia realizada por inmersién
en metasulfonato de tricaina (MS-222, Sigma) en dosis de 0.01 mg/mL. Cuando
fue necesario, el sacrificio se realiz6 mediante técnicas indoloras incluyendo la

sobredosis de anestésico o la exposicién prolongada a bajas temperaturas.

Los peces cebra (Danio rerio) de la cepa Tubingen (Tu) procedieron siempre
de las instalaciones experimentales propias y fueron generados por
entrecruzamiento de parentales bien en el laboratorio del IATS o en el laboratorio
del Dr. Foulkes (Instituto de Toxicologia y Genética del Instituto Tecnoldgico de
Karsruhe, KIT-ITG, Alemania), respectivamente. Los animales transgénicos ASIP1
(asip1/asip1, Ceinos et al., 2015) fueron también generados en las instalaciones
del IATS a partir de entrecruzamiento entre animales heterocigotos (asip1/+) que
generaron tres tipos de poblaciones: 25% asip1/asip1, 50% asipl/+y 25% +/+).
Tras el genotipado mediante técnicas de PCR con cebadores especificos (Guillot et
al., 2016) se generaron dos subpoblaciones, asip1/asip1y +/+ con el mismo acerbo

genético para fines comparativos.

Para la reproduccion de las diferentes cepas se colocaron los parentales en
tanques paridera separados por un panel transparente que permite el intercambio
de agua entre las dos secciones. Las parideras se mantuvieron en oscuridad
durante la tarde y la noche consecutiva. Al dia siguiente, las parideras se
expusieron a la luz natural, con el fin de sincronizar las puestas de los parentales,
momento en el que se retird la barrera fisica que separa a ambos parentales. Tras
20-30 minutos se recogieron los huevos fecundados y se colocaron en incubadores
con temperatura constante a 28 °C hasta la eclosién de los embriones (48-72h

post-puesta). A los 5 dias, las larvas se introdujeron en el sistema de re-

77




Materiales y Métodos

circularizacién, aunque el circuito de renovacién de agua se mantuvo cerrado

durante la primera semana.

El mantenimiento de los individuos se realizd en un sistema cerrado con
recirculacién de agua. Los tanques, en los cuales se mantuvieron los ejemplares,
variaron en funcion del tamafio y el objetivo del experimento. Los estadios
larvarios y alevines se criaron en acuarios de 6 litros (L), mientras que los adultos
se estabularon en acuarios de 20 o 26 L, excepto durante la fase reproductora, en
la cual se colocaron individualmente en tanques de 1,5 L durante, al menos, 1
semana antes del apareamiento. El agua del sistema recirculé de forma constante
a través de filtros mecanicos y bioldgicos, siendo renovada parcialmente cada dos
dias. Los parametros fisicoquimicos como temperatura (26-28 °C), pH (7-8) y
conductividad (entre 300-500 puS/cm) fueron monitorizados diariamente vy
corregidos cuando se situaron fuera de los limites establecidos. El fotoperiodo [14
horas de luz, (7:00 h-21:00h) y 10 horas de oscuridad (21:00-7:00h)] se controld
mediante un temporizador. La alimentacion varié en funcion de la edad o del
experimento realizado. Durante las fases tempranas del desarrollo, Ia
alimentacion se inicio 6 dias después de la puesta, en funcion del siguiente
protocolo: 5 dias pienso comercial para larvas (Mikrovit Hi-Protein, Tropical), 5
dias pienso comercial para larvas mas nauplios de artemia vivos y 5 dias con
nauplios y pienso comercial en escamas triturado para adultos (Vipan, Sera),
finalmente un mes con pienso comercial de adultos triturado. Tras este periodo,
los animales adultos se alimentaron de forma rutinaria con una mezcla de piensos
en escama para adultos a las 8.00 am (Vipan, Sera-/Gala-Premium, JBL) y nauplios

de artemia vivos recién eclosionados (14.00 y 16.30).

3.2. Reactivos

A menos que se indique lo contrario, todos los reactivos fueron obtenidos

de Sigma-Aldrich (Merck). Todos los péptidos fueron comprados a Bachem.
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3.3. Conservacion evolutiva de la respuesta de la sensibilidad del MC4R a la

ACTH mediada por MRAP2

La conservacion evolutiva de la respuesta del MC4R a ACTH mediada por la
MRAP2 se evaludé mediante experimentos in vitro utilizando la linea celular HEK-
293 sobre la que se transfectaron las diversas construcciones que portan los genes
de interés incluidos en vectores de expresidn eucariota. La linea celular HEK-293
proviene de células embrionarias de rifidn humano. Estas células semi-adherentes
se utilizan asiduamente para la sintesis de proteinas recombinantes,
especialmente en experimentos farmacoldgicos, dada su facilidad de cultivo y

transfeccion.

3.3.1. Construcciones plasmidicas

Las construcciones plasmidicas en pcDNA3.1 de los genes de pez cebra
utilizadas en los experimentos (zfMC4R, zfMRAP2a y zEMRAP2b) se desarrollaron
previamente en el laboratorio (Agulleiro et al., 2010, 2013). Los plasmidos que
contienen el MC4R (Clone ID: OHu24975D; ORF: NM_005912.2) y la MRAP2 (Clone
ID: OHu17223D; ORF: (NM_138409.2) de humanos (h), también en pcDNA3.1, se

obtuvieron de GeneScript.

3.3.2. Cultivo celular

Las células HEK-293 se cultivaron en medio DMEM (del inglés Dulbecco’s
modified Eagle’s médium, Gibco) suplementado con un 10% (v/v) de suero fetal
bovino (FBS, Gibco) y un 1% de una mezcla de penicilina /estreptomicina (Gibco)
para evitar la contaminacién microbiana. Este medio de cultivo con todos sus
compuestos afiadidos se ha denominado “medio completo” en el presente
trabajo. Los cultivos celulares se mantuvieron siempre a 37 °C en una atmoésfera
himeda con un 5% de CO». Para medir la activacion del receptor tras estimulacion
con diferentes agonistas utilizamos el denominado “Clon Q”, una linea de células
HEK-293 generada en el laboratorio que expresa de forma constitutiva el gen de

la B-galactosidasa (GAL) bajo el control del promotor del péptido intestinal
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vasoactivo (VIP), localizado a continuacién de varias repeticiones en tandem del
elemento de respuesta al AMPc (CRE). Este sistema permite cuantificar
indirectamente los incrementos intracelulares de AMPc en funcion de la activacién
del gen GAL mediada por la proteina CREB, proteina de unidn a los sitios CRE. Este
clon fue generado por co-transfeccién (50:1) del plasmido pCRE/B-galactosidasa
(suministrado por Dr. R. Cone, Centro Médico de la Universidad de Vanderbilt) y
el plasmido tgCMV/HyTJ, el cual presenta un gen de resistencia a la higromicina,

para su seleccidn (Sanchez et al., 2009).

3.3.3. Disefio y dinédmica experimental

Acorde al disefio experimental, hMC4R o zfMC4R se transfectaron solos o
junto con zfMRAP2a, zfMRAP2b o hMRAP2, respectivamente y se estimularon con
concentraciones decrecientes (10 ® a 10'?) de ACTH(1-24) 0 a-MSH humanos. El
primer dia experimental se sembraron células clon Q en placas de cultivo 6 pocillos
(Corning) provenientes de una placa Petri que presentaba una confluencia celular
entre el 75y el 95%. Las placas de 6 pocillos se trataron previamente con Poli-L-
lisina a una concentracion de 0.02 mg/ml en DMEM durante 90 minutos a
temperatura ambiente con el fin de aumentar la adherencia celular. Tras 24 horas
aproximadamente a 37 °C y 70% de confluencia, las células se transfectaron con
las construcciones pertinentes utilizando con lipofectamina LTX (Invitrogen) y
siguiendo las indicaciones del proveedor. La cantidad de ADN fue siempre
constante, 1 ug, utilizando 100 ng de cada construccién y ajustando la cantidad de
ADN mediante adicion del plasmido pBlue-Script SK (+) [pBSSK(+)] . Para poder
estandarizar la eficiencia de la transfeccidon se co-transfecté una construcciéon
portadora del gen de la luciferasa bajo el control de un promotor constitutivo
citomegalovirus (pTATA-LUCH+, Altschmied y Duschl, 1997). Tras 24 horas desde la
transfeccidn, las células se pasaron a placas de 96 pocillos, tratadas también con
Poli-L-lisina, utilizando tripsina para despegarlas en caso de ser necesario. Tras el
contaje en cdmara “Neubauer” se sembro el nUmero adecuado de células (20.000-
30.000 por pocillo) para su posterior estimulacion con los diferentes agonistas.

Tras 24 horas, las células transfectadas se estimularon por cuadriplicado con
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concentraciones decrecientes de agonistas. Ademas, se utilizd la estimulacidn con
8-bromo-adenosin-3',5'-monofosfato ciclico 10?2 M (8-Br-cAMP) como control
positivo con el fin de evaluar el estado funcional de las células. Tras 6 horas de
estimulacion, las células se lisaron con el tampdn de lisis (250 mM de Tris-HCI, pH
8 v 0,1% de Triton X-100) y los lisados se almacenaron a -80 °C hasta la
determinacién de la actividad galactosidasa como se describe en Sanchez y
colaboradores (2009). Brevemente, se retiraron 10 pl de cada pocillo para la
determinacién del nivel de proteinas, una medida que después se utilizd para
estandarizar la actividad de cada estimulacién. A los restantes 40 ul se afadieron
otros 40 pl de albimina de suero bovino (BSA) 0.5% en tampdn fosfato salino y
150 pl de tampodn sustrato [ImM MgCl2, 10 mMKCI, 5 mM B-mercaptoetanol y
200 mg/ml de orto-nitrofenil-galactopirandsido (ONPG)]. La placa se incubd a
37 °Cdurante 5 hy se midié la absorbancia a 405 nm utilizando un lector de placas
(Tecan). Las medidas fueron normalizadas por el contenido de proteina que fue
determinado mediante el kit de analisis BCA (Pierce) siguiendo las instrucciones
del fabricante. La actividad luciferasa de 4 replicados fue determinada mediante
el kit de ensayo de la luciferasa (Promega) siguiendo las instrucciones del
proveedor. Las células se lisaron con tampodn de lisis pasivo (Promega) y fueron
congeladas a -80 °C, los restos celulares se separaron por centrifugacion y la luz
generada estimada mediante luminometria (Junior EG&G, Berthold Technologies)

y se expresaron como unidades relativas de luz (RLU).

3.3.4. Andlisis “in silico” de la expresion tisular del hMC4R y hMRAP2

Con el objetivo de evaluar la posible implicacién fisioldgica de la interaccidon
entre MC4R/MRAP2 se analizo la expresidn tisular de ambos genes junto con la
del hMC2R obtenida mediante secuenciacién masiva de ARN (RNAseq) a través del
portal GTEx (GTEx Analysis Release V7, dbGaP Accession phs000424.v7.p2,

https://www.gtexportal.org/home/). La expresidn se representa como transcritos

por millén (TPM). Los patrones de expresién de zfMC4R, zfMC2R, zfMRAP2a y
zfMRAP2b fueron publicados previamente en nuestro laboratorio (Agulleiro et al.,

2010; Agulleiro et al., 2013).
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3.3.5. Alineamiento de secuencias de MRAP

Con el fin de analizar la similitud entre las proteinas de MRAP2 se alinearon

las secuencias gracias al uso del software libre Clustall W (http://www.clustal.org/)

utilizando el algoritmo “Neighborg Joining”.

3.3.6. Expresion de resultados y andlisis estadisticos

Los resultados de activacidén del receptor se ajustaron a curvas logisticas
usando el software GraphPad Prism. Para la representacién grafica se
seleccionaron experimentos representativos de cada gen o combinacién génica.
Las actividades basales se compararon mediante ANOVA de una via tras
estandarizacion por la eficiencia de transfeccién (niveles de luciferasa) y la
condicion celular (niveles tras estimulacion con 8-Br-cAMP). Se consideraron
diferencias significativas para p<0.05 tras andlisis de comparaciones multiples

mediante el test de Tukey.

3.4. Requerimientos estructurales de la interaccion MRAP2-MC4R frente la

respuesta a ACTH

Nuestros experimentos previos demostraron que el receptor zfMC1R no
responde a ACTH, en presencia o ausencia de zfMRAP2a (Cortés et al., 2014),
mientras que el zfMC4R si lo hace pero Unicamente en presencia de la proteina
accesoria zfMRAP2a. Para estudiar los dominios que, potencialmente, estan
implicados en dicha interaccién disefiamos quimeras de pérdida de funcién en las
cuales un segmento del zfFMC1R substituye a suhomdlogo posicional en el zfMC4R.
Una vez identificados los dominios potenciales disefiamos quimeras con ganancia
de funcién en las que un dominio del zfMC4R substituye a su homodlogo posicional

en zfMC1R.

3.4.1. Disefio de quimeras con pérdida de funcion

Previo al diseno se realizé un alineamiento, utilizando los softwares libres

“Gene Runner” (http://www.generunner.net/) y Clustall w
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(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), de ambas secuencias (zfMCI1R y

zfMC4R) junto con sus ortélogos humanos (hMC4R y hMC1R) para analizar la
homologia entre los siete dominios transmembrana caracteristicos de los
receptores acoplados a la proteina G , ademas de los segmentos intra (ICL) - y
extra-celulares (ECL) situados entre dos dominios transmembrana (Figura 18). Las
secuencias nucleicas y proteicas de los receptores fueron obtenidas a partir de la

base de datos del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/). El estudio de

los perfiles de hidrofobicidad de ambas proteinas obtenidos con el software libre

UGene (http://ugene.net/) ayudé a delimitar los diferentes dominios

transmembranales, los cuales fueron corroborados con estudios previos en otras

especies (Haskell-Luevano et al., 1996; Srinivansan et al., 2004).
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Figura 18. Alineamiento de secuencias de MC1R y MC4R de humanos (h) y pez cebra (zf) para el
disefio que quimeras. El alineamiento se realizé con el software “generunner” y se introdujeron
guiones para maximizar la tasa de alineamiento entre las secuencias. En la parte inferior aparecen
las secuencias consenso de todos los receptores alineados (Con_1) o solamente de aquellos de pez
cebra (Con_2). La posicidn de los dominios transmembranales (TM, rojo), los “loops” intracelulares
(ICL, verde) y extracelulares (ECL, azul) queda remarcada en la figura.

El esquema de la Figura 19 recoge la estructura de las quimeras disefadas
para los experimentos farmacoldgicos. La quimera 1 incorpora el extremo amino
terminal del zfEMC1R en la estructura del zfMC4R, la quimera 2 incorpora el primer
dominio transmembrana del zfMC1R sobre la estructura del zfMC4R y asi
sucesivamente hasta la quimera 15 donde la secuencia de zfMC4R Unicamente

incorpora el extremo carboxilo terminal del zfMC1R.
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MC4R MCI1R
UYL L
Q1 Q6 Ql1
Q2 Q7 Q12
Q3 Q8 Qi3
Q4 Q9 Qla
Q5 Q10 Ql15

Figura 19. Esquema de las quimeras con pérdida de funcién utilizadas en los experimentos
farmacoldgicos. En rojo aparecen los fragmentos sustituidos en el zfEMC4R originarios del zfMC1R.

Una vez diseiadas las secuencias quiméricas de ADN fueron quimicamente
sintetizadas e incorporadas en el vector de expresion pcDNA3.1 portando el
epitopo c-Myc en el extremo N-terminal (Genescript) (Figura 20). La presencia del
epitopo permitird posteriormente la localizacién celular de las quimeras tras

expresion en células HEK293.
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Nhe |
Aflll
Hind Il
Kpn |
BamH |

(without stop codon)

" PEDNA3.1'/C-(K)}DYK [ 1o

\— Stop

T7 promoter

Hind il
TAATAC GAC TCACTATAG GGAGACCCAAGC TGG CTAGCG TTTAAACTTAAGCTTGGTACCGAGCTC
Nhel Aflll Kpnl

Target ORF DYKT
KozaK ag
GGATCC GCC ACC|ATG NNNNNN — — NNN NNNIGAT TAC AAG GAT GAC GAC GAT AAG TGA TAA ACC CGC
BamH! DY K D D D D K stopstop

Figura 20. Esquema del vector pCDNA3.1 utilizado para la construccién quimérica de receptores
zfMC4R/zfMC1R. La figura se obtuvo de la pagina de GeneScript
(https://www.genscript.com/quick order/orf). AMPr gen de resitencia a la ampicilina, “pUC
origin” origen de replicacion pUC, “SV40 promoter” promotor SV40, “f1 origin” origen de
replicacién bacteriano, “Stop” coddn de parada, DYK epitopo para deteccidn por anticuerpo,
Neo’gen de resistencia a la neomicina, “CMV promoter” promotor génico de citomegalovirus,
Kozak secuencia Kozak para la optimizacién de la expresion génica.

3.4.2. Disefio de quimeras con ganancia de funcion

Una vez localizados los dominios potenciales responsables de la respuesta a
la ACTH del MC4R en presencia de zfMRAP2a intentamos la estrategia opuesta, es
decir crear nuevas quimeras basadas en el zfMCI1R incorporando aquellos
dominios del zfMC4R que potencialmente pudieran conferirle la habilidad de
responder a la ACTH en presencia de MRAP2a. La figura 21 recoge las quimeras

seleccionadas para posterior analisis farmacélogico.
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MCI1R MCA4R
ECL1 ECL2 ECL3 ECL1 ECL2 ECL3
Qie6 m ﬁ Q19 ﬁ ﬁ
\V/ \V/
ICL1 ICL2 ICL3 ICL1 ICL2 ICL3
ECL1 ECL2 ECL3 ECL1 ECL2 ECL3
Q17 Q20
ICL1 ICL2 ICL3 ICL1 ICL2 ICL3
ECL1 ECL2 ECL3 ECL1 ECL2 ECL3
Q18 Q21
ICL1 ICL2 ICL3 ICL1 ICL2 ICL3

Figura 21. Esquema de las quimeras con ganancia de funcién utilizadas en los experimentos
farmacoldgicos. En negro aparecen los fragmentos sustituidos en el zfEMC1R originarios del zfMC4R.

3.4.3. Amplificacion de las construcciones

Los receptores quiméricos proporcionados por Genscript fueron tratados de
la siguiente manera: se centrifugaron a 4 °C, 6000g durante 1 minuto y se
diluyeron en agua ultra-pura. Posteriormente se realizé una dilucidn 1/100 de la
que se utilizaron 10 pL para realizar la transformacidon de 100 ul bacterias
competentes Escherichia coli de la cepa DH5a.. Las células competentes se hicieron
temporalmente permeables mediante técnicas estandarizadas (Sambrook y
Russell, 2001). Tras un choque térmico a 42 °C durante 90 segundos las bacterias

se crecieron en 800 ul medio de cultivo Luria Bertani (LB) durante 90 minutos a
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37 °C con ligera agitacidn. Posteriormente una alicuota del cultivo se sembré en
placas Petri con LB agar suplementado con ampicilina (100 pg/ml), para
seleccionar las bacterias que hayan incorporado el vector plasmidico, el cual
confiere resistencia al antibiotico (ver Figura 20). La obtencidn del DNA plasmidico,
valido para la transfeccion celular, se realizé a partir de 100 ml de cultivo
bacteriano proveniente de un cultivo a 37 °C durante toda la noche (O/N)
mediante el uso de kits ya estandarizados (Qiagen). Su cuantificacion
espectrofotométrica (absorbancia a 260 nm) se realizd mediante el uso del
Nanodrop 2000 (Thermo Fisher). La presencia de fragmento en la construccion se
verificd mediante digestion con las enzimas de restriccion BamH| y Xhol, siguiendo
las especificaciones del proveedor. Los fragmentos generados en la digestién se
separaron vy visualizaron mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa

con tampodn TAE [Tris-Acetato-EDTA (4cido etilendiaminotetraacético)].

3.4.4. Desarrollo de experimentos farmacoldgicos

Los experimentos farmacologicos siguieron las pautas explicadas
anteriormente en las secciones 3.3.2 y 3.3.3. Basicamente las construcciones de
pérdida o ganancia de funcién fueron transfectadas en células HEK293-ClonQ de
forma transitoria bien solas o conjuntamente con la construccién portadora del
gen zfMRAP2a. Tras 24 horas las células transfectadas se sembraron en placas de
96 pocillos y se estimularon con concentraciones decrecientes (10%- 1012 M] de
oaMSH o ACTH (1-24) humano. Posteriormente, se determind la actividad
galactosidasa, como medida indirecta de los niveles de AMPc, tras la activacién de
las diferentes quimeras por los agonistas experimentales. Ademds, se estimo la
actividad luciferasa para evaluar la eficiencia de transfeccidon y poder establecer
comparaciones entre los diversos experimentos farmacoldgicos. Las
estimulaciones se realizaron por cuadriplicado y se expresaron como porcentaje
de los niveles basales (medio sin agonistas) de su correspondiente control
(quimera o quimera+MRAP2a). Los resultados se ajustaron a curvas logisticas para

el célculo de los ED50s.
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3.4.5. Presencia de receptores quiméricos en la membrana plasmdtica

La presencia de los diferentes receptores quiméricos en la membrana celular
fue evidenciada mediante técnicas inmunocitoquimicas aprovechando la
presencia de un epitopo c-Myc en la regién N-terminal de las proteinas
recombinantes. Las células HEK293-clonQ se cultivaron en monocapa sobre
cubreobjetos de 12 mm en placas de cultivo de 24 pocillos. Previamente, estos
cubreobjetos fueron sumergidos en etanol 100% durante 30 minutos para su
correcta esterilizacién y secados a temperatura ambiente. Posteriormente, se
esterilizaron por exposicion a luz ultravioleta durante 15 minutos y se colocaron
con pinzas dentro de los pocillos de una placa de cultivo de 24 pocillos. Tras lavado
con agua estéril y secado dentro de la cabina de flujo laminar, los cubres fueron
tratados con poli-L-lisina como anteriormente se ha descrito (seccién 3.3.3) en el
interior del pocillo. Una vez preparado el soporte fisico de las células se introdujo
el volumen de medio y células suficiente para obtener una confluencia del 70% de
cultivo al dia siguiente, momento en el que se transfectaron los receptores
guiméricos correspondientes, siguiendo los métodos descritos (Seccion 3.3.3).
Tras incubaciéon durante la noche las células se fijaron con paraformaldehido al
3.75% en DPBS durante 15 minutos a 37 °C. Posteriormente el fijador se elimind
mediante tres lavados consecutivos con DPBS durante 5 minutos y se incubaron
las células con aglutinina de germen de trigo acoplada al fluorocromo Alexa Fluor
633 en dilucion 1/1000. La aglutinina de germen de trigo marca las membranas
celulares. Tras 8 minutos a temperatura ambiente se elimind la solucién de
marcaje mediante dos lavados de 5 minutos con DPBS y se procedio,
subsecuentemente, a la permeabilizacidon de las membranas celulares mediante
incubacion con 0.2% Triton X-100 durante 3 minutos a temperatura ambiente.
Tras tres lavados de 5 minutos con DPBS e incubacién con 5% suero fetal bovino
durante 1 hora a temperatura ambiente para bloquear las uniones inespecificas
del anticuerpo, las células se incubaron con anticuerpo anti-c-Myc 1:2500 (Sigma)
en 1% de FBS en tampdn fosfato salino (PBS) y 0.1% Tween 20 durante la noche a
4 °C en una camara hiumeda. Tras 24 horas, las células se lavaron 3 veces durante

5 minutos a temperatura ambiente con PBS y se incubaron con el anticuerpo
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secundario de cabra construido frente a las anti-inmunoglobulinas de conejo
acoplado al fluorocromo Alexa Fluor 488 en dilucién 1/1000 en 1% FBS durante 1
hora en oscuridad. Tras tres lavados consecutivos con PBS durante 5 minutos las
células se incubaron con el fluorocromo Hoechst 33342 (Invitrogen) diluido a
1:2000 en PBS durante 7 minutos para tefiir el DNA y consecuentemente los
nucleos celulares. Tras varios lavados con agua estéril y montaje, las células fueron
observadas en un microscopio confocal invertido Leica TCS SP8 disponible a través
de los servicios de la unidad de Ciencias de la Vida en la Universidad Jaume | de

Castelldn.

3.5. Efecto del sexo y los esteroides sexuales sobre la actividad circadiana

locomotora del pez cebra
3.5.1. Disefio experimental

El experimento consté de 4 grupos experimentales, dos grupos de machos y
dos de hembras. Un grupo de cada sexo sirvié como grupo control (control machos
y control hembras), mientras que los dos grupos restantes fueron tratados
hormonalmente con la hormona caracteristica del sexo opuesto: es decir las
hembras con 11-ceto-androstenediona (11-CA) y los machos con 17-p estradiol.
Cada grupo estuvo formado por 16 individuos (n=16), sexados visualmente en
funcién de su color y forma, de un afio de edad con aproximadamente 3 cm de

longitud.

Los experimentos fueron llevados a cabo en un cuarto aislado para evitar las
interferencias luminicas y sonoras. Los animales se distribuyeron en tanques de 27
litros provistos de sistemas de filtracién y re-circularizacién de agua, asi como
sondas térmicas para mantener la temperatura constante a 26 °C bajo un
fotoperiodo de 12 horas de luz (encendido a las 9.00 am) y 12 de oscuridad

(apagado a las 21.00h).
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3.5.2. Preparacion del alimento y alimentacion

En esta ocasion se utilizé pienso comercial granulado (Supervit Tropical). La
cantidad suficiente de 17-p estradiol (Sigma) o 11-CA para obtener una
concentracién de 50 pg/g de pienso fue disuelta en etanol 100% (Panreac) y
pulverizada sobre la cantidad necesaria de pienso. El pienso control fue
pulverizado con el vehiculo (etanol 100 %). Los piensos hormonados se secaron a
temperatura ambiente durante toda la noche y se incorporaron a comederos
automaticos (Eheim) situados en la tapa de los acuarios que suministraron el

alimento a las 10.00 am, una hora tras el encendido de las luces (Figura 22) .

Calentador Comedero Filtro

J—

Nivel del
agua

Sondas
de movimiento

Figura 22. Representacion grafica de los tanques experimentales utilizados en los experimentos de
actividad.

3.5.3. Registro de la actividad

La actividad de los peces fue detectada mediante sensores infrarrojos
(E3ZD822 Omron, representados como sensores de movimiento en la figura 22)
adecuados en sus caracteristicas a la deteccién del tamafio de los peces (3 cm
aproximadamente). Los sensores se colocaron a 4 centimetros del fondo y la
superficie del tanque, respectivamente y se calibraron para detectar el
movimiento a 10 cm de su posicién. Cada sonda fue conectada a un software de

ordenador con el fin de recoger los datos de actividad locomotora (LA) de cada
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tanque. Estos datos se integraron cada 5 minutos durante 33 dias consecutivos. Al
final del periodo experimental, los datos fueron capturados en formato csv y
trasformados a un archivo de texto para la obtencién de los actogramas
correspondientes utilizando el software “El Temps” (Prof Diez- Noguera, Facultad

de Farmacia y Cc de la Alimentacién, Universidad of Barcelona).

3.5.4. Andlisis de esteroides plasmdticos

Con el fin de evaluar la captacién de esteroides orales se realizd un
experimento piloto para evaluar la presencia de esteroides en plasma tras la
ingesta de piensos hormonados. Para ello dos grupos de peces control de
diferentes sexos fueron alimentados con pienso granulado control mientras que
otros dos grupos separados de machos y hembras se alimentaron manualmente
con piensos que contenian 17-f3 estradiol o 11-CA, respectivamente en dosis de 50
ug/g pienso. El tamafio poblacional de cada grupo fue de 5 individuos mientras

gue el protocolo de alimentacién se mantuvo durante 10 dias consecutivos.

3.5.4.1. Extraccion de plasma sanguineo en peces cebra

Tras anestesia de los peces la aleta caudal fue amputada con unas tijeras de
punta fina previamente heparinizadas. El pez fue colocado con el pedunculo
caudal enfocando hacia la parte inferior de un tubo “eppendorf” de 1.5 ml
previamente agujereado en el fondo gracias a una aguja caliente. Este eppendorf
perforado que contiene el espécimen amputado, se introdujo, a su vez, en otro
eppendorf de mayor volumen (5ml) que contenia 5 ul de heparina y dicho
ensamblaje se centrifugd durante 5 minutos a 40g y 11 °C. Seguidamente, con el
pez todavia anestesiado, se practicé un segundo corte para eliminar el coagulo
formado y se centrifugd en iguales condiciones. Tras la segunda centrifugacion, el
pez fue decapitado y la sangre obtenida se centrifugd durante 30 minutos a 3000
romy 4 °C para la separacion del plasma sanguineo que se almacend a -20 °C hasta

su analisis.
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3.5.4.2. Determinacion de los niveles de 17-p estradiol y 11-cetotestosterona (11-

CT) mediante ELISA

La determinacién de los niveles de 17- estradiol se realizé6 mediante un
ensayo comercial siguiendo las recomendaciones del proveedor (Genosys). Este
ensayo esta basado en la competencia entre la hormona presente en la muestray
aquella conjugada a un enzima (trazador) presente en el ensayo por un nimero
de sitios de unién limitados al anticuerpo anti 17-f3 estradiol adherido a la fase
solida del ensayo, (placa de 96 pocillos) (Figura 23). Por tanto, se establece una
correlacién inversa entre la cantidad de hormona en la muestra y el desarrollo de
color enzimatico obtenido por adicién del sustrato indicado. El desarrollo de color
se evalla mediante la medicién de absorbancia en un lector de placas (Tecan).
Tras la trasformacién “logit” de los datos se evaltan por interpolacion los niveles

de antigeno/hormona en la muestra (Cerda-Reverter et al., 1996).
Hormona+Enzima

Hormona en
—""la muestra
V
Vo V/
Anticuerpo —» ‘

"4

Competicion por el

anticuerpo: Union » Lavados
Antigeno-Anticuerpo
Adicion del substato =) Desarrollo
enzimatico de Color

Figura 23. Esquema del desarrollo del Elisa de 17-B estradiol. El anticuerpo anti 17-p estradiol esta
adherido a las paredes el pocillo. En un paso posterior se afiade una cantidad constante de
hormona conjugada con un enzima cromogénico y la muestra portadora de 17- estradiol. Ambas
hormonas, nativa (muestra) y conjugada, compiten por union al anticuerpo en la fase sélida del
ensayo y tras lavados para eliminar las moléculas de antigeno no unidas se afiade el sustrato de la
reaccion enzimdtica. Tras una corta incubacion se desarrolla el color que se mide por
espectrofotometria a la longitud de onda indicada. De esta forma se establece una relacién
inversamente proporcional entre la absorbancia y la presencia de antigeno/hormona en la
muestra.
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La determinacion de los niveles de 11-cetotestosterona se realizd segun
Rodriguez et al., (2005). Este ensayo es sensiblemente diferente ya que a la fase
solida se adhiere un anticuerpo monoclonal que reconoce las inmunoglobulinas
de conejo. Sobre el pocillo se incorpora conjuntamente el anticuerpo anti-
cetotestosterona en la dilucién optima, el trazador (11-cetotestosterona
conjugada con el enzima cromogénico) y la muestra o estandar. Tras una
incubacién a 4 °C durante la noche se procede a los lavados y revelado de la placa

como en el caso anterior.

3.5.5. Efecto de los esteroides sexuales sobre la expresion de los genes del reloj

circadiano

Al final del tratamiento, 12 peces de cada grupo fueron sacrificados
mediante una rapida inmersion en agua helada a diferentes horas del dia (a 3, 9,
15 y 21 horas después del encendido de las luces) (Zeitgeber (ZT) 3, 9, 15y 21
corresponden a las 12:00 h, 18:00h, 00:00 h y 6:00h, respectivamente). Varios
tejidos incluyendo el cerebro, el higado y las génadas fueron diseccionados y las
muestras fueron inmediatamente congeladas en nitrégeno liquido para los
subsecuentes analisis de expresion génica. La diseccidon de los diferentes tejidos se
realizé accediendo por el orificio anal para abrir la cavidad abdominal y seccionar

el musculo segun se ilustra en la figura 24.

A Tt

LRI g R A

Figura 24. Esquema del sistema de diseccién del pez cebra para obtener los drganos abdominales
diana del experimento (higado y génadas).
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Para la diseccién del cerebro se secciond la parte dorsal del crdneo
exponiendo toda la longitud del cerebro, que se alzé desde la medula espinal,
seccionando cuidadosamente la entrada de los pares nerviosos y el quiasma 6ptico

(Figura 25).

el Bulbo olfatorio

o Telencéfalo
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Médula

Figura 25. Vista dorsal del cerebro de pez cebra indicando la posicidn de alguna de sus estructuras.

3.5.5.1. Aislamiento de ARN total, sintesis de cDNA y reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) cuantitativa (q)

Los niveles de expresidon se determinaron mediante PCR cuantitativo en
tiempo real utilizando el PCR CFX384 (Biorad). Brevemente, el ARN total se extrajo
con Trizol siguiendo las indicaciones del proveedor. Las muestras se
homogenizaron en 250 o 500 pl de Trizol, dependiendo del tejido, utilizando una
jeringa para su disgregacion mecanica, tras 5 minutos de incubacién a
temperatura ambiente, se afladié una quinta parte de cloroformo y tras fuerte
agitacién, las muestras se centrifugaron durante 15 minutos a 12000g.
Posteriormente los acidos nucleicos de la muestra se precipitaron por adicién de
0.7 volumenes de isopropanol. Las muestras se trataron con DNAsa | (Promega),
antes de la sintesis de cDNA en presencia de RNAsin (Promega). Tras precipitacién

con etanol 100% y lavado en etanol al 75% frio, para inactivacién de la DNAsa |, las
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muestras se re-suspendieron en 20 ul de agua estéril y se cuantificaron mediante
espectrofotometria (Nanodrop 2000). Un microgramo de ARN total fue primado
con una mezcla de oligo-dT (Isogen) (2.5 uM) y cebadores aleatorios de 6 pares de
bases (7.5 ug/ul) para su trascripcion reversa mediante “SuperScript Il reverse
transcriptase” (0.05 unidades/ul) (Invitrogen) en presencia de RNAsin (2
unidades/ul). El ADN complementario (ADNc) se almacend a -20 °C hasta su uso.
Previamente a la inclusion en PCR cuantitativo su calidad se testd mediante
amplificacidon por PCR convencional de la B-actina (ver secuencia de los cebadores
en tabla 1), un gen de expresién constitutiva en los todos los tejidos. Para el PCR
convencional se utilizé 1 mL de ADNc, 2.5 mM dNTP (mezcla de nucledtidos), 1.5
mM MgCly, 2.5 pM de cada cebador y media unidad de Tag ADN polimerasa

(Invitrogen).

Para el PCRq se utilizaron cebadores y condiciones especificas validados en
el laboratorio del Dr. Foulkes (Mracek et al., 2012) (Ver tabla 1). De forma general,
se utilizaron 4 ul de ADNc, 10 pM cebadores y 10 pul de SYBER Green PCR Master
Mix (2X) (Thermo-Fisher) sobre un volumen final de 25 pl sometiendo la reaccion
a 40 ciclos de amplificacion con el siguiente patrén: 10 minutos a 95 °C iniciales,
40 ciclos de 15 segundos a 95 °C y 30 segundos a 60 °C. Tras la reaccion, la
especificidad de la amplificacion se corroboré mediante una curva de disociaciéon
incrementando 0.5 °C cada 5 segundos desde 60 °C a 90 °C. La expresidn se
normalizd frente al gen de referencia B-actina y los niveles de expresion se
calcularon a través del método de 222 (Livak et al., 2001). Donde Ct o ciclo-
umbral es el ciclo de amplificacién a partir del cual la fluorescencia se sitta por
encima del ruido de fondo estipulado por el sistema o el manipulador. ACt
representa la diferencia entre el valor Ct del gen de estudio y el gen de
normalizaciéon y AACt representa la diferencia entre el ACt de nuestro grupo
experimental y el grupo control o de referencia (Livak et al., 2001). Todas las

muestras se analizaron por triplicado.
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TABLA 1. Secuencia de cebadores utilizados para la amplificacidon de genes reloj.

Clockl_forward

NOMBRE SECUENCIA 5’-3’
perlb_forward GAGAGTTCATTCTGGATACGA
perlb _forward GAATCTGGGGGAGATTCACA
perlb_reverse GGGGTGTGACTGGTGGTAAA
perlb_revese GACAGAGATGCCCTGAAAGC

CTGAGATCTCCGCAGACAAGT

Clock1_forward CTGGAGGATCAGCTGGGTAG
Clockl_reverse TCGCTCTAGGGCCTCCTT
Clockl_reverse CACACACAGGCACAGACACA
Bmall_forward TAGAGCGCTGTTTGCTGATG
Bmall_reverse GACCCGTGGACTTCAGTGAC
Cryla_forward GGCTCCACGACAATCCTTCA
Cryla_reverse TGGGGAAGACATCGGTAGGT
[-actina_forward GATGAGGAAATCGCTGCCCT
[-actina_reverse GTCCTTCTGTCCCATGCCAA

3.5.6. Expresion de resultados y andlisis estadistico

Los registros de actividad locomotora de los peces fueron integrados cada 5
minutos y analizados con el software “El Temps” licenciado por el doctor Diez-
Noguera (Facultad de Farmacia y Cc de la Alimentacién, Universidad de Barcelona)

para la obtencion de actogramas.

Las diferencias entre los niveles de esteroides de los animales control y
tratados se analizaron mediante t-student y se considerd la existencia de

diferencias significativas cuando p<0.05. Las diferencias en los niveles de
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expresion de los genes reloj se analizaron mediante ANOVA de una via y se
consideraron diferencias estadisticamente significativas cuando p<0.05 tras

analisis de comparaciones multiples mediante el test de Tukey.

3.6. Efecto de la sobreexpresion de ASIP sobre los ritmos de actividad

locomotora del pez cebra

Para evaluar el efecto de las melanocortinas sobre los patrones de actividad
disefiamos un experimento similar al anterior utilizando 6 tanques de 20 litros
provistos de sistema de re-circularizacién y filtraciéon de agua, asi como de
comederos automaticos y células fotoeléctricas para la deteccion del movimiento
(Figura 22). El experimento se desarrollé en una sala aislada de las instalaciones
del Instituto de Acuicultura de Torre de la Sal provista de un sistema térmico, para
mantener constante la temperatura de la sala a 28 °C, y un sistema automatico de
control de la iluminacién para mantener constante el fotoperiodo bajo el régimen
de 12L/120, con encendido a las 8.00 y apagado a las 20.00. La alimentacién con
pienso en escamas fue programada diariamente a las 10.00. En tres de los tanques
se estudio los patrones de actividad de los animales salvajes adultos de ambos
sexos (n=15 / tanque) de un afio de edad (aproximadamente 3 cm), mientras que
los otros tres tanques se utilizaron para el estudio comparativo de la actividad de
animales transgénicos ASIP, también de un afo de edad, en iguales condiciones
de estabulacion. Estas condiciones fueron mantenidas durante 32 dias y los
registros de actividad fueron integrados cada 5 minutos. Debido a los problemas
eléctricos durante el desarrollo del experimento que provocaron la interrupcion
en el registro de datos, el andlisis de los datos solamente se llevd a cabo durante

21 dias después de suprimir completamente todos los dias con errores de registro.

Como anteriormente los datos fueron analizados mediante el software “El
Temps” para la obtencidn de actogramas y periodogramas. Las ondas medias se
obtuvieron mediante la obtencién de la media de actividad para cada punto de
integracion (5 minutos) y las actividades nocturnas y diurnas de cada genotipo se

compararon mediante t-student (p<0.05)
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4.1. Conservacion evolutiva de la respuesta de la sensibilidad del MC4R a la ACTH

mediada por MRAP2
4.1.1. Perfiles farmacoldégicos del MC4R inducidos por MRAP2

La co-expresién del hMC4R con hMRAP2 aumentd la sensibilidad del
receptor a la ACTH mas de 350 veces. La zfMRAP2a tiene un efecto mas modesto
sobre la versiéon humana del MC4R induciendo un incremento en la sensibilidad de
32 veces sobre los niveles basales. Por el contrario, la zfMRAP2b solamente
produce un incremento en la sensibilidad de 2.5 veces sobre el nivel basal (Figura
26 y Tabla 2A). La co-expresion de cualquier proteina accesoria solamente produjo
un incremento de tres veces en la sensibilidad por la a-MSH del receptor (Figura
26C y Tabla 2). Nosotros también estudiamos los efectos farmacolégicos de la co-
expresion de los diferentes paralogos de zfMRAP2, asi como con la hMRAP2 sobre
la sensibilidad del zfMC4R (Figura 26B y 26D y Tabla 2B). De forma similar al
hMC4R, la co-expresion de la hMRAP2 o zfMRAP2a también incrementé la
respuesta del zfMC4R a la ACTH con magnitudes de 100 y 23 veces,
respectivamente (Figura 26B y Tabla 2B), pero, otra vez, las MRAPs no tuvieron
efecto sobre la respuesta a la a.-MSH. La expresion de MRAP2 conjuntamente con
el MC4R no tuvo efectos sobre los niveles basales de AMPc, en ninguna de las dos

especies (Figura 27).
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Figura 26. Propiedades farmacoldgicas de los agonistas de melanocortinas hACTH(1-24) (A, B) and
a-MSH (C, D) en células at HEK-293 transitoriamente transfectadas con ambos hMC4R (A, C) o
zfMC4R (B, D) vy diferentes MRAPs (®MC4R, oOMC4R+hMRAP2, A MCAR+zfMRAP2a,
mMC4R+zfMRAP2b) pero establemente expresando un gen reportero de B-galactosidasa sensible
al AMPc. Los datos fueron normalizados a nivel de proteina y expresados como porcentaje de los
niveles basales. Ademads, se transfectd una construccion portando el gen de la luciferasa bajo el
control de un promotor constitutivo para evaluar la eficiencia de transfeccion. Los experimentos se
realizaron por cuadriplicado y se repitieron al menos dos veces independientemente. Los datos
representan la media + SEM de un experimento representativo.
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Tabla 2A. Efecto de la MRAP2 sobre el perfil farmacolégico del zZfMC4R

zfMC4R 2fMC4R + hMRAP2 zfMC4R + zfMRAP2a zfMC4R + zfMRAP2b
a-MSH
8,25 x 10 9,60 x 10 8,1x10° 5,58 x 10”
(4,41 x 10 - 1,50 x 10°¢] [4,27 x 10° - 2,24 x 10%] [5,32x10°-1,22 x 10°%] [2,67 x10°- 1,07 x 10°¢]
hACTH (1-24) 1,27 x 107 5,44 x 10 1,27 x 10° 3,81x10°%
[5,42 x 10® - 2,92 x 107] [2,66 x 10° - 1,02 x 10°] [4,66 x 107°- 4,14 x 10°] [2,27 x 10%- 6,28 x 10°%]
Tabla 2B. Efecto de la MRAP2 sobre el perfil farmacolégico del hMC4R
hMC4R hMC4R + hMRAP2 hMC4R + zfMRAP2a hMC4R + zfMRAP2b
a-MSH 2,66 x10°® 8,63 x 10° 7,85 x 10° 7,93 x 10°
[1,78 x 10® - 4,07 x 10°%] [5,97 x 10° - 1,23 x 10%] [5,29 x 10° - 1,15 x 10¥] [5,93 x 10° - 1,05 x 10°¥]
hACTH (1-24) 1,33 x 107 3,52 x 1010 4,09 x 10° 5,22 x10°®
[6,89 x 10°® - 2,48 x 107] [1,98 x 10° - 6,34 x 1017 [8,79 x 10™° - 1,56 x 10°¢] [2,91 x 10 - 8,87 x 10°¥]

Dosis medias efectivas (M) de la activacion de B-galactosidasa bajo el control de un promotor con elementos de respuesta al AMPc expresado de forma estable en células
HEK-293 y transitoriamente expresando hMC4R o zfMC4R solo o en combinacién con diferentes MRAPs tras incubacién con agonistas de melanocortinas (hACTH1-24 o a-
MSH). La activacion media expresada como porcentaje del basal para cada concentracion de agonista se calculd a partir de 4 replicados de un experimento representativo,
y los datos resultantes se ajustaron a curvas logisticas usando GraphPad Prism software. NUmeros entre paréntesis indican los intervalos de confianza al 95% del ajuste no
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Figura 27. Efecto de las diferentes MRAPs sobre la actividad galactosidasa basal inducida por la
expresion de hMC4R o zfMC4R bajo el control de un promotor transportando varios elementos de
respuesta al AMPc (CRE). Los datos fueron agrupados de todos los experimentos farmacoldgicos
realizados en este estudio (ver material y métodos para mas detalle). No se observaron diferencias
significativas tras un ANOVA de una via (P<0.05).

4.1.2. Expresion tisular

En humanos el MC2R se expresa en la glandula adrenal mostrando niveles
residuales en otros tejidos (Figura 28). Por el contrario, el hMC4R se expresa
principalmente en el cerebro con algunos niveles de expresién en el eséfago, el
bazo, las glandulas salivares y el testiculo (Figura 28). La hMRAP2 se expresa con
mucha intensidad en el tejido arterial pero también en el cerebro, glandulas
salivares, bazo, colon transverso y nervio tibial (Figura 28). En el pez cebra los
niveles de expresion fueron determinados por PCR cuantitativo en nuestro
laboratorio. Los experimentos mostraron que las zfMRPA2 se expresan
principalmente en el tejido interrenal y en el cerebro conjuntamente, aunque se
detectan también niveles sensibles de expresidn en el bazo y las branquias

(Agulleiro et al., 2013).
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Figura 28. Expresion de los perfiles de MC2R, MC4R y MRAP2 humanas usando secuenciacion RNA.
Los datos fueron obtenidos de GTExPortal (https://gtexportal.org) y expresados como TPM
(Transcritos por millén).

4.1.3. La comparacion de las secuencias de MRAP revela regiones conservadas y no
conservadas potencialmente responsables de las propiedades funcionales

especificas

La comparacién de secuencias reveld que las secuencias MRAP de
tetrapodos exhiben un 73% de identidad, mientras que la identidad de las
secuencias de zfMRPA2 comparadas con las de tetrapodos es menor al 50%. La

secuencia de zfMRAP2a muestra un 47% de identidad con ambas, la MRAP2 de
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pollo (chMRAP2) y la hMRPA2, mientras que la zfEMRAP2b exhibe solamente un
40% y 39% de identidad cuando se alinean con la chMRPA2 y la hMRPA2,
respectivamente (Figura 29). Basandonos en estas comparaciones es posible
identificar aquellos residuos que estan conservados en las secuencias de las
MRAP2 de tetrapodos y la zfMRAP2a que, a su vez, son diferentes en la zfMRAP2b.
Nosotros postulamos que estos residuos aminodcidicos pueden ser responsables
de la sensibilidad a la ACTH del MC4R inducida por la MRAP2a. De esta forma,
zfMRAP2a exhibe 22 residuos idénticos con todas las MRAPs de tetrapodos que
difieren de la zfMRAP2b (Figura 29).
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Homo sapiens 2 : —-MSAQRLISIRTSQ0SASNS DHTHE eRat - E I G- — - e < A L K R A AR A WA AR V) AR BRGNS O DNAE S SEBRFRMNSFVSD @ 93
Gallus gallus 2 : ——MSALRLISNRTSQQALSNSDMTENINGY—EY C— — —|AUSINNEIN KIAH K NSRRI NI EI WAV AVAR VNN AN ARNN YNNG OENTESSEIMRFRMNSFVAD @ 93
Danio rerio 2a e PRFQLS—NSTS———VPNHNYEWSYEYY—DDEE——PVSFEGLKAH'YSIVIGFWVGLAVFVIFMFFVLTLLTKTGAPHPEAAEPYE RMRLTSCADG : 90
Danio_rerio_2b : ——MSEYS---RIRSO----AGADME[NHNINEY AN PV S FEGLEANRY SIVIGEFWVGLAVFVIFMEFVLTLLTKTGA P HIZNUIE pENS Vi K =iz iNN € (G oa M .
Homo sapiens 2 : FE@RPLEPD--KVFSR-QGNEESISIREEC YINEVIIRLDRAKACHQTTALDSDVQLQEAIRSSG-———————————— QPEEELNRLMKFDISZNERMANTDON-Y : 176
Gallus gallus 2 : FERPLESE--RVFSR-QIAEESISINGEFCHNEVIIHLDKAQQSQKGPDLESNIHFQEVSRSSG-———-———————— TLEEDLNCLAKYNIBIMBWNTEQNSS : 177
Danio rerio 2a : LERORETDGRTGLSR-PLLEESINSINREIC YINEERREGGRAATDAGALTHGRSGIGNSRGQVEEVGLVVONMVLESRAEREAALLAHENIBINMMMNSELNSA @ 189
Danio_rerio_2b : Vg-—————- GSLAFELPPLPDOSIREINR: I YIHKER - - VKTHKDA---VIGR-GMHCGRGNAE - - === ———————— RADEDEHFMSSENIBINAMNSEQSSS : 162
Homo sapiens 2 : FEEDILIMI SEIRFIVLETKP-———---— LSQTSHKDLD- : 205

Gallus gallus 2 : LEEGRLIET SOISRVIESKM-—-————— AMQSSHRILD- : 206

Danio rerio 2a : LEDEPRTIRL.GDI@ET IMEEAR-——-————— PRCTHHIID- : 217

Danio_rerio 2b : LEHDBEIMLSEIRYT ITDGOSDELKTAEPAHLCYDIIRHE : 199

Figura 29. Alineamiento de secuencias proteicas de MRAP2. El nimero de aminoacidos se indica en la parte derecha de la figura. Se han introducido espacios representados
por guiones para mejorar el alineamiento de secuencias. El dominio transmembrana se enmarca mediante lineas negras gruesas. Los residuos en marron son idénticos para
todas las secuencias; en azul se marcan los residuos distintos para MRAP2a pero idénticos para las secuencias de tetrapodos y MRAP2b; y en verde se muestran los residuos
distintos para MRAP2b, pero idénticos para las secuencias de tetrapodos y MRAP2a.
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4.2. Identificacion de dominios implicados en la sensibilizacion del MC4R a la

ACTH mediada por la MRAP2
4.2.1. Quimeras con pérdida de funcion

En esta seccidén experimental los dominios funcionales del zfMC1R fueron
secuencial e independientemente introducidos en el zfMC4R generando
receptores quiméricos zfMC1R/zfMC4R. Ya que el zfEMCIR no puede responder a
la estimulacién con ACTH en presencia o ausencia de zfMRAP2a esperamos que la
nueva quimera no pueda responder a la estimulacién con ACTH. El caso anterior
seria indicativo de la importancia de ese dominio/regién en la funcionalidad del
receptor. El caso contrario, es decir, que la nueva quimera siga respondiendo a la
ACTH en funcién de la presencia de MRAP2a, indicaria la indiferencia del
dominio/region en la adquisicion de sensibilidad a ACTH mediada por la MRAP2.
Ademads, evaluamos la respuesta a o-MSH o NDP-MSH para constatar la
funcionalidad del receptor, su presencia en la membrana plasmatica, asi como el
efecto especifico sobre la interaccion con ACTH. Sin embargo, este ensayo
solamente se realizé en aquellas quimeras que no fueron capaces de responder a

ACTH.

La Figura 30 resume los resultados obtenidos indicando el dominio que se
ha intercambiado entre los receptores. La tabla 3 recoge los ED50 de los
receptores quiméricos tras estimulacion con ACTH y/o a-MSH tras ajustes a curvas

logisticas (ver material y métodos).

En la guimera 1 se sustituyo el extremo N-terminal extracelular del zfMC4R
gue mantiene una identidad del 20% aproximadamente con el extremo homélogo
del zfMC1R. El receptor quimérico solamente responde a elevadas
concentraciones de ACTH y o-MSH vy la eficacia mdxima de respuesta,
representada por el nivel maximo de respuesta a una concentracion dada, es
reducida. Los ajustes a curvas logisticas no fueron significativos. Un patrén similar
ocurre tras intercambiar el primer dominio transmembranal (quimera 2) de los
receptores el cual exhibe un 69% de identidad entre ambas moléculas. Sin

embargo, en este caso el receptor per se no responde en absoluto a la ACTH,
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incluso en sus dosis mas elevadas. Sin embargo, la co-expresion de zfMRAP2a
induce una respuesta moderada a la hormona. El intercambio del primer “loop”
intracelular (quimera 3) no produjo ninguna alteracién en el funcionamiento del
receptor con referencia a la moléculaintacta, es decir una respuesta bajaala ACTH
y una fuerte estimulacion del receptor en presencia de MRAP2a. El dominio
intercambiado solamente tiene una extension de cinco aminodcidos y mantiene
una conservacion del 80% entre ambos receptores. La quimera 4, en la que se
substituye el segundo domino transmembranal que muestra un 67% de identidad
con su homadlogo del zfMCI1R, es capaz de responder por igual, en presencia o
ausencia de zfMRAP2a, a la ACTH con una sensibilidad y eficiencia elevada. La
guimera 5 en la que se intercambia el primer giro extracelular, que exhibe un
grado de identidad muy bajo (16% con una extensién de 12 aminoacidos), no
produce ninguna alteracion en la respuesta del receptor mostrando una mayor
sensibilidad a la ACTH en cotransfeccidn con zfMRAP2a. La substitucién del tercer
dominio transmembrana en la quimera 6 genera un comportamiento anémalo del
receptor que no es capaz de responder a la ACTH en presencia de zfMRAP2a, pero
en su ausencia la actividad del receptor estimulado con ACTH disminuye como si
de un agonista inverso se tratase, aunque los ajustes no son significativos. El
funcionamiento de las quimeras en las que se ha substituido el segundo giro
intracelular (quimera 7), el cuarto dominio transmembranal (quimera 8) o el
segundo giro extracelular (quimera 9) no presenta diferencias cualitativas con el
funcionamiento de la forma intacta en lo que se refiere a la activacién de la
quimera por ACTH inducida por la zfMRAP2a. Si bien la eficiencia de respuestay la
sensibilidad adquirida no es tan elevada. Debe destacarse la disfuncion de la
quimera 9 en respuesta a ACTH cuando se expresa de forma independiente, en
ausencia de zfMRAP2a, algo que solventa la co-expresion de la proteina accesoria.
Algo similar ocurre tras la substitucién del tercer giro intracelular (quimera 11), el
dominio transmembranal 6 (TM6, quimera 12) y el extremo intracelular carboxilo
terminal (quimera 15). Finalmente, el intercambio de los dominios
transmembranales 5 (quimera 10) y 7 (quimera 14) asi como el tercer giro
extracelular (ECL3, quimera 13) provocaron una pérdida de la funcionalidad del

receptor quimérico tanto en ausencia como en presencia de la zfMRA2a.
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Con el fin de comprobar la funcionalidad de las quimeras incapaces de
responder a ACTH, es decir las quimeras 6, 10, 13 y 14, y comprobar la
especificidad sobre la respuesta del receptor a ACTH, estas fueron estimuladas con
o-MSH y/o NDP-MSH (Figura 31). Solamente la quimera 13 fue capaz de
responder a ambos agonistas mientras que el resto de las quimeras nunca
respondieron a a.-MSH. En funcion de los resultados, concluimos que la quimera
13, que intercambia en tercer giro extracelular, es funcional, pero que el

intercambio de dominios mitiga la respuesta a ACTH inducida por zfMRAP2a.
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Figura 30. Efectos de ACTH (1-24) sobre actividad galactosidasa en células HEK-293 que expresan de forma transitoria un receptor quimérico MC4R/MC1R (los diagramas a
pie de figura indican el dominio intercambiado, en negro MC4R y en rojo MC1R) y con (cuadrado negro) o sin (circulo blanco) co-expresion de zfMRAP2a. La linea celular
expresa, ademas, el gen de la galactosidasa bajo en control de un promotor sensible al AMPc, de forma estable. Los datos se normalizaron a los niveles de proteina y se
expresan como porcentaje de los niveles basales. Los experimentos se realizaron por cuadriplicado y al menos dos veces independientemente. NAS (ajuste no significativo),
GAL (galactosidasa). Los datos resultantes se ajustaron a curvas logisticas usando GraphPad Prism software. Los datos de EDsp se expresan en molaridad (M).
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Figura 30 (continuacion)
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Figura 30 (continuacion)

114

Actividad Gal (% del basal)

220

200

180

160

140

120

100

80

Quimera 13

NAS

NAS

Actividad Gal (% del basal)

I 1 1 1 I 1
14 -12 -10 -8 -6 -4

Log Dosis (M)

UL

220

200

180

160

140

120

100

80

60

Quimera 14
=
[}
[+
0
o
o
b
NAS &
. o
% ! o
2
NAS 5
<

| I I S —
14 -12 -10 8 -6 -4

Log Dosis (M)

JALH

240

220

200

180

160

140

120

100

80

Quimera 15

EDsy = 8.07 x 10%

NAS

T T 1T T 1
14 -12 -10 -8 -6 -4

Log Dosis (M)

JALHL




Resultados

Quimera 6

200

-2~ Quimera
180
- Quimera +zfMRAP2a

160
140
120 NAS

100

80

Actividad Gal (% del basal)

60

1 | | 1 1 1
14 -12 -10 -8 -6 -4

Log dosis( M)

JALHL

Actividad Gal (% del basal)

200

180

160

140

120

100

80

60

Quimera 10

240
220
200
180
160
NAS 140
120

NAS
100

Actividad Gal (% del basal)

80

| N S
14 -12 -10 -8 -6 -4

Log dosis( M)

JALH

Quimera 13 Quimera 14

200
EC50 = 2.26 x 10
180

160

_ -8
EC50=2.95x10 140

120 NAS

NAS
100

80

Actividad Gal (% del basal)

|
60

| 1 1 | | 1 | | 1 | | 1
-14 -12 -10 -8 -6 -4 -14 112 -10 -8 -6 -4

Log dosis( M) Log dosis( M)

JALH

Figura 31. Efectos de a-MSH o NDP-MSH sobre actividad galactosidasa en células HEK-293 que expresan de forma transitoria un receptor quimérico MC4R/MCIR (los
diagramas a pie de figura indican el dominio intercambiado, en negro MC4R y en rojo MC1R), con (cuadrado negro) o sin (circulo blanco) co-expresién de zfMRAP2a. Los
resultados de la quimera 13 representan la actividad GAL tras estimulacién con NDP-MSH, sin embargo, los resultados fueron similares cuando se estimulaba con a-MSH. Ver

figura 30 para mas informacion.
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4.2.2. Quimeras con ganancia de funcion

Una vez localizadas las regiones/dominios del MC4R importantes para la
respuesta a la ACTH inducida por la zfMRAP2a mediante el disefio de quimeras
con pérdida de funcién, adoptamos la estrategia opuesta, es decir trasladar esos
dominios al zfMC1R intentado dotar a este de sensibilidad a la ACTH inducida por

la zfMRPA2a.

Los resultados de pérdida de funcién indican que el tercer giro extracelular
(quimera 13) es critico para la respuesta a ACTH inducida por zfMRAP2a. Sin
embargo, nosotros decidimos aumentar el estudio a aquellos dominios que habian
provocado una pérdida de funcion en el zfEMC4R quimérico, es decir TM3 (quimera
6), TM5 (quimera 10), TM7 ( quimera 14). Ademas, incluimos el segundo giro
extracelular (quimera 9) en el estudio ya que, aunque obtuvimos una respuesta
significativa tras la co-expresién con zfMRAP2a, esta tuvo una eficiencia muy baja
(menor al 140%) y ademas la quimera, per se, no fue capaz de responder a las dosis
mas elevadas de ACTH. Con este fin, disefiaron 6 nuevas quimeras (quimera 16-
21). En todas ellas siempre se intercambiaron el segundo (ECL2) y tercer giro
(ECL3) extracelular y combinaciones de los tres dominios transmembrana (Figura
32). El intercambio de los dominios extracelulares 2 y 3 simultaneamente, no
produjo ningun efecto sobre la actividad del nuevo receptor quimérico (quimera
16). Algo que tampoco ocurrié tras intercambiar los dos ECLs junto con el TM7
(quimera 17), los dominios TM3 y TM7 (quimera 19) o los dominios TM3 y TM5
(quimera 20), respectivamente. Solamente aquellas quimeras en las cuales se

intercambiaron simultdneamente los dominios TM5 y TM7 (quimeras 18 y 21)

fueron capaces de responder a la estimulaciéon con ACTH. Sin embargo, el
incremento de la sensibilidad a la ACTH mediado por la zfMRAP2a solamente se
percibe en la quimera 21 que incluye la substituciéon de los dos dominios
extracelulares dominios extracelulares (ECL2 y ELC3), ademds de los tres ultimos
dominios transmembranales impares (TM3, TM5 y TM7) sugiriendo que TM5 y
TM7 conjuntamente son requisito para la respuesta a ACTH, pero TM3 es requisito

para los efectos de zfMRA2a sobre la sensibilidad a la ACTH del zfMC4R.
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Figura 32. Efectos de ACTH (1-24) sobre actividad galactosidasa en células HEK-293 que expresan de forma transitoria un receptor quimérico MC1R/MCA4R (los diagramas a
pie de figura indican el dominio intercambiado, en negro MC4R y en rojo MC1R) y con (cuadrado negro) o sin (circulo blanco) co-expresion de zfMRAP2a. La linea celular
expresa, ademas, el gen de la galactosidasa bajo en control de un promotor sensible al AMPc, de forma estable. Los datos se normalizaron a los niveles de proteina y se
expresan como porcentaje de los niveles basales. Los experimentos se realizaron por cuadriplicado y al menos dos veces independientemente. NAS (ajuste no significativo),

GAL (galactosidasa).
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Figura 32 (continuacion)
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4.2.3. Expresion en membrana de los receptores quiméricos

Una de las posibilidades para la falta de funcién del receptor quimérico es
que el intercambio de dominios haya provocado una alteracion de la estructura
tridimensional del receptor impidiendo que alcance la membrana plasmatica y
siendo procesado por los sistemas celulares que velan por la calidad y
funcionalidad de las moléculas sintetizadas (proteosoma). Con este fin y
aprovechando la presencia de un epitopo c-Myc en la regiéon N-terminal de la
guimera recombinante estudiamos la presencia en la membrana plasmatica de
aquellas quimeras que no respondieron a la ACTH ni a-MSH (quimeras 6, 9, 10, 14
de pérdida de funcién y 16, 17, 19, 20 de ganancia de funcion) (Figura 33). La
presencia de colocalizacion entre el receptor y el marcador de membrana
plasmatica indica que las quimeras 14, 16, 17, 19 y 20 fueron capaces de alcanzar
la membrana plasmatica y por tanto su presencia permitiria la funcionalidad de la
qguimera. Los resultados obtenidos sobre las quimeras de pérdida de funcién (6,
10) corroboran los resultados obtenidos en los experimentos farmacoldgicos en
los que las células que expresan las quimeras se incubaron con a-MSH y donde no
encontramos estimulacion alguna (Figura 31). Por el contrario, las quimeras 16,
17, 19 y 20 que no fueron capaces de responder a la ACTH si alcanzaron la
membrana plasmadtica, sugiriendo que la perdida de funcién fue debida a una
alteracion estructural que impide la unién del agonista o su acoplamiento con la

proteina G tras unidn del agonista.
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Tabla 3. Efecto de la zfMRAP2a sobre el perfil farmacolégico de diferentes quimeras

sintéticas entre zFMC4R y zfMC1R en respuesta a la estimulacion con ACTH o a.-MSH.

ED 50 ED50
(ACTH)(M) (a-MSH)(M)
Quimera Quimera+ Quimera Quimera+
zfMRAP2a zfMRAP2a
P Quimeral | NAS NAS
E Quimera2 | NAS 5.0x10°
R Quimera3 | 3.98x10% 4.45x 10"
D Quimera4 | 8.55x 10°® 1.55x 10”7
| Quimera5 | 8.35x10% 3.23x10°
Quimera6 | NAS NAS NAS NAS
Quimera7 | 4.27x107  9.71x10™
Quimera8 | 1.73x107 422 x10°®
F Quimera9 | NAS 7.38x 10°®
u Quimera 10 | NAS NAS NAS NAS
N Quimera 11 | 7.8 x 10® 2.55x10®
c Quimera 12 | 8.49x10% 6.57 x 10°
| Quimera 13 | NAS NAS 2.95x 10°® 2.26x10°
(o] Quimera 14 | NAS NAS NAS NAS
N Quimera 15 | NAS 8.07x 10°®
G Quimera 16 | NAS NAS
A Quimera 17 | NAS NAS
N Quimera 18 | 1.71x10% 1.58x10°%
A Quimera 19 | NAS NAS
N Quimera 20 | NAS NAS
CIA | Quimera2l | 5.15x10° 3.07x 107

Tabla 3. EDso (M) de las diferentes quimeras [pérdida de funcién (1-15)] y ganancia de funcion (16-
21)] en ausencia o presencia de zfMRA2a y en respuesta a la estimulacion con ACTH o a-MSH.
Solamente aquellas quimeras de pérdida de funcidn que nunca respondieron a ACTH fueron
ensayadas para a—MSH. Ver texto para mas detalles. NAS Ajuste no significativo.
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Nucleo Receptor Membrana Fusion

S

MC4R

o . . . .

Figura 33. Imagenes de immunofluorescencia en células vivas obtenidas a través de microscopia confocal. La presencia del receptor en la membrana plasmatica se desveld
gracias al marcaje del receptor o quimera con un epitopo c-Myc en su region N-terminal y tras expresidn transitoria en células HEK-293. Las fotografias se tomaron con un
objetivo de 60X y provienen de una Unica seccion dptica tras adquisicion de z-stacks con una resolucién de 10 pum por corte. La membrana fue marcada con aglutinina de
germen de trigo acoplada al fluorocromo Alexa Fluor 633 (rojo), el ntcleo se marcé con Hoechst 33342 (azul) y la presencia del receptor se revel con un anticuerpo secundario
de cabra construido frente a las anti-inmunoglobulinas de conejo acoplado al fluorocromo Alexa Fluor 488 (verde). Las flechas indican zonas de colocalizacién potencial entre
el marcador de membrana y el receptor.
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Nucleo Receptor Membrana Fusion

Quimera 9

Quimera 10

Figura 33 (continuacion)
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Nucleo Receptor Membrana Fusién

Quimera 14

o .

Figura 33 (continuacién)
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Nucleo Receptor Membrana Fusion

Quimera 17

Quimera 19

Figura 33 (continuacion)
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Nucleo Receptor Membrana Fusion

Quimera 20

Figura 33 (continuacion)
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4.3. Efecto del sexo y los esteroides sexuales sobre la actividad circadiana

locomotora del pez cebra
4.3.1. Niveles de esteroides sexuales en peces alimentados con piensos hormonados

Para corroborar la presencia en plasma de los esteroides sexuales
administrados de forma oral a través del alimento se evaluaron los niveles
plasmaticos de 17-f estradiol y 11 cetotestosterona (11-CT), de cinco animales
alimentados durante 10 dias consecutivos. Como muestra la Figura 34 los niveles
de ambas hormonas en los grupos experimentales fueron diferentes de sus grupos
control tras el andlisis estadistico por t-student p<0.05. Si bien cabe destacar que

los niveles basales de 17-f3 estradiol fueron muy superiores a los niveles basales

de 11-CA.
0.25 39
. .
_ 0.20 = ] _*
z E ]
% R N—
] 0.15 _ £ E
= T ] o
5] 0.10 —— 5
o ) [
- -
0.05 % & i
0.00 -o-o-T-o-o- 0
N T T T
o el > O
& > & &
@ b ey Qf}é

Tratamiento .
Tratamiento

Figura 34. Niveles hormonales plasmaticos en peces cebra tras 10 dias consecutivos de
alimentacion con piensos hormonados conteniendo 11-CA (panel izquierdo) o 17-f estradiol (panel
derecho).

4.3.2. Andlisis del efecto del sexo y las hormonas esteroideas sobre la actividad

locomotora del pez cebra

Durante el periodo de adaptacion de 7 dias se registré la actividad
locomotora de todos los tanques experimentales. A partir de ese momento, las
hembras experimentales fueron alimentadas con pienso conteniendo 11-CA

mientras que los machos comieron pienso suplementado con estradiol.
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1
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Figura 35. Actograma que refleja la actividad locomotora de machos (paneles superiores) y
hembras (paneles inferiores) en profundidad (paneles izquierdos) y superficie (paneles derechos)
alimentados con pienso standard durante 33 dias consecutivos. Los actogramas son doblemente
dibujados para una mejor visualizacién (escala temporal 48 horas). Cada punto representa el
numero de interrupciones del haz de luz infrarroja integrados cada 5 minutos. Cada linea horizontal
representa un dia experimental a lo largo del eje vertical y el Zeitgeber (tiempo) se representa en
el eje horizontal. El fotoperiodo se fijé en un régimen 12L/120 vy las luces se encendieron y
apagaron alas 9.00 y 21.00, respectivamente. Las flechas azules marcan las horas de encendido y
apagado de las luces. La flecha amarilla el inicio de la alimentacién suplementada en los grupos
experimentales.
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La actividad de los grupos de peces se registré durante 33 dias adicionales.
La figura 35 recoge los actogramas de los animales control.
Ambos grupos, machos y hembras, exhiben ritmos circadianos con una actividad
fundamentalmente diurna. Las hembras, en general, muestran mayor actividad
gue los machos (P<0.01), un efecto que es mas patente en la superficie del tanque.
Ademads, durante la fase oscura los machos son practicamente inactivos mientas
gue las hembras presentan cierto nivel de actividad siendo, otra vez, mas patente
en la superficie. Paralelamente, las hembras alimentadas con piensos que
contienen 11-CA muestran una reduccion significativa de su actividad, tanto en
superficie como en profundidad, durante ambas fases luminicas (P<0.01) (Figura
36) comparado con las hembras no tratadas. Este patrén de actividad se asemeja

mucho mas al observado en los machos control (Figura 35).
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Figura 36. Actograma que refleja la actividad locomotora de hembras en profundidad (panel
izquierdo) y superficie (panel derecho) alimentadas con pienso suplementado con 11-CA durante
33 dias consecutivos. Las flechas azules marcan las horas de encendido y apagado de las luces. La
flecha amarilla el inicio de la alimentacion suplementada en los grupos experimentales. Ver Figura
35 para mas detalles.
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Por el contrario, los machos alimentados con pienso conteniendo estradiol

disminuyen su actividad total mostrando diferencias significativas (p<0.01) (Figura

37) con los machos no tratados, pero aumentan su actividad durante el periodo
nocturno (p<0.05) comparado con los machos no tratados y asemejandose, en

este caso, a las hembras control (Figura 35).
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Figura 37. Actograma que refleja la actividad locomotora de machos en profundidad (panel
izquierdo) y superficie (panel derecho) alimentados con pienso suplementado con 17-B estradiol
durante 33 dias consecutivos. Las flechas azules marcan las horas de encendido y apagado de las
luces. La flecha amarilla el inicio de la alimentacion suplementada en los grupos experimentales.
Ver Figura 35 para mas detalles.

4.3.3. Andlisis del efecto del sexo y las hormonas esteroideas sobre los niveles de

expresion génica en diferentes tejidos del pez cebra

Las variaciones en los patrones de actividad locomotora entre machos vy
hembras y tras la administracién de esteroides sexuales hace presuponer la
existencia de diferencias de expresiéon en los componentes génicos del reloj
circadiano. Con el fin de evaluar los efectos medimos los niveles de expresién
génica de perlb, clockl, bmall y cryla en diferentes tejidos como son: cerebro,

higado, testiculo (machos) y ovario (hembras).
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En el cerebro, el gen clockl no muestra variaciones diarias significativas en
machos control o alimentados con 17-3 estradiol. Por el contrario, se detectaron
variaciones diarias en hembras, tanto control como tratadas con 11-CA,
alcanzando niveles picoa ZT 9(18.00) y ZT 15 (0:00). Ademas, las hembras tratadas
con esteroides masculinos exhibieron una inhibicién de la variacién diurna
manifestada como una disminucion significativa de los niveles de expresion en los

ZT donde se alcanza los maximos de expresién (ZT 9y ZT 15).
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Figura 38. Analisis cuantitativo por gPCR de la expresion de diferentes genes del reloj circadiano:
perlb, clockl, bmall y cryla en cerebro. Los asteriscos y almohadillas indican las diferencias
significativas entre el grupo de machos control y tratado con estradiol y el grupo de hembras
control y tratadas con 11-ceto-androstenediona respectivamente, tras ANOVA (*/ # p< 0.05, **/
##p<0.01y ***/ ##H# p< 0.001). Las barras de error representan el error estandar de la media (SEM).
Los triangulos azules indican las diferencias significativas en las variaciones diarias de expresion de
cada gen. El color marrén, machos control; amarillo, machos tratados con estradiol; naranja,
hembras control y verde, hembras tratadas con 11-CA.
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El gen perlb mostrd variaciones significativas en todos los casos alcanzando los
maximos niveles de expresién a ZT 21 (6:00 am). El tratamiento hormonal indujo
un incremento significativo de niveles pico de expresién a ZT 21 en el caso de los
machos; mientras que en el caso de las hembras, el tratamiento hormonal produjo
una disminucion de los niveles pico de expresiéon. Algo similar ocurrié con los
niveles de expresién de cryla, el cual mostrd siempre variaciones significativas con
los niveles inferiores de expresion en ZT 15 (0.00 am). Esta vez, solamente el
tratamiento con 11-CA en hembras fue capaz de inducir diferencias significativas
respecto a su grupo control. Finalmente, bmall solamente exhibié diferencias
significativas en machos tratados con 17-3 estradiol y mostré un pico de expresion

significativo a ZT 15 (0:00 am) (Figura 38).

A nivel hepatico los perfiles son similares, pero evidentemente con
matizaciones. En el caso del gen clockl existen diferencias entre sexos, pero
inversas a las detectadas en el cerebro. Es decir, esta vez las variaciones diarias en
su expresion aparecen en machos, tanto control como tratados, pero en ningun
caso en las hembras. En los machos el tratamiento hormonal incrementa la
amplitud de la variacién diaria mostrando diferencias significativas con los machos
no tratados a ZT 9 (18:00), ZT 15 (0:00) y ZT 21 (6:00) (Figura 39). En el caso del
gen perlb, solamente los machos presentan variaciones significativas que son
potenciadas por el tratamiento hormonal con 17- estradiol presentando los
niveles maximos a ZT 21 (6:00). Por su parte, las variaciones en bmall son similares
a las de perlb, desde el punto de vista que solamente los machos, bien control o
tratados, exhiben variaciones diarias significativas. El tratamiento hormonal
potencia la amplitud de la variacion, pero también produce una anticipacién de
los niveles maximos desde ZT 15 (0:00) a ZT 9 (18:00). Finalmente, la expresion
hepatica del gen cryla presenta variaciones diarias significativas en todos los
casos, exhibiendo niveles valle a ZT 15 (0:00). El tratamiento hormonal indujo
diferencias significativas a ZT 9 (18) y ZT 21 (6:00) tanto en hembras tratadas con

andrégeno como en machos tratados con estrégeno (Figura 39).
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Figura 39. Analisis cuantitativo por gPCR de la expresion de diferentes genes del reloj circadiano:
perlb, clockl, bmally cryla en el higado. Ver Figura 38 par mas detalles.

A nivel gonadal también se detectaron variaciones diarias significativas, asi
como diferencias inducidas por el tratamiento con esteroides sexuales. En el
ovario, el gen clockl presentd variaciones diarias significativas solamente en los
animales tratados con 11-CA, exhibiendo niveles maximos a ZT 9 (18:00) y ZT 15
(0:00). La expresion de perlb exhibio variaciones solo en el grupo de las hembras
control y el patrén de expresidn diario fue diferente en ambos grupos. En las
hembras control, el maximo de expresién aparece ZT 3 (12:00) mientras que los
niveles valle se detectaron a ZT 15 (0:00), este patrén fue invertido por el

tratamiento con 11-CA ya que en las hembras tratadas el pico de expresién
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aparece en ZT 15. La expresion de bmall no presentd diferencias significativas.
Finalmente, la expresion de cryla exhibié diferencias diarias en ambos casos,
hembras tratadas y no tratadas, sin efecto significativo del tratamiento hormonal
(Figura 40).
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Figura 40. Analisis cuantitativo por gPCR de la expresion de diferentes genes del reloj circadiano:
perlb, clockl, bmally cryla en el ovario. Ver Figura 38 para mas detalles.

En el testiculo, clockl solamente exhibid variaciones diarias en los machos
tratados con estradiol, exhibiendo los niveles de expresién maxima a ZT 15 (0:00)
(Figura 41). Por el contrario, perlb presentd variaciones diarias significativas en
ambos casos, machos tratados y no tratados, aunque el tratamiento hormonal

indujo un aumento de la amplitud de respuesta a ZT 9 (18:00), ZT 15 (0:00) y ZT 21
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(6:00). Los niveles de expresion de bmall solamente presentaron variaciones
diarias significativas en los animales sin tratamiento, y por tanto estas variaciones
fueron abolidas por el tratamiento hormonal. Finalmente, el perfil de expresién
de cryla fue similar al detectado en el ovario con niveles maximos en ZT 3 (12:00)
aungue esta vez el tratamiento hormonal indujo una disminucién significativa de

la expresiéon en ZT 9 (18:00) (Figura 41).
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Figura 41. Analisis cuantitativo por gPCR de la expresion de diferentes genes del reloj circadiano:
perlb, clockl, bmally cryla en testiculo. Ver Figura 38 para mas detalles.
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4.4. Efecto de la sobreexpresiéon de antagonistas endégenos de melanocortinas

sobre la actividad locomotora del pez cebra

Para evaluar el efecto de las melanocortinas sobre la expresion de LARC
utilizamos una cepa de peces cebra transgénicos que sobre-expresan el gen asip1,

un antagonista enddgeno de los receptores de melanocortinas.

Para ello analizamos los patrones de actividad locomotora de tres grupos de
peces transgénicos (ASIP) y tres grupos de peces salvajes (WT) utilizando un
sistema similar al anteriormente empleado para la determinacién del efecto de los
esteroides sexuales. Como se observa en la Figura 42 los tres grupos de peces
salvajes exhiben un ritmo circadiano con un periodo cercano a las 24 horas. Sin
embargo, este ritmo se mitiga hasta practicamente desaparecer, como indican los
periodogramas, en los tres grupos de peces transgénicos que exhiben mucha mas
movilidad durante el periodo nocturno. Algo que se observa con mayor facilidad
en la Figura 43 que reune los datos conjuntos de los tres grupos control y
experimentales. En realidad, la comparacion de datos mediante t-student,
demuestra que los animales ASIP se mueven aproximadamente un 10% mas
durante el periodo de 24 horas (p=0.0351). Si analizamos estas diferencias durante
el ciclo dia/noche se observa que, en realidad, los animales WT se mueven un 25%
mas que los peces ASIP durante la fase luminosa del fotoperiodo (p<0.0001) pero
por el contrario los animales ASIP se mueven, aproximadamente, un 300% mas
durante el periodo nocturno (p<0.0001). Las comparaciones cuantitativas se

pueden apreciar mejor en la Figura 44.
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Figura 43. Actogramas (paneles superiores) que reflejan la actividad locomotora media de los
grupos de animales salvajes (WT) y transgénicos (ASIP) mostrados en la figura 41 durante 21 dias.
En los paneles inferiores se muestran los periodogramas obtenidos con los datos mostrados en los
actogramas. El eje vertical muestra el porcentaje de varianza de los datos que puede ser explicado
mediante el ajuste segln el método Sokolove-Bushell y en el eje horizontal el tiempo en minutos
(1440 min = 24 horas). Ver Figura 42 para mas detalles.
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5.1. Conservacidn evolutiva de la respuesta de la sensibilidad del MC4R a la ACTH

mediada por MRAP2

Nuestros estudios previos en el pez cebra demostraron que el zfMC4R, un
receptor candnico de a-MSH es capaz de unir y responder a la ACTH gracias a la
interaccién con zfMRAP2a (Agulleiro et al., 2013). Una publicacién reciente
desarrollada en aves, ha corroborado nuestros estudios previos sugiriendo la
conservacion evolutiva de la sensibilidad a la ACTH del MC4R inducida por la
MRAP2 (Zhang et al., 2017). Los resultados que aportamos demuestran que el
hMC4R se comporta de la misma forma tras interaccién con la hMRAP2, es decir
aumenta su sensibilidad a la ACTH, lo que apoya la existencia de una funcién
diferencial para la interaccién MC4R-MRAP2 en vertebrados. Esto significa que, si
la ACTH puede unirse y activar el MC4R tras interaccién con MRAP2, el receptor
podria mediar una respuesta al estrés independiente de la sintesis y liberacion de
glucocorticoides ofreciendo un substrato molecular para la unién de la respuesta
al estrés y la regulacién del balance energético, pero también dotando de

funciones adicionales a la ACTH mediadas por el MC4R.

La primera dificultad que se presenta ante esta hipdtesis expuesta y derivada
de los resultados, es que los efectos del MC4R sobre el balance energético se
median a nivel central y la presencia de ACTH en el cerebro es bastante
controvertida. En el cerebro de rata, el POMC se expresa fundamentalmente en el
nucleo arqueado del hipotdlamo y en el nucleo del tracto solitario (Bangol et al.,
1999), donde se procesa principalmente hacia la sintesis de a-MSH y B-endorfina
(Castro y Morrison, 1997). Algunos estudios han sugerido la presencia de
inmunoreactividad a la ACTH en fracciones de cromatografia liquida (HPLC) con
tiempos de elucién correspondientes a la hormona (Smith y Funder, 1988)
sugiriendo su presencia en el cerebro. Paralelamente, algunos estudios han
sugerido la presencia de inmunoreactividad anti-ACTH en el nucleo arqueado
utilizando anticuerpos especificos contra la ACTH (Hentges et al.,, 2009).
Alternativamente, la ACTH sistémica podria alcanzar las estructuras centrales para

activar las neuronas MC4R-ACTH retroalimentando asi los circuitos neurales que
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regulan el estrés y el balance energético transmitiendo informacidn periférica al

cerebro.

La administraciéon de ACTH y “vigabatrina” son las Unicas terapias
farmacolégicas permitidas por la FDA (“US Food and Drug Association”) en el
tratamiento de los espasmos infantiles (IS), un sindrome epiléptico que acaece
durante el desarrollo del sistema nervioso (lacobas et al., 2013). Los efectos
terapéuticos de la ACTH sistémica o intracerebroventricular persisten tras el
bloqueo de los receptores de glucocorticoides, pero no tras la antagonizacion de
los recetores de melanocortinas, lo que demuestra que los efectos de la ACTH son
independientes de la liberacién de esteroides adrenales generada por la
administracion de ACTH (Brunson et al., 2001; 2002; lacobas et al., 2013). El MC2R,
receptor natural de la ACTH tras interaccion con MRAP1, no se expresa en el
cerebro humano, por tanto, las neuronas centrales MC4R- MRAP2 podrian ser las
dianas naturales de la ACTH periférica en el tratamiento de los ISy, por extension,
las dianas potenciales para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos. La
administracion periférica de ACTH tiene profundos efectos sobre la actividad del
sistema nervioso central. Asi, los IS alteran la expresion del 30% de los genes
expresados en el nucleo arqueado pero la administracion periférica de ACTH es
capaz de recuperar el transcriptoma de neurotransmision a las condiciones de
ausencia de IS (lacobas et al., 2018). Apoyando la funcionalidad central de la ACTH
se ha demostrado que su administracion periférica reduce en un 35% la expresion
de CRF en la amigdala de ratas adrenalectomizadas (Brunson et al., 2002). La
administracion intracerebroventricular de ACTH (4-10), el cual une el receptor de
melanocortinas sin induccién de secrecién de glucocorticoides, recapitula los
efectos de la ACTH periférica (Brunson et al., 2001). Ademads, los efectos
inhibitorios sobre la ingesta de la administracion intracerebroventricular de ACTH
en pollos (Shipp et al., 2015) y ratas (Vergoni et al., 1986) siguen abogando por un
rol central para la ACTH. En pollos, la administracion central de ACTH potencia la
inmunoreactividad c-Fos en el nucleo arqueado, asi como en el hipotalamo ventral
y lateral, ambos implicados en la estimulaciéon del hambre y la saciedad,

respectivamente (Shipp et al., 2015). De forma acorde, se sabe que las neuronas
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MC4R-MRAP2 estdn estrechamente asociadas con la regulacion de la ingesta y el
balance energético ya que los ratones deficientes en MRAP2 [MRAP2 (-/-)] son
obesos y las mutaciones disruptivas en el genoma humano estan asociadas con
obesidad temprana (Asai et al., 2013). Estudios previos han demostrado que la
interaccién de la MRAP2/MC4R potencia la sintesis de AMPc estimulada por la
activacion del receptor, sugiriendo que la alteracidn en la sefializacion puede ser
el mecanismo subyacente inductor de la obesidad en ratones MRAP2 (-/-) (Asai et
al., 2013). Nuestros experimentos demuestran que la ACTH potencia severamente
la sefializacion de hMC4R y zfMC4R (30-300 veces) y muy débilmente la
sefalizacion inducida por a-MSH (3 veces) y nunca alteré la actividad basal del
receptor. Asi pues, el complejo MRAP2/MC4R podria mediar los efectos de la
ACTH sobre la ingesta, pero también podria segregar dos tipos de neuronas MC4R,
aquellas que solamente responden a la a-MSH y aquellas que responden a ambas

hormonas, a.-MSH y ACTH, dependiendo de |la presencia de MRAP2.

Nosotros también exploramos la co-expresiéon y localizacion del MC4R y
MRPA2 en diferentes tejidos humanos, poniendo especial atencién en aquellos
tejidos que no expresan MC2R, es decir aquellos tejidos que a priori no pueden
responder a la ACTH. La expresion del complejo MC4R/MRAP2 ofrece nuevas vias
para la accién de la ACTH vy, por extensidn, nuevas vias para la transmisiéon de la
informacién relacionada con el estrés a sistemas biolégicos adicionales. El MC2R
se expresa de forma cuantitativa unicamente en la glandula adrenal, aunque se
pueden detectar niveles muy bajos, mediante secuenciacion de RNA, en el
testiculo y la pituitaria. El MC4R, junto con la MRAP2 se expresan profusamente
en el cerebro incluyendo la regién hipotaldmica. Estudios recientes llevados a cabo
mediante secuenciacion de RNA en células Unicas han demostrado la co-
localizacion de ambos MC3R y MC4R con la MRAP2 en el hipotdlamo de ratén
(Liang et al., 2018) y nuestros estudios previos en el pez cebra mostraron que
ambas zfMRAP2a y zfMRAP2b co-expresan con el MC4R en el nucleo predptico
magnocelular, homélogo del nucleo paraventricular (PVN), y el nlcleo lateral
tuberal, homdlogo del nucleo arqueado de mamiferos (Agulleiro et al., 2013). Asi

pues, la co-expresién hipotaldmica de MC4R y MRAP2 ofrece un substrato
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neuronal para los efectos centrales de la ACTH. Ademas, se han detectado ciertos
niveles de expresion de ambos genes (MC4R y MRAP2) en el bazo sugiriendo la
implicacion del complejo en la regulacion de la funcion inmune vy/o
hematopoyética. Interesantemente, MRAP2 mostré los niveles de expresién mas
elevados en el tejido vascular. Su funcion vascular es totalmente desconocida,
pero es cierto que la MRAP2 puede modular la actividad de otros receptores
acoplados a proteina G, sugiriendo la existencia de funciones desconocidas para
la MRAP (Rouault et al., 2017; Srisai et al., 2017). El fenotipado exhaustivo del
ratén MRPA2 (-/-) podria ayudar a desvelar las funciones fisioldgicas desconocidas

de la MRAP2.

Al analisis comparativo de secuencias revela la existencia de residuos
conservados en todas las secuencias proteicas de MRAP2 las cuales confieren
sensibilidad a la ACTH, pero no en la MRAP2b. Estos residuos son lugares de
interaccion potenciales entre la MRAP2 y el MC4R, o incluso la ACTH, aunque se
requieren mas estudios estructurales para corroborar su importancia en la

adquisicion de sensibilidad a la hormona mediada por la MRAP2.

En resumen, nosotros demostramos que la ACTH es un potente agonista del
MC4R cuando este se co-expresa con la MRAP2. Ambas proteinas co-localizan en
las neuronas hipotaldmicas ofreciendo un substrato neuronal para la accion
central de la ACTH central y/o periférica pero también apoyando la existencia de
un substrato neuronal y ofreciendo bases moleculares para la existencia de
efectos de la ACTH sobre el estrés independientes de la sintesis de
glucocorticoides (Figura 45). Finalmente, también sugerimos que las neuronas
MC4R/MRAP podrian ser la diana central de la ACTH periférica suministrada en los
tratamientos de la IS, dotando alternativas terapéuticas para el desarrollo de

nuevos farmacos.

5.2. Identificacion de dominios implicados en la sensibilizacion del MC4R a la

ACTH mediada por la MRAP2

Las mutaciones en el MC4R son la causa mas comun de obesidad
monogénica en humanos (van der Klaauw y Farooqi, 2015). La importancia e
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incidencia econdmica de dicha enfermedad y la necesidad del conocimiento
estructural del receptor para el disefio de agonistas y antagonistas han hecho
proliferar estudios sobre la conformacidn molecular de los receptores de
melanocortinas. Estos estudios inicialmente estuvieron basados en el analisis
farmacolégico de diferentes mutaciones dirigidas a lugares estructurales
especificos junto con experimentos de modelacién tridimensional basados en la
estructura cristalografica de la bacteriorodopsina (Prusis et al., 1995; Haskell-
Luevano et al., 1996). Estudios mas recientes han utilizado como molde, en los
ajustes de modelacién predictivos, la estructura cristalografica del receptor de
esfingosina 1-fosfato (S1PR) S1PR1 que presenta una similitud del 50% con el
MCA4R en las regiones transmembranales y caracteristicas estructurales Unicas de
los dos receptores (Saleh et al., 2018). De forma similar, los estudios de interaccién
molecular entre la MRAP1 y el MC2R dirigidos a la identificacion de regiones
criticas en el receptor para la interaccion con su proteina accesoria son escasos
(Roy et al., 2012; Fridmanis et al., 2010; Cooray et al., 2011; Hinkle et al., 2011;
Yang y Harmon, 2020). Y solamente un estudio ha enfocado las interacciones

moleculares entre MRAP2 y MC4R (Saleh et al., 2018; Heyder et al., 2019).

145




Discusién

CEREBRO \
Arqueado
Y
.
[¢)
470%0%
HIPOFISIS POMC

Bazo
(MC4R+MRAP2)

Figura 45. Esquema mostrando las posibles interacciones entre la ACTH y las neuronas
MC4R/MRAP2. EI POMC se expresa fundamentalmente en la hipofisis y en el nicleo arqueado del
hipotdlamo. En las células corticotropas de la hipdfisis, el POCM se procesa hacia la produccion de
ACTH mientras que en el nucleo arqueado se escinde en a-MSH y B-endorfina. Sin embargo,
algunos estudios cromatograficos e inmunoldgicos apoyan la presencia de ACTH en el hipotalamo
de rata. A causa de que el MC2R no se expresa en el cerebro, las neuronas MC4R/MRAP2 son
candidatos para mediar los efectos centrales de la ACTH, como demuestran los efectos inhibitorios
de la ingesta de las inyecciones intracerebroventriculares de la hormona en pollo y rata (ver texto
para referencias). Alternativamente la ACTH hipofisiaria podria alcanzar las estrucutras centrales,
activando asi las neuronas MC4R/MRAP2 y transmitiendo informacién periférica relacionada con
el estrés. La ACTH es el Unico tratamiento aprobado por la US-FDA (“Food and Drug Association”)
para el sindrome de espasmos infantiles (IS). La administracion periférica resulta en cambios
transcriptémicos dependientes de las melanocortinas en el nicleo arqueado sugiriendo los efectos
centrales de la ACTH periférica. Asi pues, nosotros proponemos que las neuronas centrales
MC4R/MRAP2 son la diana de la ACTH periférica en el tratamiento de los IS, dotando asi de una
alternativa para el desarrollo de farmacos terapéuticos de la enfermedad infantil.

Los modelos de unidén agonista-receptor generados a partir de la modelacion
por homologia utilizando la estructura cristalina de la bacteriorodopsina, asi como
estudios de mutagénesis dirigida entre el agonista NDP-MSH y el hMC1R
defienden que la secuencia nuclear de las melanocortinas H®F’R®W?® es la que
realmente interacciona con el receptor quedando los extremos N y C-terminal
expuestos al exterior y sin interaccion en la formacion del complejo ligando-

receptor (Haskell-Luevano et al., 1996; Yang et al., 1997). El modelo sugiere que la

146




Discusién

carga catidnica del tetrapéptido (arginina, R®) establece fuertes enlaces idnicos
con las cargas anidnicas de los residuos E%* (glutdmico), D' (dcido aspartico, Asp)
y D! situados en el TM2 (E®*%) y TM3 (DY, D*?!) (acorde a la numeracion de
hMC1R), asi mismo, se forman interacciones amino-arométicas con el residuo F2&°
(fenilalanina, Phe) y enlaces de hidrégeno con el residuo N?8! (asparagina, Asn)
ambos localizados en el TM7 del hMC1R. Los residuos anteriores constituyen, por
tanto, un primer bolsillo de unién hidrofilico formado por los TM2, TM3 y TM7. El
modelo también indica que D" y D2}, |ocalizadas en el TM3, se sitian préximos
al ambiente extracelular sugiriendo que las melanocortinas no pueden penetrar
de forma profunda en la porcion transmembranal del dominio. Debido a la fuerza
de los enlaces idnicos, este bolsillo de union ha sido propuesto a predominar sobre
otro tipo de interacciones existentes. De hecho, los experimentos de mutagénesis
dirigida, substituyendo los residuos anteriores por residuos de alanina (A), indican
que el agonista todavia puede unirse minimamente al receptor sugiriendo la
existencia de un segundo bolsillo de unién. La modelizacién tridimensional
presupone la existencia de ese segundo bolsillo de unién hidrofébico formado por
los residuos F17> 179, 195, 196, 257, 258, 280 o Y182, 183 (tjrosing, Tyr), situados en los
dominios TM4, TM5 y TM7 que interactian mediante interacciones aromatico-
aromaticas con los residuos aromaticos adyacentes a la R® en NDP-MSH, es decir
F” y W°. En la modelizacidn realizada por Pruris et al., (1997), es la H® (histidina,
Hys) del tetrapéptido nuclear en NDP-MSH la que interacciona como carga positiva
con los aminoacidos anidnicos del bolsillo hidrofilico. Estudios mds recientes
llevados a cabo mediante unién cruzada covalente o “cross linking” utilizando
residuos de cisteina (C) sobre el hMC4R sugieren que, aunque el residuo de H® del
NDP-MSH yace cercano a los residuos D*?? y D'?¢ del hMC4R en el TM3, no
interacciona con ellos, sino que interacciona con los propios residuos del core
melanocortinérgico (F'R®W?) para mantener la estabilidad del péptido en su
conformacion bioactiva (Chapman et al., 2010).

Los estudios posteriores realizados sobre el h(MC4R demostraron, aplicando
la estrategia de substitucidon de dominios entre hMC4R y hMC2R, la importancia

compartida del bolsillo hidrofilico formado por los aminoacidos de carga negativa
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EX00 D22 y DI%6, jcorde a la numeracién del hMC4R, en el TM2 y TM3
respectivamente. Pero, a diferencia del MC1R solamente los residuos en el TM6
(W2°8, F261 H26%) parecen criticos para la unidn y activacion del receptor inducida
por NDP-MSH y son estos los que formarian el bolsillo hidrofébico de la regién C-
terminal del hMC4R (Chen et al., 2007). Los estudios de “cross-linking” también
sugieren que el resido F” en el péptido agonista forma una interaccién hidrofdbica
dentro del TM3 con la I*?> (lle), aprovechando la modificacidn estructural o giro en
el dominio inducida por la interaccion de R&. De hecho, mutaciones naturales en
el receptor humano (1125K) producen un descenso en la unidn del agonista,
debido a que le receptor queda atrapado intracelularmente (revisado por Tao,
2005; Tao et al., 2010). Sin embargo, este modelo no descarta las interacciones
del residuo con los residuos F?2° y Y287 del TM6 en el hMC4R. Por su parte, estos
estudios también identificaron la interaccién de los tres residuos F’REW® con H?%4
y M?°2 (Met) del TM6 y TM7, respectivamente (Chapman et al., 2010).
Independientemente, parece claro que los residuos situados en el TM2 y TM3 de
los receptores de melanocortinas (hMC1R o hMC4R) son criticos en la unién del
agonista NDP-MSH, al igual que en la unién de otros agonistas testados como la y-
MSH y MTII (melanotan) (Haskell-Luevano et al., 1996; Yang et al., 1997; Yang et
al., 2000; Chapman et al., 2010) y perfilan a TM2 y TM3 como fundamentales en

la unidén y activacion del receptor tras interaccién con el agonista.

Estudios muy recientes realizados mediante simulacion, utilizando la
estructura cristalografica del receptor de esfingosina 1-fosfato S1PR1 como
molde, han caracterizado la estructura tridimensional en conformacién inactiva
del hMC4R (Saleh et al., 2018, Figura 46) que, a su vez, ha sido utilizada para
modelar los puntos de unidn de agonistas como a-MSH o el agonista ciclico RM-
493 (setmelanotida) (Clement et al., 2018). Nuestros estudios de simulacién han
demostrado que el zfMC4R adopta una estructura similar a la del hMC4R y
mantiene conservados los principales residuos para la uniéon de a.-MSH como son
E100 D122 D126 F261 264 '\ F284 (3corde a la numeracidn del hMC4R) sugiriendo
gue los modelos de interaccién ligando-receptor establecidos para el hMC4R son

perfectamente validos en el estudio del zfMC4R (Figura 47), al menos en lo que se
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refiere al nucleo central de melanocortinas (H®F’R8W?) presente en a.-MSH y en el

motivo melanocortinico N-terminal de la ACTH.

) —
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Figura 46. Estructura tridimensional por modelacién en conformacién inactiva potencial del
hMCA4R. El hMC4R presenta las caracteristicas tipicas de un receptor acoplado a proteina G tales
como 7 dominios transmembrana en o-hélices conectadas por giros intra- y extracelulares, un
extremo N-terminal extracelular y un extremo C-terminal intracelular. Los residuos conservados
de sus hélices estan relacionados con sus propiedades estructurales comunes incluyendo pliegues
y protuberancias, asi como con sus interacciones intramoleculares esenciales para el desarrollo de
una seial de transduccién. Sin embrago, el MC4R también presenta caracteristicas particulares.
Por ejemplo, el ECL2 es extremadamente corto y carece del residuo de cisteina tipico de los GPCRs
qgue permite el establecimiento de un puente disulfuro con el TM3. Los residuos de cisteina (C) en
E3 permiten el establecimiento de un puente disulfuro (“disulfide bridge”) en el propio giro
extracelular. Ademas, el TM5 carece del residuo de P (prolina) en posicién 50, altamente
conservado en los GPCRs, que induce la aparicidn de un pliegue en la molécula. En su lugar MC4R
presenta un residuo de M (metionina) que conlleva la aparicién de un TM5 con conformacion o-
helice normal (sin plegamiento). Esta caracteristica hace cambiar la orientacién del TM5 hacia la
membrana afectando a las propiedades de la regidén de unién del ligando entre el “core” helicoidal
y los giros extracelulares. H hélice, | giro intracelular o ICL, E giro extracelular o ECL [(tomado de
Heyder et al., (2019)].
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extracellular

zfMC4R nee )

Figura 47. Estructura tridimensional por modelacion del zfMC4R en interaccion con a-MSH. El
modelo asume que el agonista, en magenta, se localiza dentro de una hendidura delimitada por
los giros extracelulares (ECL1-ECL3) y en conexion con las hélices transmembranales criticas para
su unidén. Las articulaciones verdes indican los residuos conservados criticos para la unién del
agonista [(tomado de Heyder et al., (2019)].

Nuestro laboratorio fue el primero en describir la activacién del MC4R
dependiente de MRAP2 por ACTH, utilizando tanto el receptor de pez cebra
(Agulleiro et al, 2013) como la variante humana (Soletto et al., 2019), al igual que,
la ausencia de activacion sobre el zfMC5R (Agulleiro et al., 2013) y el zfMC1R
(Cortés et al., 2014). Con el fin de definir las regiones criticas en el MC4R
responsables de esta activacion dependiente de la MRAP2, diseflamos quimeras
substituyendo diferentes dominios del MC4R por aquellos equivalentes del MC1R,

esperando una pérdida de funcién, es decir, una pérdida de la activaciéon por ACTH
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dependiente de MRAP2. En el pez cebra existen dos pardlogos de la MRAP2, la
zfMRAP2a y zfMRAP2b, ambos expresados en el cerebro (Agulleiro et al., 2010) y
co-localizando con el receptor en el hipotdlamo tuberal, pero solamente
zfMRAP2a es capaz de conferir la sensibilidad a ACTH al MC4R (Agulleiro et al.,
2013). La aproximacién mediante receptores quiméricos es capaz de identificar
dominios de los receptores que son importantes para la farmacologia Unica y
especifica de cada receptor mientras que los estudios de mutagénesis dirigida son
importantes para identificar residuos que son invariablemente importantes para
las caracteristicas agonisticas o antagonisticas de un determinado ligando. Esta
aproximacion quimérica se ha utilizado satisfactoriamente en el estudio de los
receptores de melanocortinas desde el axioma que todos los receptores de
melanocortinas mantienen una misma arquitectura molecular (Yang et al., 2002;
2003; Chen et al., 2007). Si la substitucion produce una alteracion en la activacion
del receptor significard que el dominio es importante en la unién del agonista y
gue los residuos no conservados son de especial importancia, por el contrario, una
substitucion que no provoque cambios sustanciales aportara informacién valiosa
sobre el valor de los residuos conservados. Nuestros resultados muestran que la
substitucion individual de los dominios transmembranales 3, 5y 7 resulta en una
pérdida de funcién del receptor quimérico pero estos receptores tampoco son
capaces de responder ala ACTH per se, sugiriendo que la substitucién podria haber
provocado un cambio conformacional que inhabilita la funcionalidad del receptor.
Algo similar ocurre tras la substitucion del ECL3, pero no al substituir el ECL2. En
este ultimo caso, el receptor todavia muestra una leve respuesta a la ACTH, pero
no aumenta su repuesta tras interaccion con zfMRAP2a. Mas bien, esta
desaparece. Una primera prueba de la funcionalidad de las quimeras es la
actividad frente a su agonista enddgeno (a-MSH) o bien algin agonista quimico
como la NDP-MSH. Solamente la quimera 13, en la cual substituimos el ECL3, fue
capaz de responder a la NDP-MSH demostrando la funcionalidad de la quimera y
sugiriendo la importancia de este dominio en la respuesta inducida por zfMRAP2a
a la ACTH. Los estudios inmunohistolégicos sobre la expresién celular solamente

se llevaron a cabo en aquellas quimeras no funcionales llegando a la conclusion de
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gue todas ellas, excepto la quimera 14, que integra la substitucion de TM7, eran
incapaces de alcanzar la membrana plasmatica. Los resultados sugieren que el
TM7 podria ser un domino importante en la respuesta del receptor a la ACTH ya
gue la quimera es capaz de alcanzar la membrana plasmatica sin responder a la
ACTH. Sin embargo, la falta de respuesta a a-MSH y NDP-MSH (datos no
mostrados) también hace considerar que la substitucién ha inducido un cambio
estructural que no afecta al trafico a la membrana plasmadtica, pero si a la
capacidad de unién del agonista. Ciertamente, la pérdida de funcionalidad por
alteraciones estructurales debidas a la substitucién de dominios es uno de los
riesgos que incumbe este tipo de aproximaciones (Yang et al., 2002; 2003; 2005),
sin embargo, conjuntamente con la mutagénesis dirigida (Yang et al., 2009) ha sido
una de las técnicas mas utilizadas para aproximar este tipo de cuestiones. En el
caso de la substitucion del TM2, tanto el receptor quimérico (quimera 4) per se
como co-expresado con la zfMRAP2a fue capaz de responder a la ACTH, pero en
este caso la interaccidn con la proteina accesoria no indujo un incremento en la
sensibilidad a la hormona, sugiriendo, que el TM2 podria ser un dominio
importante en la adquisicion de sensibilidad a la ACTH mediada por la proteina

accesoria.

Nuestra siguiente aproximacion en la interpretacion de los datos fue
intentar una ganancia de funcidon sobre el zfMC1R transportando aquellos
dominios del MC4R que podrian ser importantes sobre la adquisicion de
sensibilidad a la ACTH. Para ello, seleccionamos algunas combinaciones que
incluyesen total o parcialmente aquellos dominios que habian inducido una
pérdida de funcion sobre el MC4R, es decir TM3, TM5 y TM7 y ECL2 y ECL3. La
substitucién de ECL2 y ECL3 fue una constante en todas las quimeras. Los
resultados demuestran que solamente las quimeras que integran los TM5 y TM7
del zfMC4R, ademds de ECL2 y ECL3, son funcionales, pero el incremento en la
sensibilidad se produce cuando el TM3 de zfMC4R estd presente en la
substitucién. Los datos sugieren, por tanto, que TM5 y TM7 conjuntamente con
ELC2 y ECL3 son un requisito para la respuesta a la ACTH pero que TM2y TM3 son

indispensables para el aumento de la sensibilidad.
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5.2.1. Importancia de los dominios extracelulares

La substitucién de la regiéon N-terminal redujo significativamente la
activacion del receptor mediada por ACTH en presencia o ausencia de MRAP2ay,
aunque tal reduccién implicé la ausencia de ajustes logisticos significativos, el
receptor todavia mostrd cierta respuesta a la estimulacidén con el agonista en las
dosis mas elevadas. El segmento N-terminal en su regidn de transicién con TM1
(C40) parece formar un puente disulfuro con ECL3 (C279), sin embargo, la
mutacion de ambos residuos no parce tener consecuencias funcionales para el
receptor (Heyder et al., 2019). Estudios previos sugirieron que el segmento N-
terminal puede actuar como un agonista intramolecular, es decir uniéndose sobre
el propio receptor para inducir su actividad, siendo responsable de la actividad
constitutiva del receptor (Srinivasan et al., 2004), sin embargo, las substituciones
naturales en la region N-terminal no parecen tener ninguna implicacién funcional
por lo que la relevancia del segmento N-terminal en la regulacién de la
senalizacion del receptor es improbable aunque se requieren mayor nimero de

estudios (Heyder et al., 2019).

El ECL1 estda muy poco conservado entre los propios MC4R (Figura 48A)
aungue presenta una minima conservacion entre las secuencias de zfMCI1R y
zfMCA4R (2/12). El intercambio de dominios no produce ninguna alteracién en la
unién de ACTH pero tampoco en el descenso de sensibilidad inducido por MRA2a,
por tanto, dado el bajo grado de conservacién los datos sugieren que el ECL1 no

estd implicado en la respuesta al agonista.

El ECL2 también presenta una extension muy limitada (8 residuos) con un
bajo grado de conservacién entre las secuencias de zfMC1R y zfMC4R (1/8), esta
conservacion aumenta cuando comparamos los MC4Rs (4/8), pero no al comparar
los MC1Rs (2/8). La substitucion de este pequefio giro intracelular inhibe cualquier
respuesta a la ACTH pero en co-expresidon con la MRAP2a, pero sin ella el receptor
responde levemente a ACTH. El resultado sugiere que el ECL2 de zfMC4R es
importante en la repuesta especifica inducida por zfMRAP2a sugiriendo que

podria ser un punto de contacto entre ambas proteinas importante para la
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configuracion tridimensional del MC4R necesaria para la respuesta a la ACTH.
Alternativamente, ECL2 podria ser un punto de contacto con el propio agonista
ACTH. Sugerentemente, el ECL2 de zfMCI1R presenta residuos con carga positiva
(H) y negativa como el aspartico (D) en la regidn N-terminal del dominio ausentes
en el zfMC4R donde son substituidos por residuos polares sin carga (serina, S, y

treonina T) (Figura 48B).

ECL1 ECL2 ECL3
Sy N R R
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zmciR GENETNRESIIK seEsTTMLE [€prEPMC Y CEM
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Figura 48. Alineamiento de secuencias de los giros extracelulares (ECL1, ECL2, ECL3) de los
receptores MC1R y MC4R de humano (h) y pez cebra (zf). En la parte superior aparece la secuencia
consenso para los 4 receptores. Los colores son adaptados del software de alineamiento Clustal X,
el color azul indica la presencia de residuos conservados hidrofdbicos, rojo residuos conservados
con carga positiva, magenta residuos conservados con carga negativa, verde residuos conservados
polares, cian residuos conservados aromaticos, rosa denota los residuos de cisteina, naranja
residuos conservados de glicina y amarillo residuos conservados de prolina, en blanco los residuos
no conservados.

El dltimo giro extracelular (ECL3) presenta un grado de conservacién elevado
(Figura 48C) entre los MC4R (13/14) y de estos residuos conservados 10 son
comunes al zfMCI1R, pero solamente 6 quedan conservados en el hMC1R. Se ha
sugerido la existencia de un puente disulfuro intra-ECL3 utilizando los residuos
conservados de cisteina (C271-C?”7). La desaparicion de este puente debido a una
mutacién natural (C271R) induce obesidad en humanos (Tarnow et al., 2003). La
respuesta al intercambio de dominios entre los receptores resulté en una pérdida
de la respuesta a ACTH con o sin co-expresidon de zfMRAP2a, sin embargo, el
receptor quimérico responde perfectamente a la NDP-MSH e incluso la co-
expresion de zfMRAP2a aumenta la sensibilidad a NDP-MSH. Este ultimo resultado
indica que el receptor puede alcanzar la membrana plasmatica y activar la ruta de

segundo mensajero, pero no puede responder a la ACTH sugiriendo que el giro

154



Discusién

extracelular es critico en la actividad inducida por ACTH. Nuestros modelos
tridimensionales del zfMC4R sugieren interacciones potenciales entre los residuos
de ACTH y el ECL3 del zfMC4R (Heyder et al., 2019). Esto sugiere que los residuos
no conservados son criticos en la activacion dependiente de ACTH. Es muy
sugerente la aparicidén de un residuo con carga positiva en la tercera posicion del
dominio (R) frente a un dominio polar sin carga (T) en la secuencia de zfMC1R. Por
el contrario, en la posicion 8 del dominio la secuencia de zfMC1R presenta un
residuo polar positivo (K) mientras que el zfMC4R presenta un residuo no polar
alifatico sin carga (V). Este cambio en la distribucidon de la carga en el ECL3 podria

afectar a la unidn y/o activacion del receptor.

5.2.2. Importancia de los dominios intracelulares

Los estudios realizados con el hMC4R han demostrado que ICL3 es crucial
para el desarrollo de la senal intracelular desde que sus mutaciones reducen la
cantidad de AMPc sintetizado sin afectar a la unién del agonista, mientras que las
mutaciones en el segmento proximal de la regidon C-terminal, que incluye los 12
primeros aminoacidos, son cruciales para la sefalizacién, pero también para la
unién del agonista NDP-MSH al hMC4R. Sin embargo, los 13 aminodacidos distales
no juegan ningun rol en las funciones anteriores (Yang et al.,, 2005). La
comparacion de secuencias entre MC1R y MC4R de ambas especies (pez cebray
humanos) indica que 6 de los 12 aminodcidos proximales estdn totalmente
conservados mientras que no existe conservacion alguna en la region distal (Figura

49).

Nuestros experimentos farmacoldgicos indican que el intercambio de los
dominios C-terminales entre zfMC1R y zfMC4R (quimera 15) provoca una pérdida
significativa de respuesta al agonista ACTH sugiriendo que los residuos no
conservados entre ambas secuencias son criticos en la sefalizacion y/o union del
ligando. Los estudios en el hMC4R han destacado que los dos primeros residuos
de cisteina de la region C-terminal son criticos en la respuesta del receptor a la

NDP-MSH siendo susceptibles de palmitoilacion. De hecho, los receptores
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truncados exhibiendo Unicamente un residuo o ninguno de estos dos no son
funcionales (Yang et al., 2005), sugiriendo que los dos residuos de cisteinas pueden
estar implicados en la estabilizacién conformacional del receptor permitiendo la
union del ligando. Ademas, los tres residuos de cisteina de la regiéon C-terminal
estan implicados en la fosforilacion del receptor tras interaccidon con el agonista
(Shinyama et al., 2003), pero parece ser que solamente los dos mas proximales
son cruciales para la respuesta (Yang et al., 2005). Es mas, la propia longitud del
extremo C-terminal parece influir sin mucha especificidad por las substituciones
ya que al introducir residuos de alanina para alargar la region C-terminal
disminuye la unidn y sefializacién, pero no es abolida completamente (Yang et al.,
2005). Ambos residuos de cisteina estan conservados entre el zfMC4R y hMC4R,
aunque zfMC4R presenta un residuo de cisteina adicional previo a los
conservados, pero solamente el ultimo permanece conservado en la regién C-
terminal de zfMC1R o hMCIR corroborando su importancia estructural vy
ofreciendo una explicacion potencial al carente funcionamiento de la substitucion
del dominio C-terminal (Figura 49). Es muy sugerente que la funcionalidad de la
guimera 15 se recupera tras la interaccion con la proteina accesoria zfMRAP2a en
lo que a la respuesta frente a ACTH se refiere. Esto nos permite ver que la
interaccion de la proteina accesoria con el zfMR4R puede ayudar a estabilizar la
configuracion del receptor haciendo mas facil la respuesta al agonista de

melanocortinas.

C- terminal
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Figura 49. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las regiones C-terminal intracelulares
de los receptores MC1R y MC4R de humanos y pez cebra. Ver figura 48 para cédigo de colores.
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Por el contrario, la substitucién del ICL3 en el zfEMC4R por la region homologa
del zfMC1R no tuvo ningun efecto sobre la activacién del receptor y la co-
expresion con zfMRAP2a aumentd la sefalizacidon en respuesta a ACTH como lo
hace en la version salvaje del zfMC4R. Esta region muestra una elevada
concentracion de residuos cargados y su grado de conservacién entre los
receptores de pez cebra es limitado (7/22), aunque 5 de estos 7 residuos estan
conservados en los 4 receptores (Figura. 50). La conservacion entre los MC4R de
ambas especies es mucho mas elevada (16/22) mientras que la conservacion entre
los receptores humanos (hMC1R y hMC4R) es similar a la observada entre los
receptores del pez cebra (7/22). Esto sugiere que los residuos conservados en el
ICL3 entre las 4 versiones de receptores son criticos en la sefalizacién del receptor
y probablemente en la unidon a la proteina G. De hecho se ha demostrado que el
ICL3 es critico en la sefializacion de otros receptores acoplados a proteina G
(Dohlman et al., 1991) como en el receptor de hormona tirotropina, el receptor
de glucagdn, el péptido similar al glucagdén (GLP-1) o el receptor muscarinico

(Takhar et al., 1996; Chicchi et al., 1997).

ICL3
RSO TR LR ST e e
ztmcik WA Vs RIE BB« srr- - -@TTs
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pmcik AC QA QG IARLEHMKRQRPVHIGF G

Figura 50. Alineamiento de las secuencias proteicas de los ICL3 de los receptores MC1R y MC4R de
humanos y pez cebra. Ver figura 48 para cédigo de colores.

La substitucion de los giros intracelulares precedentes a ICL3 (ICL1, quimera
3 e ICL2, quimera 7) tampoco tuvieron consecuencias en la sefalizacién del
receptor, ni en el efecto de la co-expresiéon con zfMRAP2a que promovio la
sensibilizacién del zfEMC4R por al ACTH. La extension del ICL1 es limitada (solo 5
residuos) y su conservacién muy elevada (4 de 5 aminoacidos). Incluso la Unica

substitucidn que presenta K/R es totalmente conservativa dada las propiedades
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fisicoquimicas similares de los dos aminoacidos. Por tanto, las conclusiones que

pueden derivarse de la substitucidn son escasas.

ICL1 ICL2
ol 5 1L it Al il izl )
2fMCIR L
ZfFMC4R L
hMC4R L
hMC1R L

Figura 51. Alineamiento de las secuencias proteicas de los ICL1 e ICL2 de los receptores MC1R y
MC4R de humanos y pez cebra. Ver figura 48 para cddigo de colores.

Algo similar a lo que ocurre con el ICL2, que exhibe una longitud
sensiblemente superior (11 residuos) pero un grado de conservacidon entre los
receptores de pez cebra incluso superior (10/11) por lo que, otra vez, las
conclusiones son muy limitadas y no diferentes de la importancia de los residuos

conservados entre las dos secuencias para la respuesta a la ACTH.

5.2.3. Importancia de los dominios transmembrana

El grado de conservacién de los GPCR aumenta considerablemente cuando
se trata de los dominios transmembranales debido a su importancia funcional. En
nuestro caso experimental observamos que el grado de conservacion del TM1 era
elevado, presentando 13 residuos idénticos (13/23, 56%) entre las versiones
comparadas de hMC1R y hMC4R. Los receptores de pez cebra presentan 7/23
diferencias (70% identidad) entre sus dominios con poca relevancia diferencial en
sus propiedades quimicas (Figura 52). La substitucion de este dominio produce
ausencia de respuesta a la ACTH, pero la co-expresidn de la proteina accesoria
recupera la funcionalidad de la quimera. Esta respuesta es similar a la observada
frente a la substitucion del ECL2 y vuelve a sugerir la importancia del dominio en
la respuesta a ACTH ademds de la posible estabilizacién de su estructura via

interaccion con zfMRA?2a.
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Figura 52. Alineamiento de las secuencias proteicas de TM1 de los receptores MC1R y MC4R de
humanos y pez cebra. Ver figura 48 para cdodigo de colores.

Los modelos de estructura/actividad de los receptores de melanocortinas no
destacan la importancia del TM1 en la activacién por agonistas sugiriendo que su
participacién en la respuesta es limitada, aunque existen mutaciones naturales
qgue inducen modificaciones en la repuesta del receptor o en la unién del agonista

(Tao et al., 2010).

Por su parte TM2 y TM3 contienen residuos esenciales para la activacion del
receptor, siendo ambos dominios criticos en la formacion del bolsillo hidrofilico
que integra las interacciones idnicas con el nucleo melanocortinico (ver
anteriormente). Su grado de conservacidén es elevado, el TM2 exhibe 17/31
residuos idénticos (55%) entre los cuatro receptores, pero los receptores de pez

cebra solamente muestran 10 diferencias entre ellos (67%) (Figura 53).

T™M2
PMY-FIC-LA--D-LVS-SN--ET----1L--
zfMCIR
ZfMC4R
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Figura 53. Alineamiento de las secuencias proteicas de TM2 de los receptores MC1R y MC4R de
humanos y pez cebra. Ver figura 48 para cédigo de colores. Destacar la posicion del residuo de
glutamico (E) critico para la formacién del bolsillo hidrofilico y la interaccion iénica con el residuo
de arginina del ntcleo de melanocortinas (H6F’R®W?).
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Estas diferencias se acumulan principalmente en la regién distal del dominio,
aunque los MC1Rs contienen dos residuos contiguos de cisteina (C) conservados
en la regiéon N-terminal mientras que los MC4Rs solo muestran un residuo
conservado. La substitucion de este dominio no produce una inhibicién en la
repuesta, pero si que anula el aumento de sensibilidad generado por la interaccidon
de zfMRAP2a. El residuo de glutdmico (E) critico en la interaccidn con la R® de la
secuencia nuclear de las melanocortinas aparece conservado en las 4 formas de

receptores.

La comparacion de los TM3 en las 4 versiones de MCRs acumula 15 residuos
idénticos (15/32, 46%) y 19 (59%) entre las versiones de pez cebra. Entre estos se
encuentran los dos residuos de aspartico (D) criticos para la formacién del bolsillo
hidrofilico, ademas del integrante de la secuencia consenso DRY caracteristica de

los receptores acoplados a proteina G.

T™M3
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Figura 54. Alineamiento de las secuencias proteicas de TM3 de los receptores MC1R y MC4R de
humanosy pez cebra. Ver figura 48 para cdédigo de colores. Destacar la posicién de los dos primeros
residuos de aspartico (D) criticos en la formacidn del bolsillo hidrofilico y la interaccidn idnica con
el residuo de arginina del ndcleo de melanocortinas (H6F’R®W?).

El intercambio del dominio entre los receptores de proteina G provoca la
disfuncién del receptor siendo incapaz de responder tanto a la ACTH, con o sin co-
expresion de zfMRAP2a, como a la a-MSH. Cuando se transpone secuencialmente
con TM5 o TM7 no puede dotar de afinidad por la ACTH al MC1R, pero si que
aumenta la sensibilidad una vez TM5 y TM7 junto con ECL2 y ECL3 han permitido
la unidn de la ACTH. Los resultados sugieren que la interaccion de zfMRAP2a con

los TM2 y TM3 que forman el bolsillo hidrofilico puede provocar un cambio
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conformacional en el receptor que permita el acceso del nucleo
melanocortinérgico (H®F’R8W?) a los residuos criticos del receptor (E, D, D) para su

interaccion con los residuos (TM2-E%* y TM3-D!Y7, -D121),

Una situacién similar es la que se presupone en las relaciones
estructura/funcion del MC2R en interaccién con ACTH. La respuesta del MC2R a la
ACTH requiere de la interaccién de otra proteina accesoria, la MRAP1 tanto en
tetrdpodos (Metherell et al., 2005) como en vertebrados no tetradpodos (Agulleiro
et al., 2010). Los dos dominios transmembranales TM2 y TM3 son criticos en la
union de la ACTH al MC2R (Hinkle et al., 2011; Yang et al., 2020) y dentro de estos,
los mismos residuos anidnicos conservados que se destacan en MC1R y MC4R. De
hecho, Hinkle y colaboradores (2011) demostraron que mediante el intercambio
en bloque del segmento TM2/ECL/TM3 del hMC2R en la region correspondiente
del hMCA4R e interaccién con MRAP1 se obtiene un receptor quimérico capaz de
responder a ambos, NDP-MSH y ACTH. Estudios realizados en el mismo
laboratorio demostraron que la interaccién de ACTH con el hMC2R requiere la
interaccion previa de la MRAP1 sobre la superficie extracelular del hMC2R (Malik
et al., 2015). Otros estudios han demostrado, ademas, que la substitucion del
residuo L112I en el TM3 permite la respuesta del h(MC2R a la a.-MSH sugiriendo la
importancia del dominio en la adquisicion de la configuracion tridimensional
requerida para la interaccién idnica con el nicleo melanocortinérgico (Yang et al.,
2019; 2020). Sin embargo, el tetrapéptido nuclear no puede acceder al bolsillo
hidrofilico del MC2R, a no ser que la region C-terminal de la ACTH, y
particularmente los residuos KKRRP, interactien previamente con el receptor para
inducir un cambio conformacional que permita el acercamiento de los residuos
catidnicos al bolsillo hidrofilico (Dores et al., 2014). Malik y colaboradores (2015)
sugirieron que la MRAP1 podria participar también en este cambio conformacional

por interaccion con el hMC2R.

La interaccion del motivo C-terminal de la ACTH con el MC2R sugiere la
existencia de un segundo lugar de unidén en la regién C-terminal del receptor
donde interactue el motivo KKRRP de la ACTH. Fridmanis et al., (2010) observaron

que la substitucion del TM4 y TM5 en el hMC2R con las contrapartidas del hMC4R
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impedia la activacién del receptor quimérico y es ahi donde podria estar situado
el lugar de unién para el motivo C-terminal de la ACTH. En apoyo de esta hipdtesis,
se ha observado que las mutaciones naturales o sustituciones puntuales por
residuos de alanina producen alteraciones de la actividad del receptor (revisado

por Dores et al., 2016).

El dominio TM4 presenta una baja identidad de secuencias entre las 4
formas comparadas de MCRs exhibiendo solamente 6 residuos comunes de los 25
que corresponden a su extensién competa (6/25=24%). Esta identidad aumenta a
11 residuos cuando comparamos las dos secuencias de pez cebra (42%) y 16
residuos (61%) cuando comparamos las secuencias de MC4R, pero solo 10 (43%)

residuos cuando comparamos las secuencias de MC1R.

™4
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Figura 55. Alineamiento de las secuencias proteicas de TM4 de los receptores MC1R y MC4R de
humanos y pez cebra. Ver figura 48 para cédigo de colores. Destacar la presencia de 6 residuos
completamente conservados entre las 4 secuencias.

El intercambio de TM4 entre ambos receptores no indujo ningiin cambio en
la sensibilidad a la ACTH en la quimera resultante y la co-expresiéon con MRAP2a
aumentd la sensibilidad al agonista. Los resultados sugieren que el TM4 no es
imprescindible para la respuesta a la ACTH y si lo es, los residuos conservados son
esenciales. Sin embargo, nuestros experimentos de mutagénesis dirigida, en los
cuales substituimos los residuos LFIVY por residuos de alanina (A) no indujeron la
perdida de sensibilidad total a ACTH en presencia de MRAP2a sin embargo la
substitucién conjunta de los residuos no contiguos R, Il, W provocé una perdida
en la afinidad por ACTH y a-MSH (datos no mostrados). En resumen, el TM4 del

zfMCA4R no parece ser relevante en la interaccidon con ACTH.
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Una situacion similar es la que ocurre con el TM6, un domino que exhibe una
elevada conservaciéon mostrando 17 residuos idénticos de 30 (56%) entre los 4
receptores comparados. Esta identidad asciende al 83% cuando comparamos los
receptores MC4R y al 76% cuando comparamos los MC1R. La comparacién de la
identidad entre los receptores del pez cebra rinde valores superiores al 75%. En
este dominio se encuentran los residuos clave descritos para la unién del agonista
NDP-MSH al hMC4R, concretamente W28, F?61 H2%4 |os tres residuos estan

conservados entre las 4 formas de receptores de melanocortinas.

TM6
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Figura 56. Alineamiento de las secuencias proteicas de TM6 de los receptores MC1R y MC4R de
humanos y pez cebra. Ver figura 48 para cédigo de colores.

El intercambio de dominios tampoco produce una alteracion significativa de
la respuesta a la ACTH alcanzando, por tanto, una conclusion similar a la adquirida
con el TM4, es decir una importancia limitada en la respuesta con significacion del
grado de conservacion del dominio transmembrana.

Finalmente, los resultados defienden que el intercambio independiente de
los dominios TM5 y TM7 produce una disfuncién en la actividad del receptor,
anulando su actividad tras estimulaciéon con ambos ACTH y a-MSH. Los datos
sugieren que el intercambio de dominios ha provocado un cambio conformacional
que impide la funcion del receptor. El intercambio del TM5 parece impedir la
migracion a membrana de la quimera, pero no ocurre asi tras el intercambio del
TM7. La conservacion del TM5 es limitada mostrando solamente 9 de 23 residuos
idénticos entre las 4 formas de receptor (39%). Sin embargo, la identidad es muy
elevada si comparamos las dos formas de MC4R (21/23, 91%), pero solamente de

11/23 residuos (47%) cuando comparamos los dos receptores de pez cebra (Figura
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57). Esta falta de identidad y disfuncionalidad tras la substitucion del dominio
sugiere que los residuos no conservados en el TM5 son criticos en la funcionalidad
del receptor sugiriendo que este no adquiere la conformacién tridimensional
correcta tras el intercambio. Alternativamente, el intercambio puede afectar a la

union de los agonistas tanto ACTH como o.-MSH.

TM5
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Figura 57. Alineamiento de las secuencias proteicas de TM5 (panel superior) y TM7 (panel inferior)
de los receptores MC1R y MC4R de humanos y pez cebra. Ver figura 48 para cédigo de colores.

El dominio TM7 goza de mayor identidad entre las formas de receptores
compartiendo 14 de 22 residuos idénticos (63%) y 19/22 (86%) entre los MC4R de
ambas especies. Los receptores de pez cebra solo muestran 5 diferencias entre
ellos (77% de identidad). Es sorprendente que ante tal grado de identidad la
substitucién de los dominios cause una disfuncion en el receptor destacando la
importancia de los residuos no conservados entre zfMC1R y zfMC4R. Ademas,
estas diferencias son relativamente conservativas ya que se substituyen dos
aminoacidos aromaticos neutros (F/Y) o dos neutros apolares [(L/M), (L/V)].
Incluso si asumimos un error en la delimitacién de los dominios, la comparacion
de secuencias muestra que los tres ultimos residuos del ECL3 (dominio

inmediatamente anterior) son constantes entre los dos receptores (Figura 48). Al
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igual ocurre con la identidad de los residuos proximales del extremo C-terminal
donde solo encontramos 2 diferencias conservativas entre los 10 primeros
residuos (Figura 49). Por tanto, los 5 residuos diferenciales parecen cruciales bien
en la conformacion de la estructura tridimensional, en la unién del agonista o en
el desencadenamiento de la sefal intracelular. Cuando TM5 y TM7 son
conjuntamente transferidos al zfMC1R conjuntamente con ECL2 y ECL3, el
receptor quimérico responde a la ACTH con igual sensibilidad

independientemente de la presencia de zfMRAP2a.

5.2.4. Un modelo para la interaccion con MRAP2a-ACTH-MC4R

La activacion del receptor al igual que la induccion de la sintesis de cAMP
requiere un elevado numero de interacciones moleculares y el establecimiento de
un modelo que explique el aumento de sensibilidad del MC4R resulta muy
complejo. En principio, existirian 3 situaciones posibles, i) la unién del agonista al
receptor, ii) la interaccion de la proteina accesoria y el receptor vy iii) una posible
interaccion directa entre el agonista y la proteina accesoria. Estas interacciones
pueden por tanto regular conjunta o independientemente la expresiéon en
superficie del receptor, algo que hemos demostrado previamente que no ocurre
tanto en el zfEMC4R como en el zfEMC1R (Agulleiro et al., 2013; Cortés et al., 2014);
la union del agonista y/o la activacidon del receptor que nosotros medimos
indirectamente como cantidad de AMPc sintetizada. A esta situacion debemos
afiadir, ademas, la formacién potencial de homodimeros o oligdmeros entre
moléculas de MC4R cuya trascendencia funcional es desconocida. Se sabe que
este tipo de asociaciones puede afectar diversos aspectos de la funcionalidad del
receptor incluyendo la unién del agonista, el proceso de sefializacidn, la expresion
en la superficie celular o incluso la selectividad por diferentes proteinas G (Heyder
et al., 2019). De hecho, se ha demostrado que los monémeros de hMC4R son
capaces de inducir una sefal intracelular casi dos veces superior a las estructuras
diméricas sugiriendo que la formacidn de estructuras supramoleculares incide
sobre la estequiometria entre el MC4R y las proteinas G (Gurevich et al., 2018).

Ademads, los receptores acoplados a proteina G parecen expresarse como una
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mezcla de mondmeros y oligdmeros que se inter-convierten dindmicamente en
relacion a su situacion de actividad/estimulacion (Heyder et al., 2019). La dindamica
podria ser influida por la presencia de proteinas accesorias como se ha
demostrado en el zfMC5R (Zhu et al.,, 2018). Los autores han demostrado
mediante experimentos de fluorescencia que los paralogos de zfMC5R (a,b)
pueden homodimerizar o heterodimerizar pero que la presencia tanto de MRAP2a
como MRAP2b disminuye a niveles casi indetectables la emision de fluorescencia
gue se emite durante la formacidn de los dimeros modificados. Esto demuestra
gue ambas proteinas accesorias pueden inhibir la formacién de dimeros, un efecto

similar al que se demostré con hMC5R (Sebag y Hinkle, 2009).

Por el contrario, los modelos moleculares de interaccién entre MRAP1 vy
MC2R obtenidos mediante una técnica similar de bioluminiscencia sugieren que el
hMC2R homodimeriza constitutivamente y ademas forma heterodimeros con la
MRAP1 (Cooray et al., 2011). ACTH es capaz de aumentar la tasa de
hererodimerizcion entre MRAP1-MC2R, pero para esto es necesario la activacion
de la sefializaciéon via AMPc. El modelo propuesto sugiere la formacidon de
homodimeros MC2R en el reticulo endoplasmatico, bien de forma concomitante
o secuencial el homodimero interactua con dos hélices antiparalelas de MRAP1
gue unen a su vez probablemente dos moléculas de ACTH (Cooray et al., 2011;

Clark y Chan, 2019)

Ante esta situacion multivariante es dificil establecer un modelo para la
interaccion de MC4R-MPRAP2a-ACTH, sin embargo, en la Figura 58 se intenta
sumarizar esquemadticamente las conclusiones experimentales. Bajo un modelo
totalmente hipotético y no completamente soportado por los datos aportados
sugerimos dos escenarios potenciales. En el primero, la zfMRAP2a interactuaria
con el TM2-TM3 para permitir la apertura del bolsillo hidrofilico, por su parte la
ACTH interactuaria con los dominios posteriores TM5-ECL2-ECL3-TM7 para
anclarse a la molécula del receptory posicionar el grupo melanocortinérgico hacia
el bolsillo para que se produzca la interaccién idnica entre la A8 y los residuos de
carga negativa. Bajo un segundo escenario la ACTH interactuaria directamente con

la MRAP2a exponiendo la molécula al bolsillo hidrofébico y la proteina accesoria
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a su vez interactuaria con los dominios terminales del receptor que provocarian
un cambio conformacional abriendo el bolsillo hidrofébico para un mejor acceso

del nucleo melanocortinérgico a los aminodcidos acidicos del TM2-TM3.

Figura 58. Modelos de interaccidon activacion MC4R-MRAP2a-ACTH. El color verde sobre los TM
indica la funcionalidad de la quimera a pesar de su intercambio entre receptores. El color rojo
identifica los TM que tras ser sustituidos han provocado una disfuncién de la quimera. Los giros
intra- o extra-celulares en verde son inocuos tras su intercambio. El intercambio del ECL2, en rojo,
produce una disfuncionalidad mientras que el intercambio del ECL3, en morado, produce una
pérdida de activacién por ACTH, pero no por NDP-MSH sugiriendo su especificidad. Ver texto para
descripcion.

Alternativamente a estos dos modelos, también deberiamos considerar la
posibilidad que la MRAP2a no afecte a la unién con ACTH, sino que Unicamente
produzca un aumento de la activacion mediante la estimulacidn de la produccion

de AMPc induciendo una diferente selectividad por proteinas G alternativas.
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5.3. Efecto del sexo y los esteroides sexuales sobre la actividad circadiana

locomotora del pez cebra

Los ritmos de actividad locomotora circadiana de animales mantenidos bajo
condiciones constantes se han utilizado de forma generalizada para monitorizar
mutantes del reloj circadiano y testar diferentes hipdtesis sobre los genes reloj,
asi como para analizar la organizacion fisioldgica del sistema circadiano en
diversos vertebrados (Konopka et al., 1971; Ralph et al., 1988; 1990; Antoch et al.,
1997; King et al., 1997). La existencia de ritmos locomotores circadianos se ha
demostrado en diferentes especies de peces (ligo y Tabata, 1996; Herrero et al.,
2007; Cavallari et al., 2011) incluyendo el pez cebra (Hurd et al., 1998; Lépez-
Olmeda et al., 2006; del Pozo et al., 2011; Livne et al., 2016; Chen et al., 2016).
Nosotros hemos utilizado este paradigma experimental para comprobar la
existencia de una diversidad sexual en la organizacion circadiana del pez cebra.
Nuestra hipdtesis surge inicialmente tras el andlisis diferencial del transcriptoma
central entre machos y hembras, realmente originado de la comparacion del
transcriptoma entre peces ASIP y salvajes (Guillot et al, 2016). Durante este
analisis detectamos la expresion diferencial segun el sexo de algunos genes de la
magquinaria del reloj circadiano lo que nos llevé a hipotetizar la existencia potencial
de un efecto del sexo sobre el comportamiento y una posible implicacién de los

esteroides sexuales.

Con este fin, primero diseflamos una estrategia no invasiva para poder
aumentar los niveles de esteroides sexuales en el pez cebra. Nuestros
experimentos previos en la lubina habian demostrado que la administracion de
esteroides sexuales via implantes de silicona era muy efectiva a la hora de
aumentar los niveles plasmaticos de estradiol y testosterona y provocar un efecto
comportamental, registrado como una inhibicién significativa de los niveles de
ingesta (Leal et al., 2009). Sin embargo, este sistema parece un tanto invasivo para
especies de pequefio tamafio, como el pez cebra, por lo que optamos por la
administracién oral de los esteroides. Nuestra experiencia previa en lubina
también habia demostrado que la inclusion de corticoesteroides en el pienso

producia una elevacion de los niveles de cortisol plasmatico (Leal et al., 2011) o
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incluso de los niveles centrales de dopamina tras inclusion de L-DOPA (Leal et al.,
2013). Los resultados demuestran que la administracion oral de 11-ceto-
androstenediona o 17-f estradiol producen una elevacidn significativa de los
niveles plasmaticos de 11-cetotestosterona o 17- estradiol en hembras y machos
de pez cebra, respectivamente. Nuestra intencidn siempre fue elevar los niveles
de 11-cetotestosterona, el principal andrégeno de peces. Este andrégeno es,
ademads, no aromatizable a estrégenos, con lo cual su administracién tiene efectos
inocuos sobre los niveles enddgenos de 17-f estradiol, algo que no ocurre con la
testosterona, precursor del 17-f3 estradiol por aromatizacion (Leal et al., 2009). La
11-ceto-androstenediona sirve como precursor de la 11-cetotestosterona y su
administracion conlleva por tanto un aumento de los niveles de 11-
cetotestosterona circunvalando, de esta forma solventamos el problema del alto
coste del andrégeno sintético (Leal et al.,, 2009). Ciertamente, los niveles
plasmaticos determinados en nuestros ensayos son menores que los reportados
para esta especie (Shang et al., 2019; Sun et al., 2019), sin embargo, otros trabajos
han reportado niveles similares a nuestras determinaciones basales y estimuladas
(Zhao et al., 2017). En conclusion, la elevacion de esteroides sexuales producida
por la administracion oral de esteroides es significativa y esta dentro de los niveles
fisioldgicos caracterizados para la especie, lo que valida nuestra metodologia de

administracion no invasiva para estudios comportamentales.

El analisis de los actogramas muestra que tanto machos como hembras
exhiben un claro ritmo circadiano de actividad locomotora con el periodo de
actividad durante la fase diurna. Un patrén de actividad diurna similar ha sido ya
reportado previamente en el pez cebra (del Pozo et al., 2011), incluso en animales
aislados individualmente (Hurd et al., 1998), aunque estos, eventualmente,
pueden mostrar patrones de actividad arritmicos. La comparacién visual de los
actogramas también evidencia que, aunque las hembras tienen un claro patrén de
actividad diurno, su nivel de actividad general es significativamente mas elevado
durante ambos periodos luminicos, pero es especialmente llamativo en la sonda
de superficie. Debe destacarse que la actividad nocturna de los machos en ambas

zonas del tanque, superficie y profundidad, es practicamente nula mientras que
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las hembras exhiben mayor nivel de actividad nocturna en superficie, un hecho
claramente patente en la inspeccidn visual de los actogramas. Estas diferencias de
actividad fueron analizadas previamente por Hurd y colaboradores (1998) no
encontrando un claro patrén diferencial entre machos y hembras mantenidos en
aislamiento y en condiciones constantes de oscuridad o luz continua. Sin embargo,
los autores si encontraron una interaccién positiva entre el sexo y la temperatura
en la expresion ritmica de los patrones de actividad de forma que las hembras
exhibieron periodos mas cortos de actividad a 18 °C pero mas largosa 25 °Cy 28.5
°C. La diferencia en los disefios experimentales (individual vs grupo y condiciones
constantes vs 12L/120) no permiten alcanzar conclusiones comparativas. Estas
diferencias podrian ser impuestas por el cardcter gregario de la especie y las
relaciones de dominancia y territorialidad entre los organismos de la misma
cohorte (Spence et al., 2008). Nosotros no tenemos actualmente un soporte
comportamental que explique esta actividad diferencial, si bien es patente que las
relaciones comportamentales entre los machos y las hembras pueden ser
diferentes, aunque ambos géneros exhiben un comportamiento agresivo con sus
congéneres (Oliveira et al., 2011). Por ejemplo, los machos prefieren asociarse con
cardumenes de hembras, frente a los de machos, sin importar el tamafio del
cardumen, mientras que las hembras seleccionan el cardumen por el tamafio
poblacional sin importar el sexo. Esto sugiere que las cohortes de machos pueden
exhibir relaciones de dominancia mds fuertes induciendo una disminucién de
movimientos de los machos sumisos, de hecho, los machos dominantes utilizan
una mayor proporcidon espacial del tanque mientras que los sumisos quedan
recluidos en espacios mas limitados (ver Spence et al., 2008 para referencias). La
administracion de 11-ceto-androstenediona a las hembras disminuyd
significativamente su actividad general a niveles similares a los presentados por
los machos, algo que fue especialmente patente durante el periodo nocturno. Por
el contrario, la administracion de estradiol a machos provoca un aumento
significativo de la actividad nocturna de los animales, resemblando el patréon de
las hembras no tratadas, pero sin alcanzar los niveles globales de actividad. Los

resultados sugieren que los esteroides sexuales pueden modular el

170




Discusién

comportamiento circadiano de los peces siendo responsables de las diferencias

encontradas entre los grupos de machos y hembras.

Para corroborar el posible efecto del sexo y/o esteroides sexuales sobre el
comportamiento circadiano, analizamos comparativamente la expresién de
diversos genes reloj en los diferentes grupos experimentales. Los resultados
evidencian la expresion ritmica de estos genes reloj y demuestran la existencia de
diferencias de expresion entre los sexos (machos y hembras control), ademas, del
efecto de la administracion exdgena de esteroides, en diferentes tejidos que
incluyen cerebro, higado y goénadas. El efecto de la administracion de
progesterona y 17a-etinilestradiol sobre la expresién de diversos genes reloj
(perla, nrid2a, clocklb, crya) se ha estudiado también en larvas de pez cebra de
5 dias durante 48 horas. Similar a nuestros resultados, las administraciones
exogenas de estrégenos, progestdgenos o glucocorticoides provocaron una
variacion de la expresidn circadiana de estos genes en extractos de ARN
provenientes de la larva completa y bajo condiciones de oscuridad constante

(Zucchi et al. 2013; Zhao et al., 2015; 2018).

En nuestros estudios, el gen que expresd mayor ritmicidad fue cryla ya que
exhibiod variaciones diarias significativas en todos los tejidos y tratamientos, pero
solamente el tratamiento con 17-f estradiol indujo alteraciones del patrén
circadiano en el testiculo e higado de machos y en cerebro e higado de hembras
tras alimentaciéon con 11-ceto-androstenediona. Sus perfiles se mantienen
constantes en todos los casos si bien la amplitud de la oscilacion aumenta en el
higado de machos tratados y disminuye en testiculos. Cryla es un potente
represor de la funcién del reloj circadiano impidiendo la dimerizacion de
clock/bmal para bloquear la transactivacion de sus genes diana. Su expresion es
robustamente inducida por la luz, existiendo una fuerte correlacién entre la
intensidad y el desplazamiento de fase en su expresién (Tamai et al., 2007). A
diferencia de nuestros resultados, los estudios realizados en ratas
ovarectomizadas demuestran que los tratamientos con esteroides no modifican
los niveles de expresién de cryl, pero si los de cry2 en el nlcleo supraquiasmatico

(Nakamura et al., 2001). Estudios en el pez cebra indican que cryla junto con cry2a
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y per2 son genes reloj inducibles por la luz (Pando et al., 2001; Tamai et al., 2004;
2007), sin embargo también regulan la expresién de genes que controlan el
metabolismo energético que probablemente contribuyen a la actividad
locomotora de los animales. De hecho, la delecién conjunta de los dos genes
(crylay per2) provoca arritmias locomotoras y un descenso generalizado de los
niveles totales de actividad, indicando su implicacién en la regulacién de los ritmos
locomotores, pero también en la actividad total absoluta (Hirayama et al., 2019).
Sin embargo, este control de la actividad no depende de los niveles de melatonina,
una hormona conocida por reducir los niveles de actividad en zebrafish (Gandhi et
al., 2015), ya que los animales doble mutantes presentan niveles mas bajos de
melatonina y expresidn de Aanat2, el enzima critico en su sintesis (Hirayama et al.,
2019). Sin embargo, diversos estudios defienden que la melatonina es esencial
para la regulacion de los ciclos de suefio/vigilia en el pez cebra (Zhdanova, 2011;
Gandhi et al., 2015). Sin embargo, la inactivacion especifica del gen clock en la
pineal provoca un descenso de la amplitud del ritmo en larvas de pez cebra, pero
no en la periodicidad de este. Estos datos sugieren que el reloj pineal no es el Unico
encargado de la regulacién de los ritmos de actividad y muy probablemente otros
centros del SNC contribuyan a la generacion de estos ritmos (Livne et al., 2016).
En nuestros experimentos la expresidon del gen clock1 presentd variaciones diarias
significativas en el cerebro de hembras e higado de machos. En el caso del cerebro
de las hembras, la amplitud de la variaciéon fue reducida por el tratamiento
hormonal; mientras que en el caso del higado en los machos, la amplitud de la
variacion aumento con el tratamiento hormonal. En génadas, encontramos una
situacién opuesta, no hay variaciones diarias en los animales control, pero el
tratamiento con esteroides indujo variaciones significativas en ambos sexos. Estas
diferencias de expresion en clockl podrian estar relacionadas con las diferencias
en la actividad locomotora y con la inversion de patrones tras el tratamiento con

esteroides.

La actividad locomotora es inversamente proporcional a la cantidad de
sueno o de descanso de forma que los mecanismos asociados con la homeostasis

energética han sido propuestos a regular la cantidad de suefio/descanso y por
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extension la actividad locomotora de los animales (Willie et al., 2001; Kumar et al.,
2015; DiNuzzo y Nedergaard, 2017). La posible diferencia entre la actividad de
machos y hembras, asi como el efecto de los esteroides, podria estar, por tanto,
relacionada con el metabolismo energético diferencial. En nuestros experimentos
no hemos considerado la evaluacion del metabolismo energético, pero la
homeostasis energética diferencial entre sexos y el efecto de los esteroides
sexuales sobre el metabolismo energético en vertebrados es bien conocida
(Dearden et al., 2018; Isacco y Miles-Chan, 2018; Palmisano et al.,. 2018; Xu y
Lépez, 2018).

En resumen, nuestros experimentos muestran que machos y hembras
exhiben diferentes patrones de actividad locomotora. Esto también se refleja en
los patrones de expresion de algunos genes de la maquinaria del reloj circadiano.
La administracion oral de esteroides puede modificar estos patrones de actividad
y a su vez la oscilacion en la expresién de genes reloj. Las diferencias en el
metabolismo energético podrian ser responsables de los cambios en el patrén de

actividad y en la expresién génica.

5.4. Efecto de la sobreexpresion de antagonistas endégenos de melanocortinas

sobre la actividad locomotora del pez cebra

Nuestros experimentos previos han mostrado que los peces ASIP tienen un
metabolismo energético diferente de sus congéneres salvajes, que les permite
crecer mas en condiciones energéticas similares. Estos animales son capaces,
ademas, de ingerir mas alimento que sus congéneres, aunque no desarrollan
obesidad asociada a la dieta, medida como niveles totales de grasa corporal
(Guillot et al., 2016). Estos niveles de ingesta superiores también sugieren la
probable existencia de un comportamiento diferencial, en términos de
agresividad, ansiedad alimenticia o competencia por el alimento. Para iniciar un
analisis comportamental de estos animales, que exhiben una inhibicién parcial del
sistema de melanocortinas por sobre-expresién del agonista inverso endégeno,

analizamos comparativamente su actividad locomotora bajo un fotoperiodo
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constante 12L/120. Los resultados demuestran que, aunque los animales ASIP
mantienen un ritmo circadiano con un periodo cercano a 24h su actividad total es
significativamente superior a la de los animales WT. La actividad durante el
periodo de luz es significativamente inferior pero su actividad nocturna es muy
superior a sus congéneres salvajes. Esto provoca que la expresion del ritmo

circadiano sea mucho menos significativa que en el caso de los animales WT.

La implicacion del sisma de melanocortinas en los ritmos de actividad
locomotora es totalmente desconocida y estos son los primeros datos que aportan
luz de su implicacién en el sistema circadiano de peces, aunque no en mamiferos
donde se conoce que el MC3R estd implicado en la actividad alimenticia
anticipatoria bajo condiciones de restriccion calérica (ver introduccién para
referencias). El SNC de pez cebra expresa dos péptidos relacionados con aguti,
AGRP1 y AGRP2. AGRP1 se expresa exclusivamente en el nucleo lateral tuberal
(Cerda-Reverter y Peter, 2003) mientras que AGRP2 se expresa en la pineal y el
area preoptica proyectando a la adenohipdfisis (Shainer et al., 2017). La presencia
en la pineal de un agonista inverso de melanocortinas sugiere intuitivamente una
implicacion en el control del reloj circadiano central. Sin embargo, su expresion
celular se localiza en un subconjunto de células glandulares no caracterizadas
(Shainer et al., 2017) pero con caracteristicas transcriptdmicas similares a las del
epitelio pigmentario retiniano (Shainer et al., 2019). Inicialmente estas neuronas
pineales fueron implicadas en el control de la pigmentacion criptica del pez cebra
mediante la regulacidon de la expresién de la hormona concentradora de los
melanocitos (MCH) durante la adaptacion a fondos claros (Zhang et al., 2010). Sin
embargo, estos datos no pudieron ser corroborados mediante técnicas de edicién
gendmica o ablacidn neuronal (Shainer et al., 2019). A diferencia de AGRP1, AGRP2
no es necesaria para mantener los niveles de ingesta, pero tampoco para sostener
los ritmos de actividad locomotora (Shainer et al., 2019). De forma similar, la
ausencia de AGRP1 funcional en el genoma del pez cebra o la ablacién de las

neuronas tampoco tiene efectos sobre los ritmos de actividad locomotora.

El genoma del pez cebra presenta 3 agonistas inversos de melanocortinas,

AGRP1 y AGRP2 y ASIP1, aunque otras especies de teledsteos exhiben un
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antagonista adicional ASIP2 (Vastermark et al., 2012). Datos obtenidos por qPCR
en lubina evidencian la expresidn de AGRP2 en la pineal, aunque también existen
niveles bajos de expresion de ASIP1. En esta misma especie los 4 agonistas
inversos se expresan en el cerebro (Agulleiro et al., 2014). En otras especies como
fugu, ASIP1 solamente se expresa en la hipdfisis (Kurokawa et al., 2006) mientras
qgue en lenguado y rodaballo hay evidentes niveles de expresion en el cerebro
(Guillot et al., 2012). En el pez cebra, ambos AGRP1 y AGRP2 se expresan en el
cerebro (Shainer et al., 2019). Técnicas de hibridacion in toto en larvas fallaron en
la detecciéon de expresion central de ASIP1, aunque las técnicas de RT-PCR
convencional detectaron bajos niveles de expresion en el cerebro (Cal et al., 2017).
En ocasiones, se detectd, de forma inconsistente, expresion de ASIP1 en la pineal
de larvas (Josep Rotllant y Jose Miguel Cerda Reverter comunicacién personal).
Por tanto, a falta de estudios mas concretos que enfoquen la expresién de ASIP1,
con diferente sensibilidad, en el cerebro de peces cebra adultos, lo logico es
pensar que el mecanismo neuronal responsable del fenotipo comportamental
derivado de la sobreexpresion de ASIP1 deberia de ser mediado por
AGRP1/AGRP2. Sin embargo, ninguno de los dos es necesario para el desarrollo de
los patrones locomotores circadianos (Shainer et al.,, 2019). Existen diversas
posibilidades para explicar esta paradoja: la mas directa es que estos efectos
fenotipicos sean mediados a nivel central, por los bajos, pero criticos, niveles de
expresion de ASIP1 presentes en el cerebro del pez cebra (Cal et al., 2017). En
segundo lugar, debemos tener en cuenta que la supresion de la expresion de un
gen o expresion de una proteina no funcional no tiene por qué reflejar los efectos
contrarios de la sobre-expresidon génica. Este supuesto puede ser incluso mds
cierto en el caso de los agonistas inversos que no requieren la actividad del
agonista, sino que reducen la actividad de receptores constitutivamente
activados. Por tanto, los efectos que observamos sobre la actividad locomotora,
podrian ser mediados por agonistas de melanocortinas derivados del POMC, y la
sobre-expresidon de ASIP no haria otra cosa mas que revelar la implicacién de las
MSHs en el proceso mediante el antagonismo competitivo. Esta hipétesis

requeriria neuronas que expresasen MCRs y fuesen inervadas por terminales
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AGRP1 o 2 y MSH. Alternativamente, la sobre-expresién de ASIP podria inhibir la
actividad constitutiva de alguno de los MCRs, particularmente el MC4R (Sanchez
et al., 2009), una situacidon que requeriria neuronas Unicamente inervadas por
AGRP1 o 2. Ambos tipos de poblaciones neuronales existen en el cerebro del pez
cebra (Forlano y Cone, 2007). Independientemente del mecanismo utilizado,
nuestros experimentos demuestran claramente la implicacion del sistema de
melanocortinas en el control de la actividad locomotora y el reloj circadiano.
Nuestros datos no pueden elucidar si la modificacion en los patrones de expresion
de los genes reloj son responsables, pero debe tenerse en cuenta que estos
organismos presentan condiciones metabdlicas diferentes (Guillot et al., 2016),
dado que exhiben mayores niveles de ingesta y mayores tasas de crecimiento.
Dada la relacién existente entre el metabolismo y los ritmos de actividad (Willie et
al., 2001; Kumar et al., 2015; DiNuzzo y Nedergaard, 2017) no podemos descartar
gue estos cambios metabdlicos disparados por un exceso de ASIP1 sean los

responsables de los cambios de expresién en los genes reloj.
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1. La respuesta a ACTH del MC4R inducida por la interaccién con
MRAP2 estd evolutivamente conservada en vertebrados, sugiriendo la
existencia de una funcion fisioldgica asociada al mecanismo molecular.

2. La respuesta del receptor MC4R a ACTH abre nuevas vias para la
transduccion de informacidon referente al estrés, independiente de la
sintesis y secrecion de glucocorticoides.

3. La respuesta a ACTH mediada por la interaccion de MC4R y MRAP2
puede ser el mecanismo molecular responsable del tratamiento de los
espasmos infantiles (I1S) con ACTH.

4, Mediante la confeccién de quimeras moleculares entre zfMC1R y
zfMCA4R, la sensibilidad a la ACTH mediada por la zfMRAP2a puede ser
inducida en el zfMC1R.

5. Esta induccion requiere de la presencia de los dominios
transmembranales 3, 5y 7 (TM3, TM5, TM7) ademds del segundo y tercer
giro extracelular (ECL2 y ECL3).

6. La substitucion de TM2 en el zfMC4R con su TM homdlogo del
zfMCI1R produce una disminucién en la sensibilidad inducida por zfMRAP2a
del zfMC4R demostrando la importancia del dominio transmembrana en la
afinidad por el agonista inducida por la proteina accesoria.

7. Los patrones a actividad locomotora en el pez cebra son
dependientes del sexo y la administracion oral de esteroides sexuales
puede modificar estos patrones de actividad.

8. De forma similar, la expresién de genes reloj estd regulada de forma
diferencial en machos y hembras y los esteroides sexuales pueden
modificar su patrén de expresion.

9. El sistema de melanocortinas es capaz de modificar los patrones de
actividad de los peces cebra aumentando la actividad locomotora global,

especialmente durante el periodo nocturno.
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