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La comunicacion intercelular es de gran importancia pa-
ra mantener la homeostasis, es decir, un equilibrio en
las funciones del organismo. Pero équé es lo que impli-
ca que se lleve a cabo una comunicacion exitosa? La
capacidad de recibir un estimulo, transmitirlo, integrar-
lo y emitir una respuesta.

El sistema nervioso es una pieza clave para conse-
guir un estado de homeostasis. Es él quien nos man-
tiene comunicados con el exterior y de su activacién y
transmisién de senales depende la respuesta que de-
mos al medio y la forma en la que nos desarrollemos.
La senalizacién en el sistema nervioso se produce me-
diante un proceso primordialmente quimico; porque se
liberan sustancias desde células presinapticas hacia cé-
lulas postsinapticas, produciendo cambios en la excita-
bilidad de las células postsinapticas.

Desde el punto de vista neurofisiolégico, ha sido de
interés conocer cOmo se encuentran conectados los cir-
cuitos neuronales del sistema nervioso, que al activarse
dan lugar a determinadas conductas o a la realizacion
de funciones complejas. De alguna manera, el interés
es por hacer una deconstruccién de la conducta para
comprender sus bases celulares y develar un proceso
completo desde los mecanismos intercelulares. Esto es
motivo de estudio de las neurociencias.
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Figura 1. Representacion esquematica de una neurona que expresa receptores acoplados a proteinas G de los tres subtipos. Al aco-
plarse a la proteina G, que es una proteina trimérica, le producen un cambio conformacional que da lugar a la activaciéon de una via de
sefalizacioén intracelular debido a la separacién de sus componentes para actuar sobre efectores especificos. De la activacion de los re-
ceptores y del subtipo de proteina G depende que la actividad eléctrica de una neurona, con una actividad basal como en (a), aumente
como en (b), o bien disminuya como en (c). Las lineas con terminacién en bola significan estimulacién, y con terminacién en barra signi-

fica inhibicién.

Hay dos vertientes importantes puestas en el
ojo del investigador, la primera es conocer coOmo
estan conectados los circuitos neuronales, y la
segunda, cual es el papel funcional de cada cir-
cuito neuronal.

Existen herramientas que se emplean para lle-
var a cabo estudios fisioldgicos del sistema ner-
vioso que han satisfecho, al menos parcialmente,
esa busqueda de respuestas a los cuestionamien-
tos establecidos. Por ejemplo, las técnicas bioqui-
micas han permitido, mediante el uso de aminodci-
dos radiactivos, peroxidasa de rabano, o mediante
el uso de virus como el herpes simplex, marcar re-
trogradamente un circuito lo cual permite, en prin-
cipio, conocer cudles son las proyecciones de una
neurona o un grupo de neuronas. El uso de la pro-
teina fluorescente verde, por otra parte, ha servido
para marcar sinapsis activas y asi ver el desarro-
llo neuronal tanto en condiciones fisioldgicas co-
mo patolégicas.

Se han disefado animales genéticamente mo-
dificados, los cuales carecen de un gen que inte-
resa estudiar (denominados knock-out), que son

hoy en dia una herramienta que permite conocer
la participacion de vias de neurotransmisién en di-
versas funciones, o la funcionalidad de alguna pro-
teina especifica.

En la basqueda de la funcién que tiene algun
determinado grupo de neuronas es posible si-
lenciarlas mediante la inyeccién del aminoacido
Gamma-Amino-Butirico (GABA), que es el neuro-
transmisor inhibitorio mas abundante del sistema
nervioso central, 0 mediante cooling, que consis-
te en disminuir la temperatura de una proporcién
de tejido y de este modo reducir su metabolismo;
dicho tejido pierde funcionalidad, de manera que
el investigador puede determinar la funcion en la
cual participaba.

La farmacologia también es una herramienta
fundamental, pues permite activar de manera ar-
bitraria y muy aproximada grupos celulares. Otra
técnica es aquella que se basa en la estimulaciéon
eléctrica, es rapida y es de las mas utilizadas, pe-
ro no es especifica y activa todas las neuronas
que tiene al alcance el campo eléctrico. La técni-
ca con microelectrodos es mas precisa, pero no
puede activar circuitos enteros que determinen al-
guna funcién, sino solamente una neurona.



Una de las limitantes en la investigacion en
neurociencias son las propias limitaciones de las
técnicas actuales. Si bien se puede conseguir de-
sarrollar lineas de investigacion con una tasa de
éxito alta, no dejan de tener algunos inconvenien-
tes que pueden superarse, ya sea mejorando la
técnica o mediante el uso cooperativo con algu-
na técnica adicional que coadyuve para respon-
der esas preguntas que hay pendientes, no solo
en neurociencias sino también en otras discipli-
nas. La farmacologia, por ejemplo, en muchos ca-
sos carece de la especificidad suficiente no solo
en estudios in vivo, sino incluso en estudios in vi-
tro, conduciendo a errores en la interpretacién de
los resultados.

En el caso de los ratones knock-out, la elimina-
cion del gen de interés se hace en estados muy
tempranos del desarrollo, lo cual da la posibilidad
de que se compense de alguna manera la caren-
cia de dicho gen por fenémenos plasticos confor-
me el raton se desarrolla (Crick, 1999). La estimu-
lacion eléctrica, ya esta dicho.

Francis Crick, en 1999, publicé en un articulo que:

Para comprender un sistema biolégico comple-
jo, uno debe ser capaz de interferir con este de
manera precisay delicada, probablemente ato-
dos los niveles, pero especialmente a los nive-

les celulary molecular.

Tenemos herramientas que, si bien son muy
buenas y han permitido el desarrollo de lineas ex-
perimentales en neurociencias, medicina, biolo-
gia, fisiologia, etc., nos llevan a la siguiente pre-
gunta: ése puede interferir en un sistema bioldgico
de modo mas "preciso y delicado” como sugiere
Crick? Sin duda es realmente importante conse-
guir una mayor precision y especificidad.

TECNOLOGIA QUIMIOGENETICA

Actualmente se incorporaron nuevas herramien-
tas para la diseccién de circuitos neuronales y la
dilucidacién de sus funciones. Estas son las pla-
taformas quimiogenéticas.

La quimiogenética es un método mediante el
cual se disehan proteinas para interactuar con
pequenas moléculas quimicas “especiales”. En
el grupo de las proteinas que se han disehado
estan las denominadas proteinas kinasas, los ca-
nales iénicos activados por ligando y los recep-
tores acoplados a proteinas G (GPCR, por sus si-
glas en inglés, G-Protein Coupled Receptor), que
son en los que me enfocaré porque son los usa-
dos mas ampliamente dentro de las proteinas di-
sefiadas quimiogenéticamente.

Los GPCRs son una gran familia de receptores
que estéan distribuidos por todo el sistema nervio-
so central y periférico y que son activados por sus-
tancias ligando sintetizadas dentro del propio or-
ganismo. Las proteinas G, a las cuales se acoplan,
tienen una ubicuidad tal, que desde luego nos da
una idea de su participacion en multiples funcio-
nes. Una vez activado el receptor, las proteinas G
se encargan de desencadenar la sefalizacion in-
tracelular. Existe un amplio repertorio de proteinas
G, de modo que se han clasificado de acuerdo a
su funcién. De manera general, hay tres subtipos
de proteinas G a las que se acoplan los recepto-
res: proteinas Gs, Gio ¥ Gq. Las proteinas Gs y la Gio
se definieron con base en la accion que ejercen
sobre la adenilato ciclasa y el AMPc, de tal modo
que la Gs es excitadora (estimula la adenilato cicla-
sa con un consecuente aumento en los niveles de
AMPc) y la Gy, es inhibitoria (inhibe la formacion
de AMPc por bloqueo de la adenilato ciclasa). Es-
tos cambios influyen activando o inhibiendo la pro-
teina cinasa Ay, por lo tanto, modifican la actividad
eléctrica de la célula ya sea aumentando o dismi-
nuyendo su excitabilidad (ver Figura 1).

Las proteinas Gq activan a la proteina cinasa
C, lo cual modifica también la excitabilidad de la
célula. Esta es una clasificacion de acuerdo a me-
canismos candnicos, pero no significa que sean
los Unicos mecanismos que transcurren a la acti-
vacién de los GPCRs. Asi, las proteinas G modu-
lan la excitabilidad neuronal de acuerdo al subti-
po que sea.



Los GPCRs, estructuralmente, estan formados
por siete segmentos transmembranales unidos
entre si por asas intra y extracelulares, y suelen
tener sitios especificos para la unién con un li-
gando que los activa (dopamina, histamina, sero-
tonina, péptidos opioides, canabinoides, acetilco-
lina, etcétera). Al ser la mayor clase de moléculas
de transduccién de sefnales, representan uno de
los blancos terapéuticos principales en el proteo-
ma. La mayoria de los farmacos disefiados para
el tratamiento de enfermedades como la esqui-
zofrenia, depresién, ansiedad, etc., tienen como
blanco algun subtipo de GPCR.

Como puede entenderse, la funcién primaria
de los GPCRs es transducir los estimulos extrace-
lulares en senales intracelulares y de este modo
participan en multiples funciones.

Usando la tecnologia quimiogenética fue posi-
ble disenar GPCRs con el objetivo de controlar la
senalizacién que estos median y asi “encender”
0 “apagar” circuitos usando moléculas farmaco-
I6gicamente inertes, pero capaces de activarlos
a ellos consiguiendo asi una gran especificidad.
Estos son los llamados DREADDs (por sus siglas
en inglés Designer Receptor Exclusively Activated
by Designer Drug).

EVOLUCION DE LOS RECEPTORES DE DISENO
HACIA LOS DREADDs

Existen tres generaciones de quimiogenética ba-
sada en GPCRs. La primera generacion (disefiada
alrededor de 1991 por Strader y sus colaborado-
res) consistio en el disefio de un mutante de recep-
tor B2-adrenérgico que no se unia a la adrenalina,
que es su ligando nativo, pues tenia una mutacion
justo en el sitio de unién, pero que podia ser ac-
tivado por L-185,870, que es un ligando sintético.
Realmente el L-185,870 tuvo poca potencia para
activar al receptor disefado, pero representé una
buena aproximacion a los receptores de disefo.
La segunda generacion surgié en 1998 (Coward
y cols., 1998), fue apodada como RASSLs (receptor

activado solamente por un ligando sintético). Es-
te era un receptor opioide que no se activaba con
los péptidos nativos pero que si se activaba con un
agonista sintético, la espiradolina.

Hay una caracteristica primordial en la tecnolo-
gia quimiogenética que es que los receptores di-
senados, idealmente no deben ser activados por
sus ligandos nativos, sino por un agonista sintéti-
co para permitir un mejor control de variables en
el estudio que se emprenda, porque eso permitiria
“encender” o “apagar” un circuito de manera “ar-
tificial” con mucha especificidad. Las dos genera-
ciones mencionadas arriba tuvieron un problema
esencial que fue la actividad constitutiva del re-
ceptor. Esto se refiere a una activacion de protei-
nas G por parte del receptor aun en ausencia del
ligando, de manera que se perdia el control de la
senalizacion asociada a los GPCRs disefiados.

Como una necesidad de mitigar la actividad
constitutiva, surge una tercera generacién desarro-
llada entre 2007 y 2009 (Armbruster y cols., 2007;
Alexander y cols., 2009), que incorpora la utilizacion
de moléculas que, si bien activan los receptores
disenados, son farmacolégicamente inertes. Es-
tos se denominan receptores de disefno activados
exclusivamente por drogas de disefio, DREADDs.
Mas alla de las primeras generaciones, son am-
pliamente usados como herramienta en multiples
estudios que mencionaré adelante.

Para activar la sefalizacién mediada por protei-
na G, se usaron DREADDs basados en receptores
muscarinicos humanos 1, 3 y 5: hM1Dq, hM3Dq
y hM5Dq, respectivamente (Armbruster y cols.,
2007), siendo el hM3Dq el mas usado. Asi mismo,
hay tres Gi-DREADDs, dos basados también en
receptores muscarinicos humanos, hM2Di y hM-
4Di, y uno basado en receptores opioides KORD.
El mas usado es el hM4Di. Finalmente, para crear
los DREADDs acoplados a proteinas Gs, se inter-
cambiaron regiones intracelulares de receptores
B-adrenérgicos (que es la region del receptor que
une a la proteina G en este caso a la G;) de eri-
trocitos de pavo por regiones equivalentes de un
DREADD M3 de rata. Cabe mencionar que a dife-
rencia de los Gi-DREADDs y de los G4-DREADDS,



1

Clonaciéon del GPCR
en organismos 2
unicelulares

PCR

Mutagénesis

CNO
5
Transfectar en
células
4 de mamiferos
Estudio de la

funcionalidad

Figura 2. Representacién esquematica del proceso para la generacién de los DREADDs.

los Gs-DREADDSs tienen un pequefo nivel de ac-
tividad constitutiva, demostrado en células trans-
fectadas (Roth, 2016).

Como habia mencionado antes, los DREADDs
se activan por pequenas moléculas que son far-
macolégicamente inertes, de esta forma, una vez
que se administran van a activar exclusivamen-
te dichos receptores y no interactian con ningn
otro blanco. La molécula mas usada es la cloza-
pina N-6xido (CNO), que por estudios realizados
en ratones se sabe que tiene una rapida penetra-
cion y distribucion en el sistema nervioso central
(Bender y cols., 1994).

A diferencia de otros farmacos usados para el
estudio de la senalizacién mediada por recepto-
res acoplados a proteinas G enddgenos, o a dife-
rencia de estudios optogenéticos que utilizan la
luz de determinadas longitudes de onda para acti-
var o inactivar receptores, el uso de los DREADDs
tiene varias ventajas. Una de ellas es que la CNO
cruza la barrera hemato-encefalica por lo que se
puede administrar sistematicamente mediante in-
yeccion intraperitoneal o por via oral, por ejem-
plo en el agua que se bebe, de modo que no
representa un método invasivo. Su cinética pre-
dice una duracioén relativamente prolongada de
la activacién, inhibicién o modulacién, que pue-
de ir de minutos hasta horas, haciendo clara la vi-
sualizacién de los efectos. Ademas, la activacién
de DREADDs mediada por CNO no requiere de

un equipo especializado y es facil disponer de él
(Sternson y Roth, 2014). Hay otras moléculas que
también se han usado para activar los DREADDs,
como la perlapina, el compuesto 21 y la salvino-
rina B, pero hasta ahora el CNO es el que mejor
ha funcionado.

De cualquier manera cabe mencionar que es
de crucial importancia que en cada serie expe-
rimental usando DREADDs se realicen controles
apropiados mediante el uso de animales silves-
tres, es decir, que no tengan DREADDSs, pues se
sabe que a pesar de las ventajas antes mencio-
nadas de la CNO, es posible que la molécula se
reconvierta a clozapina, que es un antipsicético
atipico del cual la CNO es un metabolito. Si bien,
la CNO se considera biolégicamente inerte (to-
mando con cuidado esta aseveracion), su recon-
version a clozapina supone un riesgo, pues dicha
molécula podria actuar sobre una variedad de re-
ceptores. El equipo de trabajo del doctor Duncan
y sus colaboradores en la Universidad de Bufalo,
Nueva York, demostraron que la administracién de
CNO tiene efectos conductuales in vivo y se con-
vierte en clozapina y N-desmetilocapina (N-Des),
que también es farmacol6gicamente activa (Dun-
can y cols., 2016). De ahi la importancia de reali-
zar un disefno experimental con animales contro-
les libres de DREADDs.



i{COMO SE HACE Y COMO SE INTRODUCE UN DREADDS
EN UN SISTEMA BIOLOGICO?

El grupo del doctor Roth us6 la Evolucién Molecu-
lar Dirigida (EMD) para disenar los DREADDs (Dong
y cols., 2010). Dicho de una manera general, es-
ta es una herramienta que permite reproducir un
proceso de seleccién natural, pero en el labora-
torio, con el objetivo de mejorar las propiedades
de una proteina en algun aspecto especifico que
se desee. Eso se consigue mediante un procedi-
miento que implica mutagénesis aleatorias, criba-
do y seleccién (Dong y cols., 2010). Originalmente
se emplean organismos unicelulares que expre-
sen alguna proteina G, y en ellos se clona el GP-
CR. Posteriormente, a esos GPCRs se les induce
mutagénesis aleatoria basada en PCR (reaccion
en cadena de la polimerasa) propensa a errores y
se prueba in vitro su capacidad para ser activados
por el ligando sintético (usualmente CNO). Esos re-
ceptores ya funcionales son los DREADDs y estan
listos para llevarlos a células de mamiferos para
estudios in vivo (ver Figura 2).

La forma de introducir los DREADDs dentro de
un modelo animal para estudios in vivo también
ha tenido su evolucion. En 2011 se utilizé la téc-
nica Cre-On DIO (Double-floxed Inverse Orienta-
tion), que es una mezcla de tranfeccion viral y de
transgénesis. Este sistema se basa en la capa-
cidad de la recombinasa Cre que es una enzima
derivada de bacteridéfago, para reconocer y reali-
zar combinacién entre unas secuencias llamadas
lox: una secuencia transgénica orientada inversa,
flanqueada por secuencias lox, que en presencia
de la recombinasa Cre experimenta recombina-
cion. Esto cambia su orientacién y, a su vez, ini-
cia la transcripcion del transgén (o sea, de los
genes transferidos). Este sistema es importante
por tres caracteristicas, ya que 1) es altamente se-
lectivo para células que expresan la Cre recom-
binasa, 2) se consigue un alto nivel de expresion
del transgén y 3) es cada vez mas sencillo acce-
der a lineas tanto de ratas como de ratones que

expresen la Cre recombinasa (Dobrzanski y Kos-
sut, 2016).

Aunque la primera caracteristica es una venta-
ja respecto a la transfeccion viral (que implicaria
una expresion menos especifica), el sistema Cre-
On DIO no deja de introducir los receptores en to-
das las células de un tipo particular, asi que su ac-
tivacion resulta en un efecto conductual general,
que en términos de selectividad podria ser consi-
derado como una desventaja bajo algunas condi-
ciones experimentales (Dobrzanski y Kossut, 2017).

Era preciso encontrar una forma de controlar
circuitos y poblaciones neuronales de un modo
mas especifico, por lo que surgié el método retro-
DREADD que también usa lineas que expresan CRE
y esta basado en la combinacién de inyeccion vi-
ral estereotactica y expresion de un transgén con
un promotor especifico. Esta técnica consiste en la
inyeccién estereotactica de dos vectores virales: el
primero expresa los DREADDs de manera depen-
diente de Cre y se inyecta dentro de la regién que
contiene los cuerpos celulares de las neuronas de
interés, mientras el segundo es un adenovirus ca-
nino 2 (CAV-2) que expresa Cre recombinasay se
introduce en las proyecciones terminales. El CAV-2
viaja retrégradamente hacia el soma donde esta
expresada la Cre recombinasa y esto resulta en la
expresion de DREADDs dependiente de Cre den-
tro de los cuerpos celulares.

Una vez que los DREADDs son introducidos en
un sitio de interés, la administracion de la molécu-
la que los activa (CNO) lleva a cambios en la ac-
tividad celular y es importante saber que, segun
el sitio en el que estén expresados, permitiran un
control espacio-temporal preciso de la sefaliza-
cion por GPCRs. En la Figura 3 hay una compa-
racion entre un GPCR y un DREADD obtenido me-
diante EMD.

DREADDS iPARA QUE SE HAN USADO YA?
Y iCUAL ES SU POTENCIAL?

Solos o0 en combinacién con otras herramientas,
los DREADDs se han usado para diferentes estu-
dios. Algunos ejemplos son los siguientes:



Via de senalizacién clasica,
dependiendo del tipo de proteina G

GPCR DREADD
Ligando CNO
Membrana
celular
Ga Ga (i/o,s0q)

Mediante Evolucién Molecular Dirigida se
muta el sitio especifico de unioén al ligando
y se reemplazan los 5 Ultimos aminoacidos
de la Gq por la correspondiente Gai/o, Gas
0 Gqq. Dependiendo de las mutaciones, se

podré encender o apagar la via.

Figura 3. Comparacion entre un GPCR activado por un ligando nativo que desencadena una via de sefalizaciéon clasica y un DREADD
disefado mediante EMD, que se activa mediante una molécula farmacolégicamente inerte (CNO) y apaga o enciende la via, segun las
mutaciones que tenga el sistema. De este modo podra excitar o inhibir a la célula o favorecer funciones tales como la liberacién de neu-

rotransmisor, etcétera.

Hablando de placebos, se sabe que las expecta-
tivas positivas que se tienen contribuyen a sus efec-
tos benéficos y que esas expectativas positivas son
mediadas por el sistema de recompensa del cere-
bro. El area ventral tegmental es una estructura que
se considera un componente clave del sistema de
recompensa, asi que se usaron los DREADDs para
activar neuronas dopaminérgicas de dicha estructu-
ra en ratones. Se expuso a los animales a Escheri-
chia coli y luego se activo el area ventral tegmental.
Al activar dicha estructura, hubo un aumento en la
actividad antibacterial de monocitos y macréfagos,
que se interpreta como un aumento de la respuesta
inmune adaptativa e innata. Con esto se determiné
que la activacién del area ventral tegmental afecta
la fisiologia del sistema inmune y probablemente
los placebos funcionan gracias a la capacidad del
sistema de recompensa de estimular la respuesta
inmune (Ben-Shaanan y cols., 2016).

En otro estudio se usaron los DREADDs para
estimular directamente el circuito corteza prefron-
tal-amigdala y se demostré que, al hacerlo, se res-
tauraba la conducta normal en animales deprimi-
dos (Hultman y cols., 2016).

Los DREADDs han contribuido también a deter-
minar el papel del nicleo incertus como modula-
dor de la cognicion y la atencién, y los comporta-
mientos emocionales y motivados. Esto mediante
la activacion, in vitro, con CNO del hM3Dg-DREADD
expresado en este nlcleo, que llevé a una depo-
larizacién duradera con descarga de potenciales
de accién (May cols., 2016).

En estados tempranos de la enfermedad de Al-
zheimer hay hiperactividad neuronal que puede
aumentar la secrecién y formacién de placas del
péptido B-amiloide (péptido neurotdxico que se con-
sidera la causa de la muerte neuronal en la enferme-
dad de Alzheimer). Mediante el uso de los DREADDs
en dos modelos de enfermedad de Alzheimer se de-
mostré que la atenuacion a largo plazo de la activi-
dad neuronal disminuye la agregacion del péptido.
Asi, se determiné que la modulacién de la actividad
neuronal podria constituir una estrategia terapéu-
tica para mejorar la patologia inducida por amiloi-
des en la enfermedad de Alzheimer (Yuan y Grut-
zendler, 2016).



También, los DREADDSs permitieron determinar
que la ketamina induce una respuesta antidepre-
siva por activacion de la via hipocampo ventral-
corteza prefrontal medial, pues al activar dicha via
usando DREADDSs se remed®d la respuesta tipo an-
tidepresivo de la ketamina (Carreno y cols., 2015).

En un modelo de sindrome de Down se usaron
hM3Dqg-DREADDSs para estimular neuronas que es-
taban degenerando y que, por lo tanto, inducian a
una pérdida de memoria. Al estimularlas aumenté
la realizacién de una tarea de reconocimiento de
objetos novedosos que se asocia con un aumen-
to de la memoria. Asi, los DREADDs consiguieron
aumentar la memoria en un modelo animal del sin-
drome de Down (Fortress y cols., 2015).

Asi como estos estudios, hay mas reportados
sobre la identificacién de neuronas que codifican
para la ingesta de alimentos, silenciacion de neu-
ronas serotoninérgicas, identificacion de neuronas
responsables de la sensacion de placer, estudios
de dolor neuropatico, deconstruccién de las ac-
ciones de los receptores opioides in vitro e in vi-
vo, estudios de adiccién al alcohol y otras drogas
de abuso, por mencionar algunos.

Segun el profesor Roth, los DREADDs tienen un
gran potencial terapéutico. En su articulo DREADDs
for neuroscientists del 2016, expresd que:

Se han sugerido muchas aplicaciones terapéu-
ticas basadas en DREADDs incluyendo diabetes,
desordenes metabdlicos, enfermedad de Parkin-
son, abuso de alcohol y psicoestimulantes, de-
presion, trastorno de estrés postraumatico, con-
vulsiones intratables, desérdenes inflamatorios,

autismo y muchas otras enfermedades.

Sea como sea, aun quedan areas para mejo-
rar la tecnologia de los DREADDSs, pero lo que se
ha avanzado hasta ahora es de mucho valor en
neurociencias e incluso otras disciplinas y esta
generando un considerable numero de publica-
ciones que parece aumentar a gran velocidad
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