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{ INTRODUCCION J




a. Pezcebra

El pez cebra (Danio rerio) es un pequeio pez actinopterigio, del Superorden
Teleostei, Orden Cypriniformes y Familia Cyprinidae. Este organismo mide entre 3
y 5 cm de largo en su edad adulta y con un caracteristico patron de bandas al que
debe su nombre (Fig. 1), es originario de aguas dulces del sureste asiatico
(cuencas de los rios Ganges y Brahmaputra) (Spence y cols., 2006). Ademas de
ser un tipico habitante de acuarios domésticos, el pez cebra se ha incorporado
recientemente al repertorio de organismos modelo para el estudio del desarrollo,
junto con el ratén (Mus musculus), el pollo (Gallus gallus), el sapo Xenopus laevis,
la mosca del vinagre (Drosophila melanogaster) y el nematodo Caenorhabditis

elegans.
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Fig. 1. Patron de bandas caracteristico en el pez cebra adulto.

El pez cebra ha sido utilizado como modelo para llevar a cabo los estudios de
mutagénesis hasta la saturacion porque reune varias ventajas (Streisinger y cols.,
1981): su pequefio tamafio hace viable mantener en un espacio razonable la
cantidad suficiente de lineas necesarias para realizar los cruces y los mutantes
resultantes; su corto tiempo de generacion, alrededor de tres meses, determina que

transcurra menos de un afo entre el proceso de mutagénesis y la obtencion del



mutante homozigoto; las puestas constan de cientos de huevos, lo que facilita el
analisis genético. Ademas, otros modelos de vertebrados que también son
adecuados para llevar a cabo estos estudios, presentan unos requerimientos
mayores de espacio, mantenimiento y cria que encarecen los costes y los situan en
desventaja frente al pez cebra (Dooley y Zon, 2000). Una de las caracteristicas
mas destacables de los embriones es que éstos se desarrollan en huevos
completamente transparentes; a las 24 horas tras la fertilizacion se pueden
distinguir facilmente estructuras como notocorda, cerebro, corazén, ojos, y a los
cinco dias ya se pueden observar la mayoria de los érganos internos.

Los estudios de mutagénesis a gran escala en el pez cebra han sido llevados a
cabo por dos grupos de investigadores en Tubingen y Boston (Haffter y cols., 1996;
Driever y cols., 1996). Como resultado han obtenido una coleccion de mas de 6000
organismos mutantes, caracterizando casi 2000 de ellos, que se han asignado a
cerca de 500 genes. Estas mutaciones afectan a casi todos los aspectos del

desarrollo embrionario del pez cebra.



b. El pez cebra como modelo experimental

El pez cebra ha sido utilizado como modelo experimental para estudiar el desarrollo
embrionario de los vertebrados ya que presenta una serie de ventajas sobre otros
organismos que son utilizados como modelos experimentales, siendo relativamente
facil el manejo de sus embriones y la realizacion de sondeos genéticos que revelan
las etapas y mecanismos de la embriogénesis. Actualmente se han empezado a
aplicar los sondeos genéticos para el estudio de enfermedades humanas en el pez
cebra y los resultados son ciertamente alentadores: determinadas mutaciones
provocadas en el pez cebra mimetizan el fenotipo descrito en varios desérdenes
que afectan al ser humano (Dooley y Zon, 2002). Por ejemplo, algunas de las
mutaciones observadas afectan al desarrollo normal del corazén alterando su
contractilidad pero sin modificar su morfologia, de manera que imita la
cardiomiopatia dilatada (Xu y cols., 2002). También se ha logrado obtener fenotipos
que se corresponden con los producidos por arritmias (Rottbauer y cols., 2001),
enfermedades cardiacas congénitas (Horne-Badovinac y cols., 2001),
enfermedades vasculares como la arteriosclerosis o isquemia (para lo que se
utilizaron embriones en el estadio de 24 horas post-fertilizacion, Padilla y Roth,
2001), enfermedades renales como el fallo renal crénico o la enfermedad
poliquistica (el pez cebra presenta una ventaja adicional en este caso ya que
después del desarrollo del rindn sigue manteniendo el pronefros), osteoporosis y
enfermedades 6seas congénitas, Parkinson, Alzheimer, sordera, diabetes y cirrosis
(Shin y Fishman 2002). Ademas se ha estudiado el desarrollo del sistema inmune
aplicando asimismo los sondeos genéticos y creando individuos transgénicos que

mimetizan las leucemias que afectan tanto a linfocitos B como a linfocitos C (Trede



y cols., 2004). Asimismo, en los ultimos afios el pez cebra esta siendo utilizado
como organismo modelo para el descubrimiento y validacion de nuevas dianas
farmacoldgicas, asi como en la busqueda de nuevas drogas y estudios
toxicolégicos (Goldsmith, 2004). Una muestra de las posibilidades reales que
ofrece el pez «cebra, es la creacion de la compafia DaniolLabs
(http://www.daniolabs.com/index.htm1) en Cambridge, Reino Unido, cuyo interés
radica en descubrir nuevos agentes terapéuticos para tratar enfermedades
oftalmicas y neurodegenerativas, asi como iniciar la busqueda en otras areas de
interés cientifico utilizando el pez cebra como modelo experimental. Por las
ventajas que presenta el pez cebra, la industria farmacéutica estd empezando a
explotar las semejanzas en regiones de union a determinados farmacos y drogas
entre las proteinas del ser humano y el pez cebra para el desarrollo de nuevas y

mejores estrategias terapéuticas (Guo, 2004).

Debido a su capacidad para incorporar moléculas disueltas en agua, el pez
cebra puede emplearse para estudiar las interacciones entre el genoma y el medio
ambiente; este screening quimico podria emplearse como ensayo preclinico frente
a toxicos y, puesto que los embriones modifican su comportamiento tras la ingesta
de alcohol o cocaina, el pez cebra podria ser utilizado como modelo para el estudio
de la adiccion (Dooley y Zon, 2000; Fishman, 2001). Varios autores ya han
propuesto al pez cebra como un modelo para el analisis bioldgico de los efectos de
diversas drogas como el alcohol (Gerlai et al, 2000; Dlugos y Rabin, 2003) y la
cocaina (Darland y Dowling, 2001), obteniendo resultados parecidos a los
encontrados en ratones (Anichtchik y cols., 2004). Estos autores postulan que el

pez cebra podria emplearse en el analisis de farmacos que actuan sobre el sistema



dopaminérgico, especialmente en la identificacion de nuevos genes implicados en
el proceso de neurotoxicidad. Ademas, el pez cebra es un organismo en el que se
pueden realizar analisis quimicos de moléculas de bajo peso molecular, evitando el
efecto materno que puede alterar los resultados si el mismo analisis se realiza
sobre animales con desarrollo intrauterino (Pichler y cols., 2003). Por ello, este
modelo es adecuado para realizar ensayos preclinicos frente a agentes toxicos, y
puesto que los embriones modifican su comportamiento tras la ingesta de alcohol o
cocaina, el pez cebra podria ser utilizado como modelo para el estudio del

fendmeno de drogodependencia.

c. La cocaina como droga de abuso

La cocaina es un alcaloide aislado a partir de las hojas de la planta Erythroxylon
coca, originaria de Bolivia, Peru, Colombia y Ecuador, que se cultiva hoy en estos
y otros paises del Oeste Suadamericano. La cocaina no es una droga nueva, pues
los indios sudamericanos masticaban las hojas de la coca por cientos de afos por
sus efectos psicoactivos y su uso es propio de su cultura. Pequefas cantidades de
cocaina se encuentran en la saliva (al masticarse las hojas de coca por los
oriundos) que es absorbida en la circulacién, pero es poco lo que se sabe acerca
del abuso o la adiccién de la hoja de coca en estas culturas. Un tiempo en Europa
la cocaina fue recomendado para viajeros, excursionistas y soldados por sus
efectos de supresién del apetito y como estimulante de accion media. En los
Estados Unidos la cocaina fue usada en bebidas ligeras (Coca-Cola) y vinos por
muchos anos, pero en 1914 esto fue prohibido.

El uso terapéutico legal en nuestros dias ha quedado restringido como anestésico



local para la cirugia de ojos (Brick y Erickson, 1998).

La cocaina actual es mucho mas potente y tiene gran potencial de abuso, adicciéon
y toxicidad con respecto a las producidas en sus inicios, es un poderoso
estimulante del SNC, pero de acciéon corta, siendo en nuestros dias una de las
drogas de uso recreativo mas consumida, y la que mas problemas de adiccion
ocasiona, por lo que es considerada droga de abuso. ElI consumo prolongado de
cocaina da lugar a graves efectos no solo a nivel de SNC (alucinaciones y cambios
celulares compensatorios), sino también en el sistema circulatorio (taquicardias,
vasoconstriccidén) y respiratorio (fallo respiratorio global causado por una bronco
constriccion). La forma acida o clorhidrato de cocaina se obtiene por tratamiento de
la pasta de coca con acido clorhidrico, que resulta en un polvo blanco cristalino con
sabor amargo que puede inhalarse por via intranasal, fumarse mezclado con
tabaco, disolverse en agua para inyeccidn intravenosa, ingerirse por via oral, o
aplicarse directamente en mucosas donde ejerce un efecto anestésico

caracteristico.

d. Mecanismos de accién de la cocaina

La cocaina actua fundamentalmente a nivel del SNC inhibiendo el transporte de
neurotransmisores (NTs) como dopamina, serotonina y noradrenalina. La inhibicién
de la recaptacién de los mencionados NTs genera un aumento de Noradrenalina,
serotonina y dopamina en el espacio sinaptico, produciéndose por lo tanto una
sobre activacion de sus receptores: adrenérgicos, serotonérgicos y dopaminérgicos

respectivamente (Fig 2).
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Fig. 2. Aumento del NT dopamina en el espacio sinaptico por inhibicion del transportador de

dopamina por cocaina en la neurona presinaptica. Tomado de Kreek y cols., 2002.

La activacién continuada de estas poblaciones receptoriales origina los efectos
estimulatorios de la cocaina y contribuyen a la aparicion de la depresidén nerviosa
caracteristica cuando cesa el consumo del mencionado alcaloide. El exceso
de noradrenalina en el organismo acarrea graves consecuencias, como la
constriccion vascular, responsable de las taquicardias y los infartos, o la
constriccion bronquial, que genera fallos respiratorios, efectos asociados al

consumo prolongado y desmesurado de cocaina.

Ademas, la cocaina bloquea los canales de sodio, alterando la

propagacion de los potenciales de accidén, de manera que durante un tiempo, se



utilizé como anestésico local, junto a la lidocaina y a la novocaina. El
consumo habitual de cocaina incrementa el riesgo de padecer enfermedades

autoinmunes como el lupus o la glomerulonefritis.

Tanto la nicotina como el alcohol potencian los efectos excitatorios de la
cocaina sobre el Sistema Nervioso Central, lo que provoca un mayor numero de
ingresos hospitalarios a causa de una intoxicacion aguda por cocaina, que puede
provocar incluso la paralisis cerebral, coma y/o muerte del individuo. A pesar de
los esfuerzos de la comunidad cientifica, aun no se conoce un antidoto
eficaz para tratar la intoxicaciéon por cocaina ni la adiccion que su consumo

produce.

e. Sistema dopaminérgico endégeno

La dopamina es el neurotransmisor catecolaminérgico mas importante del
Sistema Nervioso Central (SNC) de los mamiferos y participa en la regulacién de
diversas funciones como la conducta motora, la emotividad y la afectividad asi
como en la comunicacion neuroendocrina.

Las técnicas de clonacion molecular han permitido la identificacion de 5 tipos
de receptores dopaminérgicos, todos ellos acoplados a proteinas G y divididos en
dos familias farmacolégicas denominadas D1 y D2. Los receptores de la familia D1
(subtipos D1 y D5) estan acoplados a proteinas Gs y estimulan la formacion de
AMPc (Adenosin monofosfato ciclico) como principal mecanismo de transduccién
de sefales.

Los subtipos pertenecientes a la familia D2 (D2, D3 y D4) inhiben la formacion

de AMPc, activan canales de K" y reducen la entrada de iones de Ca®" a través de



canales dependientes de voltaje, efectos mediados también por proteinas G (Gi y
Go) (Fig. 3). Los receptores dopaminérgicos se encuentran ampliamente
distribuidos en diversas areas del SNC (aunque de manera diferencial de acuerdo
al subtipo) donde son responsables de las diversas acciones fisioldgicas de la

dopamina.

ton channel second messenger

N\ /

cellular responses

Fig. 3. Subtipos farmacologicos de los receptores de dopamina y su localizacién en la
neuronas pre y postsinapticas. Tomado de Giros y Caron, 1993.

El estudio de los sistemas y receptores dopaminérgicos del SNC ha
generado gran interés, debido a que diversas alteraciones en la transmision
dopaminérgica han sido relacionadas, directa o indirectamente, con trastornos
severos como la enfermedad de Parkinson y la esquizofrenia, asi como con la

adiccion a drogas (anfetaminas y cocaina).
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Sintesis de la dopamina.

La sintesis del neurotransmisor tiene lugar en las terminales nerviosas
dopaminérgicas donde se encuentran en alta concentracidn las enzimas
responsables, la tirosina hidroxilasa (TH) y la descarboxilasa de aminoacidos
aromaticos o L-DOPA descarboxilasa. Los trabajos de Nagatsu y cols. y de Levitt y
cols. demostraron que la hidroxilacion del aminoacido L-tirosina es el punto de
regulacion de la sintesis de catecolaminas en el SNC y que en consecuencia la TH
es la enzima limitante de la sintesis de la dopamina, la noradrenalina y la
adrenalina. La TH es un péptido de 498 aminoacidos (56 KDa) presente de manera
predominante en la fraccidén citosolica de las terminales catecolaminérgicas. La
enzima es una oxidasa (E.C.1.14.16.2) que utiliza L-tirosina y oxigeno como
sustratos y tetrahidrobiopterina (BHs) como cofactor para adicionar un grupo

hidroxilo al aminoacido para formar L-DOPA .

f. Evidencias de la interaccion entre la cocaina y la dopamina

Investigaciones llevadas a cabo durante los ultimos afios sugieren la posible
implicacién del sistema dopaminérgico endoégeno en la aparicion de adiccion a la
cocaina, aunque aun no hay resultados concluyentes en esta materia. La cocaina,
a través de la inhibicion del transporte de la dopamina y la continua activacion de
los receptores dopaminérgicos y puede inducir la activacion de los receptores
opioides delta, y como consecuencia, aumenta el estrés durante la abstinencia a la
cocaina (Ambrose-Lanci y cols., 2008). Este estudio apunta a la posibilidad de
utilizar agonistas del receptor opioide delta para disminuir los efectos del sindrome

de abstinencia provocado por la cocaina, y que podria ser extrapolado a otras
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drogas. Por otro lado, el sistema dopaminérgico tendria una interrelacién con los
receptores opioides kapa, puesto que una exagerada activacion de receptores
dopaminérgicos en el nucleo acumbens induce un incremento de la sintesis de
dinorfina, que a su vez, actuaria como un NT inhibitorio de accion retrograda en las

terminales nerviosas que liberan dopamina en el nucleo acumbens (Fig. 4).
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Fig. 4. Centros nerviosos que median el fendmeno de adicciéon y recompensa. Tomado de Wise,
2004.
Un estudio mas amplio y profundo sobre la sobre la alteracion en los
niveles de transcripcién de los receptores dopaminérgicos en la regulacion
de la adiccion a la cocaina puede ayudar a entender el complejo mecanismo de la

cocaina.
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g. El sistema dopaminérgico en el pez cebra

Empleando la secuencia de los receptores de dopamina en humanos (Li y

cols., 2007; Boehmler y cols., 2004; Boehmler y cols., 2007)

clonaron

los

receptores de dopamina en el pez cebra, que se denominan como: drd1; drd2a,

drd2b, drd2l o drd2c; drd3; drd4a, drd4b, drd4rs o drd4c (Tabla 1).

Receptores dopaminérgicos

en el pez cebra

Humano Pez cebra
D1 drd1
drd2a
D2 drd2b
drd2]
D3 drd3
drd4a
D4 drd4b
drd4rs
D5

Tabla 1. Correspondencia de los receptores de dopamina del humano con el del pez cebra

En general, la identidad de las proteinas del pez cebra con las del humano

es menor del 70%, pero la conservacion de los dominios funcionales, asi como las

regiones de uniodn a los substratos o ligandos es muy alto en el pez cebra, cercanos

al 100% de identidad con las del ser humano, lo que le otorga al pez cebra, ser un

modelo muy valioso, para el estudio del descubrimiento de nuevos farmacos, sitios

de unidn de los farmacos, validacion de farmacos y estrategias para el estudio de

toxicidad (Langheinrich, 2003). En el caso especifico de los receptores de

dopamina del pez cebra, estos presentan hasta una identidad de ~ 70% (receptor

13



drd1) con el receptor D1 de humano, siendo menores las identidades del resto de

receptores dopaminérgicos del pez cebra, alrededor del 47 a 50 % (Tabla 2).

Homologia de receptores dopaminérgicos en diferentes especies

Pez cebra D1 D2a D2b D2 D3 D4a D4b D4rs
Humano 71 52 69 56 47 51 53 48
Rata 69 52 69 56 55 52 52 50
Raton 69 52 69 55 54 53 53 51
Chimpancé 51 69 56 47 43 44 46
Fugu 84 52 71 57 77 68 74 50

Tabla 2. Identidad en porcentaje de los receptores de dopamina del pez cebra con diferentes
especies.

14



h. Aportaciones de nuestro grupo de investigacion al tema objeto de estudio

Hace doce anos, el grupo que dirige la Dra. Raquel E. Rodriguez fue
pionero en la clonacién y caracterizacién del sistema opioide endégeno, asi como
de los receptores cannabinoides, y nuestros trabajos han demostrado la idoneidad
del pez cebra como modelo para el estudio del entramado bioquimico tanto del
dolor como de la tolerancia y dependencia a drogas, que pueden dar lugar a la
adiccién. A modo de resumen podemos decir que:

En los ultimos afos se han clonado en nuestro laboratorio cinco receptores
de pez cebra semejantes a los receptores opioides de mamiferos, a los que se han
denominado: zfDOR1 (ZFOR1) (ZebraFish Opioid Receptor 1), que presenta
homologia con el receptor opioide delta de mamiferos (Barrallo y cols., 1998a y
1998b; Rodriguez y cols., 2000); zfMOR (ZFOR2), que presenta homologia con el
receptor opioide mu (Barrallo y cols., 2000); zfKOR (ZFORS3), que presenta
homologia con el receptor opioide kappa (Alvarez, y cols., 2006); zfDOR2 (ZFOR4),
que parece ser un duplicado de zfDOR1 vy, por ello, presenta mayor homologia con
el receptor opioide delta (Pinal-Seoane y cols., 2006) y zfORL, que presenta
homologia con el receptor ORL (Rivas-Boyero, Tesis doctoral, 2003). También se
han identificado los precursores de los ligandos endogenos opioides
correspondientes a dichos receptores, con el objeto de profundizar en la
funcionalidad del sistema opioide en este organismo modelo (Gonzalez-Nufez y
cols., 2003 a, b y c¢). En los ultimos afos se ha estudiado la expresion espacial y
temporal de los receptores opioides durante los diferentes estadios embrionarios

del pez cebra (Macho Sanchez-Simén y Rodriguez, 2008) y la realizaciéon del

15



analisis funcional del receptor opioide mu en pez cebra (Marron- Fernandez y
Rodriguez, 2009).

Para emplear este tele6steo como un organismo modelo para el estudio del
dolor y de la drogodependencia, es necesario, aparte del estudio del sistema
opioide, cuyo abordaje esta siendo ampliamente acometido por nuestro grupo de
investigacion, sumergirse en otros sistemas relacionados, como es el sistema
dopaminérgico para comprender mejor la adiccion y la interrelacion entre el sistema

opioide y dopaminérgico en la drogodependencia.
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Il. Objetivos generales y especificos. Hipétesis

En la actualidad, la cocaina es una de las drogas ilicitas mas
consumidas y que mas problemas ocasiona como consecuencia de la
adiccion, fundamentalmente psicoldégica, que produce. La cocaina puede
influir en la transcripcion de los genes que codifican los receptores y los
precursores opioides, dopaminérgicos, serotonérgicos, etc. afectando asi a
los procesos de plasticidad neuronal. Debido a que el consumo de las sustancias
adictivas como la cocaina es de forma cronica es evidente que la cocaina puede
inducir cambios en la expresion de receptores dopaminérgicos y otros sistemas en
el sistema nervioso central. Por ello se hace necesario un mayor conocimiento

sobre los mecanismos moleculares y celulares que origina la cocaina.

Por otro lado, parece claro que mediante la utilizacion del pez cebra como
modelo experimental se esta obteniendo valiosa informacion sobre la
biologia molecular de numerosas enfermedades humanas (Dooley y Zon, 2000;
Fishman, 2001) entre ellas la adiccion a la cocaina (Darland y Dowling, 2001)
de manera que este proyecto puede originar resultados novedosos que con
otro modelo experimental no se obtendrian.

Teniendo en cuenta la conexién entre la adiccion a la cocaina y la
activacion del sistema dopaminérgico endogeno, la viabilidad del pez cebra
como modelo de estudio de adiccion y aprovechando la clonacion de los
receptores dopaminérgicos en el pez cebra, nos planteamos como hipotesis de
trabajo que la cocaina altera la expresion de receptores implicados en la
regulacion de la adiccion que produce su consumo, con el objetivo de aportar

informacidn sobre los mecanismos enddgenos que describen los efectos de la

18



cocaina en el sistema Nervioso Central, lo que abrira una puerta de control a la

adiccidon que provoca esta droga.

Para corroborar esta hipotesis, nos planteamos el siguiente objetivo:

1. Analizar la expresion de receptores dopaminérgicos en embriones de

pez cebra al ser expuestos a clorhidrato de cocaina.
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lll. Materiales y métodos

a. Animales

Los peces cebra que se utilizaron en este estudio pertenecen a la cepa AB y
han sido criados en nuestro laboratorio. Los animales se trataron de acuerdo con
las directrices aprobadas en la European Communities Council Directiva el 24 de
Noviembre de 1986 (86/609/EEC), asi como segun lo suscrito en la Declaracion
de Helsinki, y de acuerdo con la Guia para el Cuidado y Empleo de Animales
de Laboratorio, adoptada y promulgada por U.S. National Institutos of Health y el
Comité Etico Espafiol.

El mantenimiento, cuidado y cria de los peces cebra se realiza siguiendo
la metodologia general descrita en "The zebrafish book: A guide for the
laboratory use of zebrafish Danio rerio” (by Monte Westerfield, Instituto of
Neuroscience, University of Oregon). Los peces cebra se mantienen en un
sistema de peceras disefado por ZF Biolabs (Madrid) que utiliza un filtro biol6gico
en lugar del tradicional filtro quimico (carbon activo), de manera que la eliminacion
de nitratos es mas eficaz. Asimismo, otras variables a controlar en el
mantenimiento de los peces son unas condiciones de temperatura de 26 °C y un
pH de 7. Los peces se alimentan tres veces al dia: una con alimento seco y dos
con alimento vivo (Anemia nauplit), para asi mantener los animales en un buen
estado nutricional y de salud. De esta forma, se obtienen puestas de cientos de

huevos por pareja.

a. Cria de embriones de peces cebra.
Se ha establecido un sistema de cria en parideras con una hembra y un

macho en el que la fecundacion de los huevos es Optima, ya que la variable
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limitante de este estudio es el numero de embriones que se pueden obtener por
semana. El macho y la hembra se encuentran separados mediante un
separador colocado en la mitad de la paridera, que se elimina en el momento
en el que la fecundacion de los huevos ha de tener lugar. Teniendo en cuenta
que la cria natural esta inducida por la luz, los cruces se realizan por la mafana.
Los huevos se recogen en un tamiz y se depositan posteriormente en una placa
Petri con tampdon E3 con azul de metileno, en una densidad de 50 embriones por
placa. Los embriones se mantienen en una incubadora a 28.5 °C (temperatura
establecida para su correcto desarrollo) hasta el momento de sacrificarlos para

proceder a realizar los estudios pertinentes.

b. Exposicidén de animales a clorhidrato de cocaina

Los embriones de pez cebra seran expuestos a una solucion 1.5 uyM de
clorhidrato de cocaina desde las 5hpf hasta las 8hpf, 16hpf, 24hpf, 48hpf, 72hpf
(Lépez Patifio et al., 2008). EIl clorhidrato de cocaina empleado en el presente
trabajo fue proporcionado por el Dr. Luis Fernando Alguacil de la Universidad

CEU San Pablo, Madrid-Espana.

Se ha eligido el estadio de 5hpf, que se corresponde con la transicidn
midblastula, como punto de inicio del tratamiento farmacoldgico, ya que a partir de
ese momento ha finalizado la fase critica del desarrollo embrionario. De
esta forma se evitan malformaciones y mutaciones, que suelen ser frecuentes
durante el inicio del desarrollo cuando el embrion es expuesto a cualquier

sustancia exogena.

Para realizar las PCRs a tiempo real se emplearon embriones de 5 edades
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diferentes comprendidos entre 8 hpf y (el estadio de eclosion) 72 hpf. En los
estadios tempranos se recolectaron aproximadamente 300 embriones, de los
cuales 150 fueron del grupo control y 150 restantes peces a los cuales se les
expuso clorhidrato de cocaina. En los siguientes estadios la cantidad de embriones
fue disminuyendo gradualmente hasta llegar al estadio de 72 hpf en el cual se

emplearon 140 embriones divididos entre el grupo control y expuestos a cocaina.

c. PCR a Tiempo real (qQPCR)

Para estudiar la expresion temporal de los receptores dopaminérgicos
durante el desarrollo embrionario y la alteracion que produce la administracion
crénica de clorhidrato de cocaina hemos empleado la técnica de PCR cuantitativa o
PCR a tiempo real que ofrece mayores ventajas a la PCR basica o tradicional como
. deteccion de concentraciones menores de producto de PCR, el resultado no se
ve afectado por las bajas resoluciones que presentan los geles de agarosa,
necesarios para visualizar la PCR basica y la caracteristica esencial de la qPCR, la

cuantificacion absoluta como numero de copias del transcrito del gen en estudio.

Previo a la PCR a tiempo real se llevo a cabo varias etapas previas que a

modo de resumen se enumeran y describen.

1. Busqueda en las bases de datos actualizadas: MedLine (National Library of
Medicine, www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/query.fcgi), EMBL-EBI
(http://www.ebi.ac.uk), ENSEMBL (http://www.ensembl.org) y ZFIN (The
Zebrafish Modal Organism Database, http://zfin.org) etc, empleando herramientas
bioinformaticas de internet asi como paquetes bioinformaticos que permiten la

busqueda, el analisis y la comparacién de secuencias: BLAST en sus diversas
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modalidades, SIT (Sequence InterpretationTools, http://www,genome.jp/SIT/),
SMS (Sequence Manipulation Suite, http://www.bioinformatics.org/sms2/), EBI
Tools (http://www.ebi.ac.uk/Tools/), entre otras. De este modo, se obtuvieron las
secuencias de partida para poder continuar con el estudio de los receptores de

dopamina.

2. Diseiio de oligonucleétidos, empleando otra serie de herramientas
bioinformaticas tales como Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi) u Oligo Faktory (http-//ueg.uib.ac.be/oiigofaktory/) y
las paginas web del MedLine (National Library of Medicine,
www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/query.fcgi), EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.uk),
ENSEMBL (http://www.ensembl.org) y ZFIN (The Zebrafish Modal Organism
Database, http://zfin.org). Los oligonucleotidos disefiados previamente son

suministrados, por la empresa Isogen, de forma liofilizada.

3. La extraccion de RNA total de embriones de pez cebra. Se realiza
siguiendo el protocolo del RNeas” Mini Kit de QiaGen. Esta técnica que
emplea columnas de separacién permite obtener RNA de gran pureza de
muestras muy pequenas. Los embriones en los distintos estadios, controles y
expuestos a cocaina, se congelaron con nitrégeno liquido y se conservaron a -
80° C para evitar la degradacion del RNA. Se extrajo RNA de 300 embriones
en los estadios de 8 hpf disminuyendo gradualmente hasta 140 en el
estadio de 72 hpf (anteriormente descrito en el punto de exposicion de

peces a clorhidrato de cocaina).

El homogeneizado se realizé mecanicamente utilizando pistilos de plastico
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que se adaptan a tubos eppendorf de 2ml y homogenizado con jeringas de
tuberculina, siempre manteniendo la muestra en hielo para evitar degradacion
del RNA. Una vez homogeneizada la muestra se dejo incubar a
temperatura ambiente durante 5 minutos para permitir una completa
disociacion de los complejos nucleoprotéicos. Se afaden 0.2 ml de cloroformo por
cada ml de Trizol invirtiendo los tubos para mezclar ambos liquidos durante 15
segundos (mezcla por inmersién). Se dejaron reposar a temperatura
ambiente durante 3 minutos y se centrifugaron por 15 minutos a 12000xg y a
4°C. Tras la centrifugacién la solucion se separa en tres fases: en la inferior o fase
organica, de color rosado, permanecen el DNA gendmico y las proteinas; la
interfase, en la que quedan componentes lipidicos y la fase superior acuosa en la

que se encuentra exclusivamente el RNA.

La fase acuosa se transfirio a otro tubo para precipitar el RNA, proceso que
se realiza utilizando isopropanol (0.5m1 por ml inicial de Trizol). Se incubaron las
muestras a temperatura ambiente durante 10 minutos y luego se centrifugaron a
12000xg durante 10 minutos a 4°C. EI RNA precipitado forma una pellet de
consistencia tipo gel transparente, se lavo con etanol al 75% (1ml de etanol por ml
de Trizol) y se centrifugd a 7500xg durante 5 minutos a 4°C. Se elimina el
sobrenadante y se dejo secar para que el pellet no contenga restos de etanol.

Por ultimo se resuspendié en agua libre de RNAasas y se almacena a -20 °C.

4. Las reacciones de sintesis de cDNA se llevan a cabo empleando el
SuperScript@ 711 FirstStrand Synthesis System de Invitrogen o ImProm-II"
Reverse Transcription System de Promega, siguiendo las especificaciones del

fabricante y empleando un termociclador.
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5. Reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR). La amplificacién de DNA
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa se realiza utilizando el
sistema GoTaq® Flexi DNA Polymerase de Promega. El programa de
amplificacion se establecié especificamente para cada caso, teniendo en cuenta el
tamano del fragmento y la temperatura de hibridacion de los oligonucledtidos.
La reaccién de amplificacién se llevé a cabo en un termociclador ABI 9700 de
Perkin Elmer. Una vez obtenido el mRNA presente en el RNA total extraido se
sintetiz6 cDNA sobre el que se amplificé posteriormente un fragmento de los
genes que codifican para los receptores dopaminérgicos. La sintesis de
cDNA tuvo una serie de caracteristicas: todo el material y reactivos debieron
estar libres de RNasas, para lo que se afadié a la reaccion, aunque no es
necesario, rRNasin®, un inhibidor de RNasas; el buffer de la reaccion no lleva
MgCl,, necesario para la actividad de la enzima. El stock de MgCl, tuvo una
concentracion de 25mM y su concentracién final en la reaccion fue optimizada
a 5mM; la transcriptasa inversa esta disefiada para que su efectividad sea mayor
cuando se anade 1 ul en 20 yl de reaccion; los nucledtidos deben estar a una

concentracion final de 0.5mM.

En primer lugar se incubo el RNA (la cantidad es elegida por el investigador,
teniendo en cuenta su concentracidon) junto con el oligonucleétido dT (es un
oligonucledtido poli-T que reconoce y anilla en la cola poli-A que tienen todos los
mRNAs) durante 5 minutos a 70° C. El volumen de RNA vy oligonucleétido dT
debe alcanzar como maximo 5 pl. Luego se afiade el resto de reactivos (15pl),
manteniendo los RNAs en hielo para evitar su degradacion, y se lleva a cabo el

siguiente programa en el termociclador: 5 minutos a 25" C, una hora a 42° Cy 15
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minutos a 72° C.

6. Electroforesis en geles de agarosa. Los productos de PCR son sometidos a
electroforesis en geles horizontales de agarosa, cuyos porcentajes oscilan entre
1-2 % segun el tamafo del fragmento esperado en cada caso. Como tampon de
electroforesis se emplea TBE. Junto con los productos de PCR se separa en
paralelo un marcador de peso molecular, que permite discriminar el tamafo de
los fragmentos. Para monitorizar la migracion del DNA en el gel se utiliza un
tampon de carga y las electroforesis se llevan a cabo bajo una diferencia de
potencial constante de 80 Voltios durante 1 h aproximadamente. Los geles se tifien
con bromuro de etidio para visualizar los fragmentos de DNA y una vez terminada

la electroforesis, el gel se fotografié con una camara digital.

7. Purificacion de los fragmentos amplificados por PCR. Los fragmentos
de DNA amplificados por PCR se visualizan como bandas en un gel de
agarosa y se purifican con el QIAquick Gel Extraction Kit de QiaGen, siguiendo
las instrucciones del fabricante. Las concentracién de la banda extraida se

determinaron posteriormente.

Una vez realizado los paso anteriores, se procedid a realizar la
amplificacion de los receptores a tiempo real, para ello es necesario en primer

lugar obtener el producto purificado de PCR que se desea amplificar sobre el

cDNA de cada estadio embrionario estudiado, es decir los fragmentos de cada
receptor de dopamina (drd1, drd2a y drd2b) y del EF1a (se utiliza como control
positivo en su calidad de gen constitutivo y que por tanto se expresa igual en

todas las células). En nuestro caso se decidi6 utilizar EF1a en contraste de B-
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actina, pues se sabe que la cocaina puede alterar el citoesqueleto de las
células y de que de alguna manera la cocaina podria alterar la expresion de B-
actina. Ademas, es necesario luego poner a punto una recta patrén (standard
curve) para cada uno de los genes de estudio descritos anteriormente. Los
cebadores que fueron disefiados para cada receptor de dopamina (forward y

reward y sus respectivos amplicones) se muestran en la tabla 3.

Receptores Forward Reward Amplicon
drd1 ACGCTGTCCATCCTTATCTC TATGTCCGATTAAGGCTGGAG 137
drd2a CCTTCTACGTTCCCTTCATCATA ATCGGGATGGGTGCATTTC 157
drd2b AAATAACACAGCTACACGGGAT GAACCACGTAAATCTGCACG 134
drd3 AAATAACACAGCTACACGGGAT CCAAACAGTAGAGGGCAGG 137
drd4a GTTTGTGTATGCGGAGTTTCA TGATGGCGCAGAGGTTAAATA 119
drd4b CCCTCAAGACGACGACAA AACACCCCCTTGGAACTC 110

*Forward y reward tomados de la terminologia anglosajona y amplicon referido a nimero de pares de bases.

Tabla 3. Oligonucleotidos disefiados para los 4 tipos de receptores de dopamina en el pez
cebra y sus respectivos amplicones.

Para poner a punto la recta patrén se realizaron PCRs basicas con el
termociclador GeneAmp PCR System 9700 de Applied Biosystem para
someterse el producto final de la reaccién a electroforésis en un gel con 2% de

agarosa BIORAD y 0.5ug/ml de bromuro de etidio (Fig. 5), un agente
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Drd1: 137 pares de bases

Drd2a: 134 pares de bases
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Drd2b: 157 pares de bases

Fig.5 Electroforésis de la amplificacién de los receptores dr1, drd2a, drd2b y EF1a con los
oligonucleétidos a usar en la qPCR. El control negativo se realizé con todos los
casos.

intercalante que permite visualizar el producto de reaccion, y recortamos dicho
producto, que es purificado con el kit Gel Extraction de QUIAGEN. Luego se
midié la concentracién de de cada producto de PCR correspondiente a los
receptores dr1, drd2a, drd2b y Eflia (que utilizamos como control positivo).

Hacemos 5 diluciones de 25 ng/ml, 2.5 ng/ml, 0.25 ng/ml, 0.025 ng/ml y
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0.0025ng/ml y segun los resultados obtenidos de la qPCR disefiamos una recta
patrén éptima para cada receptor, utilizando las diluciones seguidas con las
gque mejor pendiente se obtenga, considerando la pendiente perfecta de -3.3.
Este numero representa los ciclos de amplificacion de diferencia en cruzar el
umbral de fluorescencia propuesto por el programa automaticamente que se
supone debe haber entre muestras cuyas concentraciones varian entre 1.0e+1.
Una vez puesta a punto la recta patron para cada receptor, se amplifica dicho
receptor sobre 25 ng de cDNA de cada estadio embrionario de pez cebra sobre
los que se realizd el estudio. Hemos utilizado para realizar las PCR a tiempo
real el SYBR-Green, un agente intercalante que emite fluorescencia cuando se
une a DNA de doble cadena. EI SYBR-Green Power Master Mix® de Applied
Biosystems contiene la DNA polimerasa AmpliTag Gold, nucledtidos, Buffer,
MgCl;, y agua, todo en una concentracién 2X, de manera que a cada reaccion se
afaden 10 ul de SYBR-Green Power Master Mix®, 2 pyl de cDNA de concentracién
de 50 ng/ul, 1 pl de oligonucleétido forward, 1ul de oligonucledtido reverse y 6ul de
agua libre de nucleasas. El programa que se empled en el termociclador fue el
siguiente: 50° C 2 minutos, 95° C 10 minutos y 36 ciclos de 95° C 15 segundos y
55° C 1 minuto. Hemos realizado las gPCR por triplicado en cada experimento
incluyendo siempre las diluciones para hacer la recta patrén a partir del cual el
programa va a calcular la concentracion o el numero de copias de producto

amplificado sobre cDNA.
Analisis de expresién de receptores dopaminérgicos

El paquete informatico (software) que hemos utilizado para analizar los

resultados establece una linea umbral a partir de la cual la cantidad de producto
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amplificado es suficiente alta como para que el termociclador detecte fluorescencia
producida por el SYBR-Green al unirse al DNA de doble cadena. El ciclo en el cual
la reaccidén cruza este umbral se denomina valor Ct. El valor Ct de las diluciones
1:10 a partir de las cuales se disefa la recta patron para cada receptor debe
diferenciarse en 3.3ciclos, y por ello se considera este numero como pendiente

perfecta.

Otro parametro importante en el analisis de la cuantificacion es el coeficiente
de correlacion (R2). Este valor indica la proximidad de las concentraciones
resultantes entre si en cada una de las reacciones que han tenido lugar
considerandolas por triplicado. Mientras mas se aproxime a 1, mas fiable sera el

resultado final.

A partir de la concentracién que calcula el programa para cada muestra se puede
hallar el numero de copias de producto final de PCR (DNA) que hay en cada

reaccion mediante la férmula:

N° de pares de base ~ 330 Daltons (D) 2 nucleétidos Xg
X X —_— _
del amplicén —_—
Peso molecular en Daltons Par de bases mol
X Yg

n°® Avogadro ( 6.023e23) molécula

Z moléculas
= ——— c¢DNA

1]
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Al final de la operacion se obtiene la concentracién del amplicon purificado
de cada estadio embrionario estudiado sobre los cuales se amplificaron

cada uno de los receptores.
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IV. Resultados

La experiencia de nuestro grupo de investigacién, que dirige la Dra.
Raquel E. Rodriguez, que fue pionero en la clonacion y caracterizacion del sistema
opioide enddégeno y de los receptores cannabinoides en el pez cebra, ha
demostrado que este teledsteo es un organismo de gran utilidad para el estudio del
dolor y de la drogodependencia. El sistema opioide enddgeno en el pez cebra se
esta abordando con gran intensidad por nuestro grupo tanto en estudios de dolor y
drogodependencia.

Con el fin de mejorar el entendimiento de la drogodependencia y la adiccion
nuestro grupo emprendid el estudio de un sistema endoégeno que esta
estrechamente relacionado con la adiccion, el sistema dopaminérgico, para ello
nos propusimos realizar el estudio de la relacién que existe entre la administracion
cronica de cocaina y la expresion de los receptores dopaminérgicos en diferentes

estadios embrionarios de desarrollo.

Analisis de la expresion del receptor Drd1

La expresion del receptor dopaminérgico drd1 muestra sus mayores picos en los
estadios de 16 y 48 hpf. Tras la exposicién de 1.5 uM de clorhidrato de cocaina se
observa una disminucion de la expresion de los receptores drd1 en los estadios
estudiados de 8 y 16hpf. A las 24 y 72 hpf se evidencia un aumento de expresion
del receptor drd1, siendo estadisticamente significativo este aumento sélo en el
estadio de 72hpf. La expresion del receptor drd1 disminuye durante el estadio de

48 hpf de aproximadamente 400 a 270 copias de DNA (Fig. 6).
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Fig. 6. Representacion grafica de la cuantificacion absoluta del receptor drd1 del pez cebra en desarrollo
expuestos a 1.5 uyM de clorhidrato de cocaina y el grupo control. Cada barra representa el numero de
copias de DNA del receptor drd1 + EEM. Para cada estadio se realizaron tres experimentos; * P<0.05
(Prueba T-Student para muestras no pareadas con la correccidon de Welch).

Estadios embrionarios del pez cebra

N° de copias
8 hpf 16 hpf 24 hpf 48 hpf 72 hpf
Embriones no expuestos a cocaina 297 339 369 402 189
Embriones expuestos a cocaina 269 231 486 282 314

Tabla 4. Resultados de la cuantificacion absoluta del nimero de transcritos de drd1 amplificados en 100ng de
cDNA de cada estadio embrionario de pez cebra (expuestos y no expuestos a 1.5uM de clorhidrato de cocaina).

Analisis de la expresion del receptor Drd2a

Los receptores drd2a mostraron aumento de expresidon durante los estadios de 24
a 72 hfp tras la exposicién cronica de 1.5 uyM de clorhidrato de cocaina. El
aumento de expresidon observado, es estadisticamente significativo, en los estadios
de estudio mencionado. El aumento de expresidn del receptor drd2a que se
observa a las 24 hpf es el que mayor niumero de copias de cDNA presenta con
respecto a los demas receptores en los diferentes estadios de desarrollo del pez

cebra (Fig. 7).

35



drd2a

2000 -
e
8
1500
g
4]
T
o e
=
(=]
o
; 1000 - "
&
o
[]
[¥]
[«}]
©
g 500
-
0
5 5 5 5 5 5
Q Q K Q Q Q
S 5 & & A A
> < ~l P > @
& = & o & &
S & & & & &

Estadios de Desarrollo

Fig. 7. Representacion grafica de la cuantificacion absoluta del receptor drd2a del pez cebra en desarrollo expuestos
a 1.5 uM de clorhidrato de cocaina y el grupo control. Cada barra representa el nimero de copias de DNA del
receptor drd2a + EEM. Para cada estadio se realizaron tres experimentos; * P<0.05 (Prueba T-Student para
muestras no pareadas con la correccién de Welch).

araca

Estadios embrionarios del pez cebra

N° de copias

24 hpf 48 hpf 72 hpf
Embriones no expuestos a cocaina 1129 594 519
Embriones expuestos a cocaina 1755 1102 863

Tabla 5. Cuantificacién absoluta del niumero de transcritos de drd2a amplificados en 100ng de cDNA de cada
estadio embrionario de pez cebra (expuestos y no expuestos a 1.5uM de clorhidrato de cocaina).

Analisis de la expresion del receptor Drd2b

La expresion de los receptores dopaminérgicos drd2b muestra una gran expresion
en estadios tempranos y que posteriormente a medida que va desarrollandose el
embrién se observa disminucion a las 72 hpf. La expresion del drd2b tras la
exposicion de cocaina aumenta en todos los estadios a excepcion de las 8 hpf, en
el que se mantiene casi inalterado. En todos los demas estadios se encontré un

aumento de expresion, siendo significativo a las 24, 48 y 72 hpf (Fig. 7).
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Fig. 7. Representacion grafica de la cuantificacion absoluta del receptor drd2b del pez cebra en desarrollo
expuestos a 1.5 uyM de clorhidrato de cocaina y el grupo control. Cada barra representa el nimero de
copias de DNA del receptor drd2b + EEM. Para cada estadio se realizaron tres experimentos; *
P<0.05 (Prueba T-Student para muestras no pareadas con la correccion de Welch).

drd2b
Estadios embrionarios del pez cebra
N° de copias
8 hpf 16 hpf 24 hpf 48 hpf 72 hpf
Embriones no expuestos a cocaina 797 760 386 409 224
Embriones expuestos a cocaina 801 878 519 548 357

Tabla 6. Resultados de la cuantificacion absoluta del numero de transcritos de drd2b amplificados en 100ng
de cDNA de cada estadio embrionario de pez cebra (expuestos y no expuestos a 1.5uM de clorhidrato de
cocaina).
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V. Discusion

La cocaina es una de las sustancias que mayor adiccion produce, cuyo
mecanismo de accion preciso es desconocido, por las complejas rutas de
sefalizacion (moleculares y celulares) que activa tras su administracion tanto en
estudios en animales como en los seres humanos. Conocer la accién que produce
la cocaina en el sistema biolégico permitira entender mejor el fendmeno de la

adiccion y asi mejorar el tratamiento contra esta drogodependencia.

Entre varios modelos animales, el pez cebra ha demostrado un gran
potencial de estudio y terapéutico en procesos de desarrollo, diversas patologias
humanas, y también Varios autores han propuesto al pez cebra como un modelo
para el analisis biolégico de los efectos de diversas drogas de abuso como el
alcohol (Dlugos & Rabin, 2003; Gerlai et al., 2000) y la cocaina (Darland &
Dowling, 2001) obteniendo resultados parecidos a los encontrados en ratones
Estos hechos muestran que el uso del pez cebra es un buen modelo experimental,
por ese motivo, fue tomado por nuestro grupo de investigacion (pionero en clonar
y caracterizar los componentes del sistema opioide enddgeno, formado por
receptores y precursores opioides). Puesto que el pez cebra puede ofrecer
informacion muy valiosa sobre la relacion entre el sistema dopaminérgico
endégeno y la adiccidn a la cocaina que otros modelos no pueden aportar nos
propusimos estudiar la interrelacion de los receptores dopaminérgicos con la
cocaina, especificamente analizar los efectos de la cocaina sobre la expresion de
los receptores drdd1, drd2a y drd2b durante el desarrollo embrionario, ya que la
alteracion en los niveles de expresion génica provocada por la cocaina esta

estrechamente relacionada con la aparicion de adiccion.
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En esta primera etapa de la investigacion se realiz6 el anélisis de expresion
de los receptores dopaminérgicos (drd1, drd2a y drd2b) en el pez cebra, siendo los
valores mostrados datos preliminares, puesto que la investigacidon seguira
realizandose con mas qPCR y el desarrollo de técnicas de hibridizacion in situ y
estudios de cultivos celulares. Nuestro avance preliminar muestra tanto un aumento
claro en los receptores drd2a y drd2b y un aumento y disminucion de la expresion
de receptores drd1 que varia su perfil de expresion dependiendo del estadio
embrionario post fertilizacion.; Estos hallazgos son concordantes con el trabajo
realizado por Kleven y cols., 1990, quienes registran un aumento de expresién de
receptores dopaminérgicos (D2) y disminucion de D1 en el nucleo acumbens tras la
exposicidon cronica de cocaina en ratas (Briand y cols., 2008). Sobre el aumento de
expresion de unos receptores y disminucion de otros tras la repetida exposicidon de
cocaina se cree estaria mediado por una transitoria desensibilizacion de los auto
receptores D2 en el area tegmental ventral lo que produciria como consecuencia un
aumento de la liberacibn de dopamina, aumentando de esta manera la
concentracion de dopamina en el espacio sinaptico, que a su vez produciria una
sobreexposicion de los receptores dopaminérgicos lo que con el transcurso del
tiempo induciria el aumento de expresion génica de los receptores dopaminérgicos
(Nestler, 2005; Andersen y Pierce, 2005). En nuestro caso el aumento o
disminucién de la expresion de los receptores dopaminérgicos en el pez cebra
podria estar mediada por estos mecanismos explicados, pero que también tendria
lugar por otros mecanismos, ya que las acciones de la cocaina en sistema
biolégico son muchos, como por ejemplo la cocaina tiene la capacidad de producir

plasticidad sinaptica (Cowan y cols., 2008) con un aumento o disminucién de
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espinas dendriticas en el SNC (Shen y cols., 2009). Aunque es dificil poder afirmar
con seguridad un mecanismo concreto, lo que si es evidente es que la
administraciéon cronica de cocaina producira en nuestro caso especifico, segun el
estadio y tipo de receptor dopaminérgico un aumento o disminucion de la expresion
de receptores dopaminérgicos. Conocer la expresion espacial de los receptores
dopaminérgicos en el pez cebra nos permitira conocer que centros o nucleos del
SNC estan involucrados con el aumento o disminucion de los receptores
dopaminérgicos, que seran utiles para en un futuro poder disefar experimentos

farmacoldgicos con el fin de mejorar la terapia actual contra la adiccién.
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VI. Conclusiones

1. La cuantificacion de la expresion de los receptores dopaminérgicos en
el pez cebra, en los diferentes estadios del desarrollo embrionario, tras
la exposicion de clorhidrato de cocaina presentan un perfil
diferenciado: un aumento o disminucion de la expresion, dependiendo

del estadio y el tipo de receptor.

2. El receptor drd1 del pez cebra, tras la exposicion de clorhidrato de
cocaina, presenta un aumento y disminucion de su expresion

dependiendo del estadio embrionario.

3. La exposicion de clorhidrato de cocaina en los diferentes estadios

embrionarios del pez cebra presenta un aumento de expresiéon de los

receptores duplicados drd2a y drd2b.
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omparacion de receptores D1 de dopamina de humano, rata, ratéon pez cebra y fugu. Las secuencias

~

fueron alineadas con CLUSTALW. Los asteriscos, dos puntos y puntos denotan aminoacidos idénticos,
sustitucidon conservada y sustitucion semiconservada, respectivamente. Las lineas sélidas indican los
dominios transmembrana. Los lugares de glicosilacion, fosforilacion por PKA (Proteina Kinasa A) PKC
(Proteina Kinasa C) estan indicados por triangulos, diamantes cerrados y diamantes abiertos,

respectivamente.
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Comparacién de receptores D2 de dopamina de mamiferos y de pez cebra. Las secuencias fueron
alineadas con CLUSTALW. Los asteriscos, dos puntos y puntos denotan aminoacidos idénticos,
sustitucion conservada y sustitucion semiconservada, respectivamente. Las lineas sélidas indican
los dominios transmembrana.

53



pieelk. 00 ——ossossooosossos MDVNYSTVLD---SSVSQRDSSKRVLTGCFLSLLILTTLLGNT 40

drd2a MAMFSS—-—-—-——-- GEWLWNDSEHSFTPGGNYSPASGVEEAKRNYYAMLYSLLILAIVEGNV 54
drd2b MDL==s—s=== TEYPYNDTYYDNGTG-ALNCTGCEAKHQYNYYAMLLTLLIFVIVEGNV 51
drd21l MPVLNVTEELTITASPSSAVFLSLHQS-NCSVSPSPSSPPYNFYAVLLVLLIFCVVEGNV 59
KKK . PR
drdl LVCAAVTKFRHLRSKVTNFFVISLAISDLLVAILVMPWKAATEIVG-FWPFG-AFCDVWV 98
drd2a LVCIAVLRERALQT-TTNYLVVSLAVADLLVASLVMPWAVYLEVVGGAWLEFSRLYCNVFEV 113
drd2b LVCMAVSREKALQT-TTNYLIVSLAVADLLVATLVMPWVVYLEVVG-EWREFSKIHCDIFV 109
drd21 LVCVAVSREKALQT-TTNYLIVSLAVSDLLLATLVMPWGVYLEVVG-EWRFSRIHCDVLL 117
* Kk Kk Kk Kk 2 g *:: ‘**::::***::***:* * Kk kK k . *:** * *' .*:: .
drdl AFDIMCSTASILNLCVISVDRYWAISSPFRYERKMTP-KVAFIMISVAWTLSILISF-IP 156
drd2a TLDVMMCTASILNLCAISIDRYTAVVMPVLYNTTHSSRKRVSVMIATVWVLAFAVSCPLL 173
drd2b TLDVMMCTASILNLCAISIDRYTAVAMPMLYNTRYSSKRRVTVMISVVWVLSFAISCPLL 169
drd21 TLDVMMCTASILNLCAISIDRYTAVAMPLLYNTRYSSRRRVALMIAVVWFLSFAISCPLL 177
::*:* _********'**:*** *: *' *: s . . . :**:..* *:: :* .
drdl VOLNWHKAQTTSYTELNGTYGELPPDNCDSSLNRTYAISSSLISFYIPVAIMLVTYTRIY 216
drd2a TEEN==TTDDRAVCS L §-——mm—mmm—a=—o== NPDFVIYSSVVSEFYLPFAVTLLVYVRIY 216
drd2b FGLNNTATRDGSVCEIA-—————————————— NPAFVVYSSIMSFYVPFIITLLVYVQIY 214
drd21 FGLNNTASQEGRDCSFA-—————————————— DPAFVVYSSVASFYVPFIVTLLVYVQIC 222
g s S X 3 Weig WiIwgw, g WP, W, gw
drdl RIAQKQIRRISALERAAESAKNRHSSMG----NNASMESESSFKMSFKRETKVLKTLSVI 272
drd2a IFLRRRRKKIT-FRQGSGKVQPASAPPSVETCLQODDAHKEKRDLSPIRINVITESKEQVI 275
drd2b VVLRKRRKRVN-TKRSCQKTD-ADAQP---PLKEKCTHPEDVKLCTVIIKTNGGVPAKNK 269
drd21 VVLRRRGRRTAPTRRRAANTEPADAQR---SCKNKCTHPEDVKLCTLILKPPAAAPQR-K 278
o o o .. . . . * .
drdl MGVEFVCCWLPFEVLNCMVPFCNPNESTDFLCISSTTFDVEVWEGWANSSLN-———— PIIY 327
drd2a RPRLLANCLRRKRPQTAPAENSLLPPVITLNYCSISQASFARTEQDANREEEEGGDEEQV 335
drd2b KAQLIKEVLHQGGDVGMEMVAGTSPPEKKKLASSLVVDLLATPPSPNHGSPSHAEYQSNG 329
drd21 KVTLVKEAVVHP--LAVEPVCSLSADREQTQTQPSGRAKLSLSVAPCAG-————-—————— 325
drdl AFNADFRKAFSILLGCHRLCPGSSAIEIVSIN---NNCGPPSTSQYQPKGHIPKEGNNSN 384
drd2a AVRGCEVKKLANGRTHTSLRPPRAAHAMVCP----SQARCRSMHSKEKKATQMLAIVLGV 391
drd2b DEKNGHAKDVQSPKETKPVETQALPNGKTRTTVTKTMSKRKMSQHKEKKATQMLAIVLGV 389
drd21l --QSGPGPRRDTLQEKTHTEKHAAAKERVRG-——-—————— RLSQQKERKATQMLAIVLGV 374
. *
drdl YEIPHSIICQEEENQKKEDDSGIKTFDKLSPSMSGTLDSDAD-VSLEKINPITQNGQHKS 443
drd2a FLICWLPFFVTHILNTHCRACHIPPEVYSAFTWLGYVNSALNPVIYTTFNIEFRRAFIKI 451
drd2b FIICWLPFFITHILKTHCTSCVVPLEMYNAFTWLGYVNSAVNPIIYTTFNVEFRKAFIKI 449
drd21 FIICWLPFFLTHVLKAHCGSCCISPSLYSAVTIWLGYLNSAVNPVIYTTFNIEFRKAFIKI 434
. * . . . . . . * ..k . . .k . *
drdl IPC 446
drd2a LSC 454
drd2b LHC 452

drd21 LHC 437

Comparacién de receptores dopaminérgicos de pez cebra: drd1 y drd2a, drd2b y drd like. Las
secuencias fueron alineadas con CLUSTALW. Los asteriscos, dos puntos y puntos denotan
aminodacidos idénticos, sustitucion conservada y sustitucion semiconservada, respectivamente.
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