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RESUMEN 
 

La atención es el proceso cognitivo básico que nos otorga la capacidad de 

seleccionar aquella información interna o externa que va a ser relevante para la 

toma de decisiones y el control del comportamiento. Múltiples regiones cerebrales 

interconectadas entre ellas forman una compleja red de circuitos neuronales 

capaces de activar y modular diversas funciones cognitivas, como la atención. 

Concretamente, la corteza prefrontal (PFC) es un punto neurálgico de estos circuitos 

que, a través de distintas regiones funcionales, orquesta prácticamente todos los 

aspectos del comportamiento y la cognición humana. A su vez, la PFC y sus 

conexiones se encuentran finamente reguladas por complejos sistemas de 

neurotransmisores capaces de responder a demandas internas o externas y 

provocar la activación o la inhibición de la atención y las respuestas cognitivas y/o 

motoras apropiadas. Entre estos sistemas de neurotransmisores destaca el sistema 

catecolaminérgico. La noradrenalina (NE) y la dopamina (DA) actúan 

cooperativamente para ejercer efectos complementarios en el refuerzo y la 

regulación de las conexiones de la PFC mediante la activación diferencial de distintas 

familias de receptores acoplados a proteína G (GPCRs), los cuales son importantes 

dianas terapéuticas para el tratamiento de diversos trastornos neuropsiquiátricos. 

Actualmente, está plenamente aceptado que los GPCRs pueden interaccionar entre 

sí para generar homo- o heterooligómeros que representan una nueva entidad 

funcional con características bioquímicas y farmacológicas únicas por lo que los 

heterómeros de GPCRs se consideran posibles dianas farmacológicas prometedoras. 

Múltiples estudios han reportado la capacidad de los receptores de DA para formar 

complejos oligoméricos, lo que sugiere un papel clave del proceso de 

oligomerización en la regulación de la señalización DAérgica.  



 

 

El objetivo de esta Tesis ha sido evaluar si los efectos complementarios de la DA y la 

NE en la PFC y en el estriado son, en parte, regulados por interacciones 

intramoleculares en complejos formados por sus receptores. Nuestros resultados 

ponen de manifiesto la capacidad del receptor adrenérgico α1A para formar 

heterodímeros funcionales con los receptores de dopamina, D4 y D1-ike en células 

vivas y en PFC y estriado de rata. Los receptores en estos complejos actúan como 

moduladores alostéricos del otro protómero y provocan modificaciones en las 

potencias de activación de sus proteínas G canónicas y alteran su selectividad 

funcional. Funcionalmente, los heterodímeros D4R-α1AR y D1R-α1AR exhiben un 

patrón común de modulación negativa bidireccional tras la coactivación de los 

receptores tanto con agonistas, como con antagonistas de la pareja. Lo que indica 

que la interacción molecular entre receptores catecolaminérgicos de distinta familia 

actúa atenuando la respuesta de los protómeros en el complejo. Además, se hemos 

descrito diferencias funcionales clave entre la variante más común del receptor D4, 

D4.4R, y la variante vinculada al trastorno por déficit de atención e hiperactividad 

(TDAH), D4.7R. Estas diferencias funcionales resultaron ser dependientes de su 

heteromerización con α1AR. Los receptores D4, D1 y α1A participan diferencialmente 

en la modulación de la atención, las funciones ejecutivas y del control motor. Dado 

que estos procesos se encuentran afectados en distintas patologías 

neuropsiquiátricas como, por ejemplo, en los trastornos del neurodesarrollo, como 

el TDAH, el síndrome de Gilles de la Tourette, el trastorno obsesivo compulsivo o los 

trastornos del espectro autista, nuestros resultados sugieren que los heterodímeros 

de estos receptores pueden ser dianas terapéuticas prometedoras para el 

tratamiento de trastornos neuropsiquiátricos. Los resultados de esta Tesis ponen de 

manifiesto la relevancia de la heteromerización de receptores adrenérgicos y 

dopaminérgicos en la PFC y el estriado para modular los efectos complementarios 

de las catecolaminas. Así, estos heterodímeros constituyen un nivel superior, y más 

complejo de la regulación de la señalización catecolaminérgica. 
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Ach                          Acetilcolina 
AMPc                      Adenosina monofosfato cíclico 
BiFC                         Complementación bimolecular fluorescente 
BRET                       Transferencia de energía por resonancia bioluminiscente 
CSTC                        Circuito corticoestriado-talamicocortical 
DA                           Dopamina 
DAT                         Transportador de dopamina 
DLPF                        Corteza prefrontal dorsolateral  
DnR                          Receptor de dopamina (D1, D2, D3, D4, D5) 
DS                            Estriado dorsal 
ECL                          Bucle extracelular 
EPI                           Epinefrina 
ERK                          Quinasa regulada por señales extracelulares 
FEF                          Campos visuales frontales 
fMRI                        Imagen por resonancia magnética funcional (neuroimagen                
funcional) 
GABA                       Ácido γ-aminobutírico 
GDB                         Guanosina difosfato 
Gn                            Subunidad de la proteína G (Gα, Gβ, Gγ)  
GP (GPi, GPe)        Globo pálido (interno, externo) 
GPCR                       Receptor acoplado a proteína G 
GRK                         Quinasa de GPCRs serina-treonina específica 
GTP                         Guanosina trifosfato 
HEK                         Células embrionarias de riñón humano 
 ICL                          Bucle intracelular 
IFC                           Corteza frontal inferior 
IP3                            Inositol 1, 4, 5-trisfosfato 
LC                            Locus coeruleus (núcleo cerúleo) 
LFP                          Potenciales de campo local  
LIP                           Corteza lateral intraparietal 
MAO                       Monoamina oxidasa 
MAPK                      Proteína quinasa activada por mitógenos 
NAc                         Núcleo accumbens 
NAT                         Transportador de norepinefrina  
NE                            Norepinefrina 



 

 

NMDAR                  Receptor glutamatérgico ionotrópico N-metil-D-aspartato 
OFC                         Corteza orbitofrontal  
PET                          Tomografía de emisión de positrones 
PFC                          Corteza prefrontal 
PIP2                         Fosfatidil inositol 4,5-bisfosfato 
PKA                         Proteína quinasa A dependiente de AMPc 
PKC                         Proteína quinasa C 
PLA                          Ensayo de ligación por proximidad 
PLCβ                        Enzima fosfolipasa Cβ 
Rluc                         Enzima Renilla reniformis luciferasa 
SC                            Colículo superior 
SGT                          Síndrome de Gilles de la Tourette 
SMA                        Áreas motoras suplementarias  
SN (SNc, SNr)        Sustancia negra (región compacta, región reticulada) 
SNC                         Sistema nervioso central 
SSRI                         Inhibidores de la recaptación de serotonina 

TDAH                      Trastorno por déficit de atención e hiperactividad 

TEA                          Trastornos del espectro autista 
TM                           Dominio transmembrana 
TOC                         Trastorno obsesivo compulsivo 
V1                            Corteza visual primaria V1 

VMAT                      Transportador vesicular de monoaminas 
VMPFC                    Corteza prefrontal ventromedial 
VS                            Estriado ventral 
VTA                         Área tegmental ventral 
WT                          Wild type 
YFP                          Proteína fluorescente amarilla 
αnR                          Receptor α-adrenérgico (α1R, α2R) 
βnR                          Receptor β-adrenérgico (β1R, β2R, β3R) 
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 I. Introducción 

1. La atención  
 

La atención es el proceso cognitivo básico que, ante la excesiva cantidad de 

estímulos e información a la que nos exponemos diariamente, nos otorga la 

capacidad de seleccionar aquella información interna (pensamientos o recuerdos) o 

externa que va a ser relevante para la toma de decisiones y el comportamiento y 

que nos permite alcanzar unos objetivos concretos 1–3. Debido a que nos 

encontramos expuestos a un elevado número de situaciones, objetos y estímulos 

que presentan distintos niveles de relevancia o importancia para cada individuo, 

seleccionarlos es una capacidad cognitiva esencial para la supervivencia y el 

desarrollo de la vida diaria. Asimismo, también se entiende que la atención es un 

mecanismo crucial para la regulación y el control de la cognición, ya que se 

encuentra íntimamente relacionada con la percepción, la memoria, el aprendizaje o 

la motivación. Por ello, difícilmente aprenderemos o memorizaremos algo a lo que 

no le prestemos atención 4. 

Durante muchos años la atención fue considerada por los filósofos como una simple 

característica de la propia consciencia de los individuos, y no fue hasta finales del 

siglo XIX cuando el filósofo William James 2 desarrolló el estudio de la atención como 

un proceso independiente a la consciencia. James (1980) planteó el concepto de 

atención como un proceso fundamental para el desempeño humano y desde ese 

momento, numerosos autores se han centrado en comprender los complejos 

mecanismos que regulan dicho proceso.  

La atención la conforman un conjunto de procesos de naturaleza dinámica y 

dependiente del tiempo. Cuando un estímulo nuevo capta nuestro interés comienza 

el proceso atencional que posteriormente evolucionará a un estado de falta de 

atención, o bien finalizará con el inicio de otro proceso atencional 1 . La duración del 

proceso atencional dependerá de la intensidad o la relevancia del estímulo, es decir, 
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de la cantidad de recursos o del nivel de concentración necesario para realizar una 

tarea o procesar un acontecimiento o un estímulo.  

La atención, a su vez, está compuesta por distintos elementos (motores, 

perceptivos, emocionales y motivacionales), por lo que es un proceso altamente 

complejo desde un punto de vista conceptual y funcional 5. En base a esta 

complejidad funcional, desde el trabajo de James 2, han surgido una gran variedad 

de modelos teóricos para explicar su funcionamiento y regulación. Una de las teorías 

más influyentes es el modelo teórico de Posner6,7, el cual divide el sistema 

atencional en tres redes funcionales asociadas a distintos sustratos y vías neurales, 

de modo que actualmente el estudio de la atención se basa en el análisis de estas 

redes funcionales. 

1.1  Redes funcionales de la atención  
 

La atención no es el resultado de la activación de un solo centro neural ni tampoco 

deriva de la activación cerebral global, sino que es consecuencia de la activación e 

interacción entre distintos circuitos anatómicos que dan lugar a tres redes, cada una 

de ellas asociadas a distintas funciones de la atención: la red de alerta, el sistema de 

orientación de la atención, y la red de control atencional o control ejecutivo 4,8,9. 

La red de alerta controla el nivel intrínseco de activación cerebral y el proceso de 

vigilancia. El concepto de activación cerebral hace referencia al estado tónico de 

alerta, es decir, la predisposición cognitiva general de un individuo para percibir 

estímulos. Por su parte, la vigilancia es el mecanismo de respuesta fásica en 

presencia de estímulos, mediante el cual se asegura que los estímulos seleccionados 

van a mantener la atención a lo largo del tiempo (atención sostenida), siempre y 

cuando el nivel de alerta sea suficiente. El proceso de vigilancia tendrá lugar 

únicamente si el estado de alerta es alto y en consecuencia la atención perdura a lo 

largo del tiempo para que se alcance un objetivo 10–12. Esta red la conforman diversas 
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áreas corticales frontales y parietales inervadas por circuitos de norepinefrina (NE) 

procedentes del núcleo cerúleo (LC) 13.  

En referencia al sistema de orientación Katsuki y Constantinidis describen que en 

nuestro entorno diario nos vemos sometidos continuamente a una gran cantidad de 

información que es captada a través de nuestros sentidos. Esto produce una 

sobrecarga que excede la capacidad de nuestro sistema nervioso y cognitivo por lo 

que es necesario seleccionar y priorizar cierta información 14. El sistema de 

orientación de la atención hace referencia al mecanismo mediante el cual 

distinguimos las percepciones más relevantes y priorizamos su procesamiento a la 

vez que suprimimos la información irrelevante. Este proceso otorga a nuestro 

cerebro la capacidad para hacer frente a todas las fuentes distractoras externas e 

internas 6,15. La selección no se refiere únicamente a distinguir estímulos relevantes, 

sino que también se caracteriza por escoger el comportamiento idóneo para cada 

situación, es decir, seleccionar aquellas respuestas externas más adecuadas que 

daremos en función de cada estímulo. El proceso de selección es controlado por 

circuitos colinérgicos que inervan distintas áreas corticales de los lóbulos parietales 

y frontales. La corteza parietal superior está implicada en la selección de estímulos 

voluntarios basados en conocimientos como, por ejemplo, de localización. Sin 

embargo, cuando se lleva a cabo un proceso de reorientación involuntaria hacia un 

estímulo inesperado, como por ejemplo una alarma, la respuesta se regula 

mediante la activación unión temporoparietal 6,16,17.  

Finalmente, la red de control atencional, o control ejecutivo, hace referencia a la 

capacidad de mantener continuamente la atención basada en unos objetivos 

concretos. Esta, otorga la capacidad de planificación, toma de decisiones y 

resolución de conflictos entre tareas, y permite cambiar el foco atencional 

interrumpiendo la tarea momentáneamente y retomando posteriormente la 

atención hacia el objetivo inicial. Confiere la habilidad de que la atención sea flexible 
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entre distintos estímulos 6,18. Esta red la conforma la corteza cingulada anterior, la 

corteza prefrontal dorsolateral y los ganglios basales mediante la acción de la 

noradrenalina y la dopamina provenientes del LC y el área tegmental ventral (VTA), 

respectivamente 19,20.  

1.2 Factores de relevancia de estímulos 

La atención es un proceso activo que no se ejecuta de manera equitativa para toda 

la información que percibimos, se trata de un mecanismo que selecciona la 

información del entorno en base a distintos factores y la procesa a distintos niveles 

en función de su relevancia. Los factores determinantes que van a definir qué 

estímulos serán seleccionados y procesados están relacionados tanto con las 

propiedades del estímulo en sí, es decir, factores extrínsecos u objetivos, como con 

las características y pensamientos del sujeto que recibe el estímulo, llamados 

factores intrínsecos o subjetivos 21,22.  

La selección de los estímulos inducida por factores extrínsecos u objetivos es un 

proceso automático. Se trata de una atención involuntaria que para producirse no 

requiere un esfuerzo o concentración por parte del sujeto. Este mecanismo se 

procesa mediante circuitos ascendentes conocidos como atención de “abajo-arriba” 

(bottom-up attention), donde las propiedades físicas desencadenan el proceso 

atencional. Algunas de las propiedades que pueden influir en la relevancia de un 

estímulo son el movimiento, la familiaridad o la intensidad de este; así como sus 

cualidades físicas como su tamaño, su color o su naturaleza 8,23–25.  

Por otra parte, la activación o modulación del proceso atencional también se ve 

influida por la voluntad del individuo. Los factores intrínsecos o subjetivos hacen 

referencia a las expectativas, deseos, actitud e intereses del sujeto que le 

predisponen a responder a unos estímulos en detrimento de otros. En este caso, el 

control de la atención se produce a través de un circuito descendente, de “arriba-
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abajo” (top-down), donde las emociones, los recuerdos, los objetivos, etc. del sujeto 

van a activar o regular el proceso atencional 25,26.  

La activación automática de la atención es la más rápida y, por tanto, 

probablemente sea la selección inicial involuntaria. Tras esta activación, el sujeto 

puede controlar de una manera voluntaria mantener o no el proceso atencional en 

función del valor subjetivo que tenga el estímulo 25. La activación de cualquiera de 

estos dos sistemas influye positivamente en el otro, pues tanto la selección 

intrínseca (de arriba a abajo) como la extrínseca (de abajo a arriba) mejoran su 

rendimiento mutuamente y contribuyen a incrementar la actividad neuronal 

facilitando así el proceso de selección 8,14.  

1.3  Tipos de atención 
 

El carácter múltiple de la atención, así como a su interacción de este mecanismo con 

numerosos procesos cognitivos, emocionales, etc. dificulta en gran medida su 

evaluación, por lo que para poder llevarla a cabo se han descrito distintas categorías 

o tipologías clínicas. Esta clasificación de los tipos de atención se puede basar en 

diversos criterios y modelos teóricos de investigación o clínicos. Para describir la 

atención, así como algunas de sus principales alteraciones, uno de los modelos 

clínicos más utilizado es el de Sohlberg y Mateer 27,28. Este modelo se basa en los 

resultados obtenidos en investigaciones de neuropsicología experimental y en 

observaciones directas de déficits de pacientes. Se trata de un modelo jerárquico en 

el que cada componente es más complejo que el anterior y se asume que cada nivel 

depende del correcto funcionamiento del anterior 27,28. Así, este modelo sugiere seis 

tipos o componentes de la atención: 

1. Alerta: Es la capacidad basal de estar despierto y de mantener la activación 

cerebral necesaria para captar estímulos.  
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2. Atención focalizada: permite enfocar la atención de manera activa hacia un 

estímulo visual. 

3. Atención sostenida: Hace referencia a la capacidad de mantener una 

respuesta de forma constante durante un período de tiempo prolongado.  

4. Atención selectiva: Permite seleccionar la información relevante para que 

sea procesada e inhibir el procesamiento de estímulos distractores. 

5. Atención alternante: Permite reorientar la atención entre distintas tareas. 

6. Atención dividida: Es la capacidad para responder simultáneamente a dos o 

más tareas o estímulos distribuyendo los recursos atencionales entre ellos.  

Por otra parte, algunos autores han propuesto otro modelo para la evaluación de la 

atención mediante el análisis del componente ejecutivo de la misma 29,30.  

Las funciones ejecutivas engloban un conjunto de procesos regulados de manera 

descendente necesarios para llevar a cabo tareas cognitivas complejas como la 

concentración y los procesos atencionales voluntarios31. Generalmente, las 

funciones ejecutivas se subdividen en tres procesos principales: el control inhibidor 

(que incluye el autocontrol del comportamiento y el control de interferencias 

relacionado con la atención selectiva), la memoria de trabajo y la flexibilidad 

cognitiva 30–32. 

El control inhibidor es un mecanismo cognitivo que controla la atención, el 

comportamiento y las emociones mediante la inhibición de preferencias internas o 

señales externas que guían al individuo para dar las respuestas más apropiadas. De 

modo que ejerce el control sobre la búsqueda de recompensas guiada tanto por 

objetivos como de manera automática y evita comportamientos impulsivos33. Así, 

proporciona la capacidad de elegir la forma de reaccionar y de comportarse 

interfiriendo en las respuestas automáticas 34. Por otro lado, permite llevar a cabo 

procesos de inhibición cognitiva, que impide ciertos pensamientos o recuerdos lo 

que posibilita así el olvido voluntario. Por último, otorga la capacidad de 
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autocontrol, que proporciona el control sobre el comportamiento y las emociones 

31,32.  

La memoria de trabajo es un mecanismo a corto plazo mediante el cual se almacena 

y manipula simultáneamente la información percibida relevante para la ejecución 

de una tarea cognitiva 30,35. Permite mantener y combinar la información que ha sido 

procesada o recuperada de la memoria a largo plazo, pero que ya no se encuentra 

disponible en el entorno. Así tenemos en cuenta nuestras percepciones anteriores 

y objetivos para la toma de decisiones, el razonamiento y el control del 

comportamiento 34,36.  

Se entiende como flexibilidad cognitiva la capacidad de modificar y adaptar la 

atención y la conducta en respuesta a los cambios producidos en el entorno. Es esta 

capacidad la que permite considerar una situación desde distintas perspectivas, 

detectar errores, cambiar nuestras ideas o pensamientos, así como ajustar nuestras 

demandas o prioridades 31,37,38.  

2. Sustratos neurales de la atención 
 

Múltiples regiones cerebrales participan en la activación y modulación de la 

atención, estas áreas anatómicas se encuentran interconectadas entre ellas 

formando varios circuitos neuronales involucrados en diversas funciones cognitivas. 

Estos circuitos interaccionan en múltiples contextos, sin embargo, las operaciones 

de estas redes tienen cierto grado de independencia funcional y anatómica.  

Mediante estudios de neuroimagen funcional (fMRI), electrofisiológicos y de 

tomografía de emisión de positrones (PET) se ha podido determinar qué áreas 

cerebrales se encuentran implicadas en la respuesta a distintas tareas cognitivas. 

Las regiones encargadas de mediar la atención responden produciendo un 

incremento de su actividad neuronal, así como con la supresión de la activación 

neuronal de estímulos desatendidos y con un incremento de la sincronización entre 
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las regiones implicadas. A pesar de que existe una considerable superposición 

anatómica, se han atribuido circuitos tanto funcionales como regiones y 

subregiones cerebrales específicas a cada proceso funcional de la atención39 (Figura 

1).  

El sistema de alerta o de vigilancia tiene como función principal adquirir y mantener 

un estado de activación general que confiere una alta sensibilidad a los estímulos 

entrantes, y actúa mediante la activación de sistemas ascendentes y descendentes 

que facilitan la iniciación de una respuesta ante estimulación exógena. El nivel de 

activación de la red de alerta resulta crítico para la ejecución óptima de tareas que 

comprenden funciones cognitivas superiores. Esta red puede subdividirse en dos 

dominios: la alerta tónica y la alerta fásica.  

Figura 1. Anatomía de las tres redes atencionales. Extraído de Posner y Rotbhart, 200739 
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La alerta tónica es un proceso de activación lento y sostenido que permite un 

incremento de las expectativas y la predisposición a procesar estímulos, de modo 

que facilita la preparación de respuestas. Por otra parte, el estado de alerta fásica 

facilita respuestas a un objetivo tras un estímulo. Es una activación rápida y de corta 

duración en respuesta a señales exógenas. Así, estos dos componentes de alerta 

operarían a distintas escalas de tiempo 40. Ambas submodalidades implican la 

activación de las mismas áreas y circuitos cerebrales, sin embargo, sí que se ha 

observado mediante técnicas de fMRI, que en procesos de alerta fásica los niveles 

de activación cerebral y de conectividad entre las regiones implicadas son más 

elevados que durante la alerta tónica 11.  

A su vez, múltiples estudios han demostrado mediante fMRI 11,12 y PET 41–43 que 

durante la realización de tareas relacionadas tanto con la alerta tónica como con la 

fásica se produce la activación de regiones frontales y parietales, entre las que se 

encuentran la corteza prefrontal dorsolateral (DLPFC; dorsolateral prefrontal 

cortex), la corteza cingulada anterior (ACC; anterior cingulate cortex) y el tálamo. La 

activación de esta red está altamente influenciada por la inervación noradrenérgica 

(NE) que procede de vías ascendentes desde el núcleo cerúleo (LC) 13,44.  

El LC es una estructura subcortical que constituye el mayor núcleo noradrenérgico 

del sistema nervioso central. Niveles tónicos de liberación de NE definen la alerta 

intrínseca, mientras que la liberación fásica de este neurotransmisor define la 

reactividad del sistema de alerta a estímulos. Esta estructura modula la atención 

mediante vías cerúleo-corticales ascendentes y descendentes a través del tálamo 11. 

El LC recibe fuertes aferencias excitadoras descendentes desde regiones cerebrales 

prefrontales como la ACC y la DLPFC, lo que permite controlar e impedir la 

disminución del rendimiento en una tarea que se esté llevando a cabo18,45,46. 

Asimismo, el LC también recibe aferencias descendentes desde las cortezas 

sensoriales, de modo que en el momento en el que aparece una señal exógena, esta 
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es detectada por la red de alerta que enviará información a otras regiones 

relevantes para la orientación o el control ejecutivo 47. A su vez el LC proyecta 

aferencias al prosencéfalo basal regulando la liberación de acetilcolina (ACh) lo que 

induce de manera ascendente la excitación necesaria para el procesamiento 

atencional de señales 48.  

Finalmente, cabe destacar que diversas evidencias sugieren que se trata de un 

proceso lateralizado principalmente en el hemisferio derecho. Siendo así, existirían 

dos sistemas íntimamente relacionados. El primero respondería a estados tónicos 

que se modulan con efectos más lentos en un sistema descendente fronto-parieto-

talámico en mayor medida desde el hemisferio cerebral derecho. En cambio, la 

activación del hemisferio izquierdo se relaciona predominantemente con períodos 

fásicos producidos por sistemas ascendentes en respuesta a señales 11,43,49,50. 

El sistema de orientación o selección representa la función a la que hace referencia 

la definición más ampliamente usada para describir la atención. Lleva a cabo la 

selección de inputs sensoriales relevantes y dirige la atención hacia ellos, 

involucrando o no respuestas motoras, como los movimientos oculares. Ha sido la 

red más estudiada de las tres, sobre todo en procesos de atención visual, sin 

embargo, estudios en otras modalidades sensoriales han revelado resultados 

similares 50. El sistema de orientación visual se ha asociado con la activación en áreas 

cerebrales posteriores como los lóbulos parietales inferior y superior, la corteza 

lateral intraparietal (LIP) la unión temporal parietal, así como estructuras frontales, 

concretamente los campos visuales frontales (FEF; frontal eye fields) y finalmente, 

estructuras subcorticales como el colículo superior (SC; superior colliculus), el 

tálamo pulvinar y el núcleo genicular6,16,47,51. El área LIP y la unión temporal parietal 

participan en el control voluntario del cambio de foco atencional mientras que el SC 

y los FEF están implicados en la generación de movimientos sacádicos 52,53. El tálamo 

controla el acceso de información a la corteza y regula la transmisión de información 
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entre regiones corticales. Recibe información ascendente desde el tronco del 

encéfalo y la médula espinal e información descendente desde áreas corticales y 

actúa como un punto de control de la transferencia de información 54.  

El proceso de selección se produce a través de una conjunción de circuitos 

controlados de manera ascendente y descendente, de modo que la orientación a 

estímulos basada en lograr tareas u objetivos a largo plazo es modulada mediante 

vías descendentes (de “arriba-abajo”), y a través de circuitos ascendentes (de 

“abajo-arriba”) cuando se controla por las propiedades del estímulo en cuestión 8. 

Los circuitos ascendentes de la atención visual se inician a través de vías corticales 

desde la corteza visual primaria (V1), donde se dividen en una vía ventral hacia 

distintas áreas corticales implicadas en el reconocimiento de objetos y 

características del estímulo, y una vía dorsal hacia regiones relacionadas con el 

movimiento 14. Inicialmente se definió que los estímulos sensoriales ascendentes 

atraen la atención de manera automática e independiente de la intención o el 

objetivo. Sin embargo, se ha descrito que un estímulo sensorial atrae la atención de 

una manera más eficiente cuando es relevante para el comportamiento del 

individuo, debido a información programada o almacenada mediante el 

aprendizaje, el desarrollo o la genética 55. Así, se ha observado que el nivel de 

activación neuronal en respuesta a un estímulo en área LIP de monos es mayor 

cuando el estímulo es relevante para la tarea a realizar 56. Este tipo de orientación 

dirigida por un estímulo que depende de la tarea subyacente demuestra la 

integración entre los procesos ascendentes y descendentes que modulan este 

sistema atención 14,57,58.  

En base a esta teoría, la representación neuronal de un input no se produce 

simplemente por sus características físicas, sino por su saliencia o nivel de relevancia 

en comparación con las propiedades de los estímulos presentes al mismo tiempo. 

Este proceso se produce mediante la generación de un “mapa de saliencia cognitiva” 
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(saliency map) donde se suman todas las señales para las diferentes características 

de cada estímulo. De modo que el estímulo seleccionado es aquel que produce más 

activación neuronal en este mapa global 8,59–61. Múltiples regiones participan en la 

formación de este mapa, entre las que se encuentran la región LIP, el SC y los FEF 

52,62,63. Los FEF y el área LIP presentan conexiones recíprocas y a su vez también 

reciben y envían señales al SC y al estriado lo que genera una activación global en 

respuesta al estímulo más relevante 8,52,57.  

La tercera y última función asociada a los procesos atencionales es la que resulta del 

sistema de control ejecutivo. Este sistema regula de manera descendente (de 

“arriba-abajo”) la actividad de los procesos atencionales en respuesta al aumento o 

disminución de incentivos que los requieran. Es capaz de optimizar el 

procesamiento de la información en condiciones distractoras y actuar como un filtro 

para la información no relevante o “ruido” e inhibiendo respuestas inapropiadas. 

Asimismo, también es capaz de recuperar y estabilizar la atención tras haberla 

alternado por algún episodio distractivo u otra señal relevante en aquel instante 18. 

Implica mecanismos de vigilancia, resolución de conflictos entre pensamientos, 

motivación y sentimientos, por lo que requiere de la activación y coordinación de 

múltiples áreas cerebrales entre las que se encuentran la ACC, la PFC y los ganglios 

basales.  

Estudios realizados mediante fRMI han demostrado que la ACC tiene un papel clave 

en la monitorización de conflictos y detección de errores y que modula la activación 

del sistema de control cognitivo en la PFC y las áreas motoras suplementarias (SMA; 

supplementary motor areas) 64,65. Se ha asociado la disminución del volumen de la 

ACC con un incremento de interferencias de conflictos en la atención 66, mientras 

que lesiones en regiones dorsales de la ACC producen alteraciones en la inhibición 

de respuestas, probablemente debido a la pérdida de conectividad con la SMA 67. 

Varios autores han demostrado que existe una dicotomía de las funciones en la ACC, 
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de modo que la activación de la parte dorsal, la cual presenta conexiones con áreas 

corticales parietales y frontales, se encuentra implicada en la regulación de tareas 

cognitivas, mientras que la región ventral, con fuertes conexiones hacia áreas 

subcorticales, se relaciona con la regulación de tareas asociadas con la 

emoción50,68,69.  

La PFC es una estructura crítica para la cognición humana que, a través de distintas 

regiones funcionales, interviene en el control atencional, la motivación, la emoción 

y la inhibición de comportamientos inapropiados. La PFC es capaz de ejercer esta 

regulación descendente debido a sus amplias conexiones con áreas corticales 

frontales, como la ACC, posteriores y con estructuras subcorticales, a través de las 

cuales inhibe el procesamiento de estímulos irrelevantes y estimula el 

procesamiento de la información relevante (Figura 2). La PFC dorsolateral (DLPFC) 

participa en procesos cognitivos superiores, en la detección de señales, en cambiar 

y mantener el foco atencional y en la planificación de respuestas 70,71. Por otro lado, 

la parte inferior de esta región, la corteza frontal inferior (IFC; inferior frontal cortex), 

lleva a cabo el control inhibidor 72,73, la inhibición de repuestas inapropiadas y la 

flexibilidad cognitiva; todo ello mediante su interconexión con múltiples estructuras 

implicadas en la inhibición cognitiva y motora como son la corteza motora 

suplementaria y premotora, los ganglios basales y el cerebelo 74,75. Las áreas lateral 

orbitofrontal (OFC; orbitofrontal cortex) y ventromedial (VMPFC) están implicadas 

en el control y la inhibición de la motivación y la emoción mediante conexiones con 

la amígdala, el hipotálamo, el núcleo accumbens y el núcleo del prosencéfalo 76. 

Lesiones en la VMPFC dan lugar a desregulación emocional, comportamientos 

sociales inapropiados e impulsos agresivos 77–79. Todas estas áreas se encuentran 

estrechamente interconectadas para llevar a cabo conjuntamente la regulación fina 

de la atención.  
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Así, la PFC, a través de distintas subregiones, orquesta prácticamente todos los 

aspectos del comportamiento y la cognición humana. Como se ha descrito 

anteriormente, diversas áreas de esta región se encuentran estrechamente 

conectadas con los ganglios basales, tradicionalmente relacionados con el control 

motor, aunque actualmente se ha demostrado su papel crucial en el 

comportamiento. Se han asociado a distintas regiones de los núcleos basales 

funciones cognitivas y límbicas además de las ampliamente estudiadas funciones 

sensoriales motoras. Las principales aferencias hacia el estriado provienen de la 

corteza cerebral, del tálamo y del tronco cerebral. El estriado dorsal (DS; dorsal 

striatum) recibe inputs corticales desde las áreas sensoriales-motoras. El estriado 

central, por su parte, recibe aferencias desde las cortezas asociativas, Por su parte, 

el estriado ventral (VS; ventral striatum) recibe información procedente de áreas 

límbicas. A su vez, el estriado proyecta al tálamo y este inerva de nuevo a las 

Figura 2. La corteza prefrontal (PFC) regula la atención el comportamiento y las emociones a través 
de numerosos descendentes hacia otras áreas cerebrales. Extraído de Arnstern y Rubia, 2012 398 
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subregiones de la corteza que han iniciado el circuito, lo que cierra el circuito 

corticoestriadotalámicocortical (CSTC), y es a través de este circuito como se 

determinan las demandas atencionales y la recompensa que se estima de una tarea 

80,81. En monos, mediante el estudio de los potenciales de campo local (LFP; local 

field potentials) se ha demostrado conectividad funcional entre la PFC y el estriado 

durante la realización de tareas de predicción de recompensas. Y se observó que 

ambas regiones se encuentran sincronizadas en la banda beta en respuesta a la 

tarea 82. También se ha descrito mediante fMRI la activación del estriado, 

concretamente el VS, conjuntamente a la PFC durante procesos de flexibilidad 

atencional guiados por objetivos, de modo que los ganglios basales modulan las 

interacciones entre la PFC y los FEF y la corteza posterior para llevar a cabo el cambio 

atencional cuando el nuevo estímulo no activa per se el sistema de orientación 83,84, 

lo que explicaría el hecho de que pacientes con lesiones o afectaciones debido a 

patologías neurodegenerativas en los ganglios basales presenten déficits para llevar 

a cabo cambios de foco atencional 85–88. 

3. Neuromodulación de la atención  
 

El procesamiento de la información en el cerebro lo regulan diversos sistemas 

neuromoduladores. Múltiples neurotransmisores forman parte de estos sistemas 

que participan en la detección e integración de la información y ejercen un 

importante control sobre el estado general cerebral. Estos neurotransmisores 

también actúan sobre el funcionamiento neuronal a través de la regulación de las 

conexiones sinápticas en los circuitos neurales. La mayoría de los 

neuromoduladores actúan a través de receptores metabotrópicos, capaces de 

activar diferentes proteínas G y las diversas vías de señalización asociadas a estas. 
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3.1 Neurotransmisión catecolaminérgica  

Las catecolaminas son aminas biogénicas formadas por un grupo catecol (1,2-

dihidroxibenceno) y una cadena amínica lateral en la posición 4. Tres 

neurotransmisores forman parte del grupo de catecolaminas, la norepinefrina (NE), 

la epinefrina (EPI) y la dopamina (DA). Su síntesis deriva de la tirosina. La tirosina 

hidroxilasa (EC 1.14.16.2 - tirosina 3-monooxigenasa) convierte la tirosina en L-

DOPA (L-3,4-dihidroxifenilalanina), a continuación, la L-DOPA descarboxilasa (EC 

4.1.1.28 - L-aminoácido-aromático descarboxilasa) da lugar a la dopamina. La NE se 

forma a partir de la DA mediante la acción de la dopamina β-hidroxilasa (EC 

1.14.17.1 - dopamina beta- monooxigenasa) y finalmente, las neuronas liberadoras 

de epinefrina contienen la enzima feniletanolamina N-metil transferasa (EC 

2.1.1.28) capaz de producir EPI a partir de NE (Figura 3). Las catecolaminas se 

almacenan en vesículas hasta el momento de su liberación inducida por la apertura 

de canales iónicos de Ca2+ dependientes del voltaje y la entrada del ion. Una vez 

liberadas, su señalización finaliza a través de su recaptación del espacio 

intersináptico mediante transportadores de dopamina (DAT; dopamine transporter) 

o de noradrenalina (NAT; norepinephrine transporter) hacia el citoplasma, donde 

pueden ser degradadas, mediante la enzima monoamina oxidasa (MAO), o 

almacenadas de nuevo en vesículas por el transportador vesicular de monoaminas 

(VMAT; vesicular monoamine transporter). 

Las catecolaminas una vez liberadas en la hendidura sináptica ejercen sus efectos a 

través de la unión a distintos receptores acoplados a proteínas G (GPCR) pre- y 

postsinápticos. La unión a dichos receptores induce un cambio conformacional en 

ellos que da lugar a una serie de procesos intracelulares que culminarán con la con 

la activación o inhibición de la neurona postsináptica. Así, la DA y la NE ejercen un 

papel esencial en la regulación neuronal. Estos neuromoduladores actúan 

cooperativamente para modular las funciones de la corteza prefrontal como la 



 

19 
 

 I. Introducción 

atención y la memoria de trabajo. Sin embargo, de momento no se han descrito los 

mecanismos implicados en la interacción entre estos dos sistemas.  

Figura 3. Respresentación esquemática de la biosíntesis de catecolaminas.  
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3.1.1 Neurotransmisión dopaminérgica  
 

La dopamina (DA) ha sido ampliamente estudiada a lo largo de los últimos años por 

su vinculación con diversas enfermedades psiquiátricas. Esta catecolamina modula 

múltiples funciones cerebrales como la actividad motora, la motivación, la memoria, 

la cognición y la regulación endocrina. La DA se sintetiza en distintas regiones 

cerebrales las cuales envían diversas proyecciones dando lugar a cuatro vías 

dopaminérgicas (Figura 4). La vía nigroestriatal procede de un núcleo neuronal 

localizado en el mesencéfalo, la sustancia negra compacta, el cual inerva el estriado 

dorsal y participa en la regulación motora. La vía tuberoinfundibular se origina en 

los núcleos periventricular y arcuato del hipotálamo y proyecta a la hipófisis para 

llevar a cabo la regulación de la liberación de las hormonas pituitarias. Por último, 

las vías mesolímbica y mesocortical proceden del área tegmental ventral (VTA; 

ventral tegmental area) del mesencéfalo. A su vez, de la VTA surgen axones hacia el 

estriado ventral y distintas áreas del sistema límbico que forman la vía mesolímbica 

implicada en el control de la motivación, las respuestas emocionales y el 

aprendizaje. En la vía mesocortical, la VTA envía proyecciones hacia distintas 

regiones corticales frontales para regular procesos cognitivos.  

 

 

 

 

 

 

 Figura 4. Principales vías dopaminérgicas en el cerebro. Extraído de Buse et al. 2013 
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La neurotransmisión DAérgica en el cerebro se produce a través de la activación de 

cinco tipos distintos de GPCR. Estos receptores se clasifican en dos subfamilias en 

función de sus propiedades bioquímicas y farmacológicas: la familia de receptores 

D1-like, formada por los receptores D1 y D5, y la familia D2-like, que incluye los 

receptores D2, D3 y D4. Los receptores D1-like se encuentran acoplados a proteínas 

Gαs/olf, las cuales producen la activación de la adenilato ciclasa (AC) e incrementan 

la concentración de AMPc. En cambio, los receptores D2-like inhiben la AC y 

producen la disminución de AMPc a través de su acoplamiento a proteínas Gαi/o. 

Ambas familias muestran ciertas diferencias en su estructura molecular. Los 

receptores D1-like se caracterizan por tener un extremo carboxiterminal largo y el 

tercer bucle intracelular corto, mientras que la familia D2-like presenta un tercer 

bucle intracelular más largo y un extremo carboxiterminal corto89 (Figura 5).  

 

 

 

 

 

 

 

Los genes que codifican para los receptores de la familia D1-like consisten en un solo 

exón, por lo que no se generan variantes 90. Esta familia de receptores se expresa 

exclusivamente de manera postsináptica. El receptor D1 (D1R) es el receptor 

dopaminérgico más abundante, pues podemos encontrar niveles elevados en el 

Figura 5. Representación esquemática de las dos subfamilias de receptores de dopamina. 
Extraído de Pandey et al., 201388. 
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estriado dorsal, el núcleo accumbens, la sustancia negra, la amígdala y la corteza 

frontal y en menor medida, en el cerebelo, el tálamo y el hipocampo. Se expresa 

postsinápticamente en neuronas piramidales, neuronas e interneuronas 

GABAérgicas corticales y en neuronas de proyección estriatales 90–93. 

Los receptores D5 (D5R) presentan patrones de expresión mucho más bajos que los 

D1R. Se encuentran distribuidos en diversas regiones cerebrales, entre las que 

destacan las neuronas piramidales, la corteza premotora, la corteza cingulada, la 

corteza entorrinal, las sustancia negra, el hipotálamo y el hipocampo y, 

particularmente, en neuronas piramidales de la PFC, en la DLPFC y FEF, 

especialmente en las capas II y III 91,94,95. También se ha detectado la expresión de 

estos receptores en interneuronas colinérgicas estriatales 94,96,97.  

A diferencia de la familia de receptores D1-like, los genes que codifica para los 

receptores D2-like contienen múltiples intrones en sus secuencias, lo que hace 

posible la generación de distintas variantes de los receptores. El corte y empalme 

(splicing) alternativo del exón 6 del receptor D2 (D2R) da lugar a dos isoformas, una 

de las cuales se caracteriza por la presencia de 29 aminoácidos adicionales en el 

tercer bucle intracelular. Así, se generan una variante larga D2L (D2-long) y una corta 

D2s (D2-short). La isoforma D2s se expresa principalmente en terminales 

presinápticos, a diferencia de la variante D2L que es generalmente postsináptica 98. 

El D2R es el segundo receptor de dopamina más abundante, se encuentran en mayor 

número postsinápticamente en neuronas GABAérgicas en el estriado, el núcleo 

accumbens y el tubérculo olfatorio. También se expresa en el hipotálamo y en la 

glándula pituitaria, la amígdala y en neuronas piramidales de regiones corticales 

93,99,100. Asimismo, también se expresa presinápticamente en la sustancia negra 

compacta, la VTA y en el estriado, donde actúan como autoreceptores para regular 

la liberación de DA 101. Los receptores D3 presentan patrones de distribución más 
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bajos en el núcleo accumbens, el tubérculo olfatorio, la sustancia negra compacta, 

la VTA y áreas corticales 91. 

Por su parte, el receptor D4 (D4R) contiene numerosos polimorfismos, el más 

prevalente consiste en un número variable de repeticiones en tándem de 48 pares 

de bases en el exón 3 (Figura 6), región que codifica el tercer bucle intracelular del 

receptor. Las variantes más comunes de este receptor son aquellas que presentan 

2, 4 o 7 repeticiones en tándem de la secuencia mencionada, conocidos como los 

receptores D4.2, D4.4 y D4.7, respectivamente. La variante más abundante es la D4.4R 

con una frecuencia del 64%, seguida del polimorfismo D4.7R (21%) y, por último, la 

variante D4.2R (8%) 102. Los D4R se expresan mayoritariamente en la PFC, la amígdala, 

el hipocampo, el globo pálido y el tálamo. En la PFC se localizan específicamente en 

interneuronas GABAérgicas, en neuronas piramidales glutamatérgicas y en las 

terminaciones de sus proyecciones estriatales. También se ha detectado la 

expresión de estos receptores en los ganglios basales 91,103,104. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Modelo del tercer bucle intracelular (ICL3) del receptor D4.4 (A) y D4.7 (B). Extraído de Woods 
et al., 2010 104 

Los receptores D4 han sido ampliamente estudiados debido a su posible relación con 

diversos trastornos neuropsiquiátricos, principalmente se ha asociado la variante 

D4.7R con el trastorno por déficit de atención e hiperactividad (TDAH) por su alta 

prevalencia en pacientes con este trastorno 102,105. Debido a ello, múltiples estudios 
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se han centrado en determinar las diferencias funcionales y farmacológicas entre la 

variante D4.7R y el polimorfismo más abundante D4.4R. Los resultados obtenidos han 

sido contradictorios, ya que algunos estudios determinaron una ganancia de función 

en variante la D4.7R, mientras otros estudios reportan lo contrario (véase Tabla 1). 

Estudios recientes postulan que las principales diferencias entre ambos 

polimorfismos serían dependientes de la heteromerización de los mismos con otros 

receptores 106,107. En la Tabla 1 se resumen diversos estudios realizados para 

determinar las diferencias entre los dos polimorfismos, así como los estudios 

realizados sobre su heteromerización.  

Tabla 1. Resumen de publicaciones relativas a las características diferenciales entre variantes de D4R. 

        

Funcionalidad   
D4.7R vs D4.4R 

 Conclusiones principales  Referencia 

 

 

Disminución del incremento de DA, de la 
liberación de glutamato corticoestriatal y de la 
activación locomotora inducidas por 
metanfetamina en ratones knock-in para el 
receptor D4.7R comparado con ratones WT.  

 106 

 

  
La activación de D4.7R en la PFC produce una sobre 
inhibición de las vías excitadoras glutamatérgicas 
y una disminución de la inhibición GABAérgica. 

  108 

 

 
La activación de D4.7R produce una sobre 
inhibición sobre los receptores NMDA en 
neuronas piramidales de la PFC. 

 109 

=   

No se hallaron diferencias entre variantes en la 
capacidad de inhibición de la adenilato ciclasa, en 
la activación de distintos subtipos de proteína 
Gαi/o ni en la capacidad de reclutamiento de β 
arrestina-2. 

  110 

 

  
D4.7R presenta patrones de ubiquitinación 
distintos a los observados en D4.4R 

  111 
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Pacientes portadores de la isoforma D4.7R activan 
de manera menos eficiente regiones prefrontales 
implicadas en el control inhibidor. 

  112 

 

 Menor número de alfa-hélices en la estructura de 
D4.7R lo que produce un mayor índice de desorden 

 113 

=   
Niveles similares de reclutamiento de β arrestina-
2.  

  114 

=  

No se observaron diferencias entre D4.4R y D4.7R 
en la unión de GTPγs inducida por DA o NE. 
D4.7R mostró mayor sensibilidad estructural a los 
cambios de concentración de sodio.  

 115 

=   

Las variantes polimórficas no presentaron 
diferencias en la especificidad ni en la eficiencia 
para el acoplamiento a distintos subtipos de 
proteínas Gαi. 

  116 

 

  
Disminución de la potencia de la DA para inhibir 
la formación de AMPc en presencia de la isoforma 
D4.7R 

  117 

    Ensayos heteromerización   

 

  

D2SR y D4.7R forman heterómeros funcionales. 
D4.7R produjo un incremento de la actividad 
constitutiva de D2SR en comparación con el 
heterómero D4.4R -D2SR 

  107 

 

  

D4.4R y D4.2R forman heterómeros funcionales con 
D2sR, pero no D4.7R. 
D2sR potencia la señalización por MAPK y la 
inhibición glutamatérgica mediada por D4.4R, pero 
no por D4.7R. 

  118 

 

  

D2LR forma heterómeros con D4.4R, D4.2R y D4.7R 
(eficacia menor).  
El heterómero D4.7R-D2LR no presenta 
interacciones alostéricas en ensayos de MAPK.  

  119 

 

  
Menor afinidad de D4.7R para formar homómeros 
y heterómeros con las otras variantes. 

  120 
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3.1.1.1 Neurotransmisión dopaminérgica y atención  

Las habilidades cognitivas de prestar atención, controlar el comportamiento, la 

memoria de trabajo y orquestar nuestra conducta cognitiva y motora dependen 

esencialmente de la PFC y sus conexiones. La PFC mantiene activamente las 

representaciones de nuestros objetivos, las cuales se actualizan en función de nueva 

información o nuevos objetivos. Fallos en la actualización de dichas 

representaciones se traducen en comportamientos perseverantes, mientras que los 

fallos en su mantenimiento producen distraibilidad. Este proceso se regula 

mediante la inervación DAérgica en los lóbulos frontales y el estriado, de hecho, la 

depleción de inervación dopaminérgica en la PFC produce efectos similares a la 

eliminación de la propia PFC 121 y se ha demostrado que disfunciones en este sistema 

se relacionan con diversos déficits cognitivos.  

Los receptores de DA en la PFC regulan tres aspectos esenciales del control 

ejecutivo, permiten la entrada sensorial, mantienen y manipulan el contenido 

sensorial (memoria de trabajo) y transmiten las respuestas apropiada hacia áreas 

premotoras. La DA en la PFC actúa como un neuromodulador incrementando o 

disminuyendo la transmisión sináptica de información. Así, la DA es capaz de mediar 

y regular distintos aspectos de las funciones ejecutivas dependiendo del patrón de 

activación de sus receptores, del tipo celular en el que se encuentran, de la escala 

temporal de su liberación y del núcleo de procedencia. Se ha descrito que el origen 

de las neuronas DAérgicas que inervan cada región cortical determina la 

funcionalidad de la DA. Así, neuronas procedentes de la VTA proyectan información 

relacionada con la predicción de recompensa tanto a la OFC como al núcleo 

accumbens (NAc) mientras que las neuronas procedentes de la SN proyectan 

preferencialmente a la DLPFC y codifican información relacionada con la memoria 

de trabajo122. Se ha determinado que el incremento de la actividad de las neuronas 

que proyectan al NAc produce fenotipos hiperactivos en ratas 123, lo que podría 
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relacionarse con distintas alteraciones como el TDAH o el autismo. Por otra parte, 

las neuronas DAérgicas que se encargan de señalizar en función de la relevancia o 

novedad de un estímulo proceden de la SN e inervan capas más superficiales de la 

PFC 92,122. Asimismo, la señalización DAérgica en la PFC varía a lo largo del tiempo. 

De hecho es preciso que la DA actúe a distintas escalas temporales para influenciar 

el procesamiento de las señales de las distintas poblaciones neuronales 124. Se 

analizaron los efectos de la DA en regiones prefrontales en monos en respuesta a 

una tarea de atención visual. Se observaron dos tipos de modulación DAérgica, un 

conjunto de neuronas inhibidoras fue inhibido por la DA, este efecto tuvo una 

latencia corta (10 ms) y no se observaron cambios en la relación señal/ruido. Un 

efecto más lento (200 ms) se observó en un segundo grupo de neuronas, 

probablemente piramidales. Este grupo de neuronas fue excitado y se determinó un 

incremento del índice señal/ruido debido a la disminución de la variabilidad de 

respuesta 125. 

Figura 7. Impacto de los niveles de neuromoduladores en el funcionamiento de la PFC. 
Representación del efecto de los niveles de liberación de NE, ACh y DA en la activación de la PFC y 
los procesos cognitivos asociados. 
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Descargas fásicas de DA permiten la entrada de información sensorial en los 

circuitos de la PFC. Este mecanismo de entrada implica a los D1R que se encuentran 

en estructuras postsinápticas como espinas dendríticas. Su activación disminuye las 

corrientes postsinápticas excitadoras inducidas por glutamato reduciendo la 

actividad neuronal en respuesta a estímulos irrelevantes 126,127. Los D1R producen la 

apertura de canales iónicos en espinas dendríticas que reciben señales irrelevantes, 

lo que disminuye sus conexiones y reduce la entrada de “ruido”. Esta reducción 

aumenta la fuerza relativa de las señales que llegan a PFC en comparación con el 

“ruido de fondo” (relación señal/ruido) 92,128. Es preciso que la activación de los D1R 

se produzca en niveles óptimos ya que su sobreactivación, como sucede en 

situaciones de estrés, puede suprimir el procesamiento de todos los estímulos 

debido un colapso de los circuitos provocado por concentraciones elevadas de 

AMPc 128 (Figura 7). 

La DA también produce la activación de D2R, los cuales se encuentran 

preferencialmente en la capa V, donde actúan de manera excitadora incrementando 

la activación de respuesta. Estos receptores aumentan la excitabilidad de 

interneuronas y suprimen la inhibición de neuronas piramidales 129. La disminución 

de la inhibición de las neuronas piramidales hace que las vías neuronales de la PFC 

se encuentren en un estado más lábil lo que permite procesar múltiples estímulos y 

representaciones, así como la flexibilidad cognitiva y el cambio de foco atencional 

121. Esta modulación por parte de los D2 ha sido demostrada mediante la infusión de 

antagonistas en la PFC lo que reduce la capacidad para cambiar entre dos estrategias 

atencionales y ocasiona un incremento en los errores perseverativos 130.  

Los D4R modulan las funciones corticales regulando neuronas piramidales o 

interneuronas GABAérgicas que inervan neuronas piramidales. La actividad de las 

interneuronas GABAérgicas se encuentra equilibrada mediante la influencia 

excitadora de D1R y la actividad inhibidora de D4R 131. A diferencia de los efectos 
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inducidos por antagonistas D2R, el tratamiento con antagonistas D4R mejora la 

capacidad de intercambio atencional, mientras que el tratamiento con sus agonistas 

selectivos deterioran esta capacidad 130. Estos efectos podrían deberse a un 

incremento de la inhibición de neuronas piramidales, ya que los D4R son capaces de 

modular negativamente la transmisión mediada por NMDAR en neuronas 

piramidales de la PFC y a su vez, se ha descrito que el bloqueo de NMDAR perjudica 

al desacople atencional 109,121,131. Estos receptores también podrían dar lugar a un 

incremento de la inhibición de neuronas GABAérgicas las cuales, a su vez 

desregularían la correcta activación de neuronas piramidales para llevar a cabo la 

tarea 131. 

La DA se encuentra fuertemente relacionada con la señalización de la recompensa 

y la toma de decisiones que implican motivación. Distintos estudios han mostrado 

que la administración sistemática de drogas que incrementan la transmisión 

DAérgica favorecen la preferencia por una recompensa mayor pero más 

tardía, es decir, mejora la impulsividad. Por su parte, el tratamiento con 

antagonistas dopaminérgicos incrementa la impulsividad 121. Los receptores 

D2 y D4 se encuentran implicados en este proceso, ya que participan en la 

modulación de la transmisión glutamatérgica corticoestriatal en el estriado 

106,118. 

3.1.2 Neurotransmisión noradrenérgica 
 

A pesar de su aislamiento en el año 1913, no fue hasta 1950 cuando se estableció la 

función de la epinefrina y la norepinefrina (NE) como neurotransmisores cerebrales. 

La NE puede ser sintetizada y liberada por el sistema nervioso central y por el 

sistema nervioso simpático. La función general de la NE es activar el cerebro y el 

resto del cuerpo para la respuesta de “lucha o huida”. 
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La liberación de NE en el cerebro es esencial para la regulación de un elevado 

número de procesos tales como la atención, la alerta, distintos aspectos de la 

cognición, el control motor y respuestas a estrés (Figura 8). El LC recibe aferencias 

de múltiples regiones cerebrales relacionadas con la información visceral y el dolor. 

También recibe información emocional y cognitiva procedente de diversas regiones 

del prosencéfalo, como la PFC, la amígdala y el hipotálamo. El LC presenta 

proyecciones muy amplias, inerva prácticamente todo el prosencéfalo, así como 

algunas regiones del mesencéfalo y el tronco encefálico y el cerebelo 46,132. La 

liberación de NE en el prosencéfalo facilita el procesamiento sensorial e incrementa 

la flexibilidad cognitiva y las funciones ejecutivas de la PFC 132. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La señalización adrenérgica se produce a través de tres familias de GPCR que 

modulan múltiples funciones celulares, cada una de las familias se encuentra 

dividida en tres subtipos, así se conocen nueve adrenoceptores (AR): α1 (α1A, α1B, 

α1D), α2 (α2A, α2B, α2C) y β (β1, β2, β3). 

Figura 8. Principales procesos regulados por el sistema LC-NE. Extraído de Benarroch et al., 2017. 
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Cada familia de AR se acopla y activa a distintos subtipos de proteínas G y produce 

diferentes cascadas intracelulares (Figura 9). Así, los receptores de la familia α1 (α1R) 

se encuentran acoplados a proteínas Gαq/11 activadoras de la fosfolipasa C, la cual 

produce el incremento de la concentración de IP3 y Ca2+. También se ha descrito que 

los subtipos α1A y α1B son capaces de acoplarse a proteínas Gαs 
133,134.  

Los α1R se encuentran ampliamente distribuidos a lo largo del sistema 

mesocorticolímbico, en el estriado, la VTA y SN. Concretamente, el subtipo α1AR se 

expresa en altos niveles en el hipotálamo y en la PFC en neuronas piramidales e 

interneuronas GABAérgicas en mayor medida en las capas más profundas. El α1BR 

se expresa también en capas intermedias de las regiones corticales, sin embargo, 

los niveles más elevados se encuentran en el tálamo. Por el contrario, α1DR es el 

subtipo que presenta menores niveles de expresión, se encuentran niveles discretos 

en las capas superficiales de la PFC y se expresa en altos niveles en el hipocampo 135–

139. Se ha observado que el α1DR en sistemas recombinantes presenta casi 

exclusivamente patrones de expresión intracelulares y se cree que la expresión a 

nivel de membrana puede depender de su coexpresión con otros receptores como 

el α1BR o el β2R capaces de trascolar el receptor 140. Se ha descrito que los tres subtipos 

Figura 9. Vías de señalización dependientes de proteína G activadas por las distintas familias de 
receptores adrenérgicos. Exraído de Ahles y Engelhardt (2014). 
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de α1R forman homodímeros y heterodímeros con otros AR lo que podría afectar a 

su funcionalidad y regulación 140.  

Los receptores α2 (α2R) se encuentran acoplados a proteínas Gαi/o inhibidoras de la 

AC. El subtipo predominante en el cerebro es el α2AR y se expresa principalmente en 

la corteza, en grandes cantidades en la PFC y en los ganglios basales. El α2CR se 

expresa en regiones cerebrales implicadas en el procesamiento de información 

sensorial y en control motor, como el NAc, y los núcleos caudado-putamen. El α2BR 

presenta niveles de expresión muy bajos y prácticamente restringidos al tálamo 141–

143.  

Finalmente, la familia de receptores β-adrenérgicos (βR) se acopla a proteínas Gαs/olf 

capaces de activar la AC e incrementar los niveles de AMPc intracelular. El receptor 

β1 se expresa tanto en el corazón como en el cerebro, especialmente en la corteza, 

el tálamo y, la glándula pineal. El β2R se expresa de un modo más amplio en el bulbo 

olfatorio, la corteza, hipocampo, tálamo, hipotálamo y la glándula pineal. Por 

último, la subfamilia β3R se encuentran principalmente en el tejido adiposo 144,145.  

3.1.2.1 Sistema noradrenérgico y atención  
 

Conjuntamente con la DA, la señalización NEérgica también es esencial para el 

correcto funcionamiento de la cognición y, por ello, este sistema es diana 

terapéutica de una gran variedad de fármacos utilizados para el tratamiento de 

déficits cognitivos como el TDAH o el trastorno de estrés postraumático (PTSD). 

La activación tónica de las neuronas de LC refleja el nivel de alerta (arousal). La 

actividad es baja durante el sueño, moderada en estados de vigilia y elevada en 

respuesta a estrés. A su vez, igual que otros neuromoduladores, exhibe patrones de 

activación fásica en respuesta a estímulos relevantes. De un modo similar a la DA, la 

actividad fásica de la NE es dependiente de tarea, de modo que es capaz de modular 

distintos procesos cognitivos en distintas escalas temporales. Procesos cognitivos 
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rápidos como la reorientación a estímulos novedosos o procesos lentos como el 

desarrollo de estrategias se asocian con la variación de la actividad neuronal en el 

LC desde milisegundos a minutos o horas (Tabla 2, revisado en 146). 

La NE produce distintas acciones en la PFC de un modo dependiente de la 

concentración y del receptor. Generalmente se ha asociado la estimulación de 

receptores α2 con el incremento de la activación neuronal, en cambio la 

estimulación del α1R produce el efecto contrario. Por ello, se ha relacionado la 

activación de los receptores α2 con el control descendente de la atención (top-down) 

desde la PFC, y los α1R con la activación de la corteza sensorial mediante 

mecanismos ascendentes (bottom-up) 122,147. Sin embargo, la participación de estos 

receptores en la modulación de la atención ha resultado mucho más compleja. Una 

gran cantidad de estudios han definido el papel clave de liberación de 

concentraciones óptimas de NE en la regulación de la memoria de trabajo, siendo 

extremadamente sensible a los niveles de este neurotransmisor, ya que tanto una 

concentración demasiado 

baja como una excesiva 

señalización han resultado 

ser perjudiciales 148,149. En 

condiciones de liberación 

moderada de NE se activan 

los receptores de alta 

afinidad α2A localizados en 

espinas dendríticas, los 

cuales actúan inhibiendo la 

producción de AMPc y reduciendo la activación de canales catiónicos. Esto se 

traduce en un refuerzo de la activación de neuronas piramidales que favorece la 

activación de la PFC y la memoria de trabajo 150. Se ha descrito que la activación de 

α2AR mejora la regulación de la atención y la inhibición del comportamiento. Así, el 

Tabla 2. Relación entre la escala temporal de activación del LC 
con distintos procesos cognitivos. Extraído de Totah et al., 
2019  
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bloqueo de estos receptores mediante la infusión de antagonistas en la PFC de 

monos produce un menor control de impulsos e hiperactividad locomotora 151,152. 

En cambio, en condiciones de estrés en las que se liberan grandes cantidades de NE 

se produce la activación de α1R lo que induce la supresión de la activación neuronal 

mediada por activación de la señalización de PKC y del rendimiento de la memoria 

de trabajo 153,154. La participación de α1R en los déficits cognitivos inducidos por 

estrés ha sido demostrada ya que su bloqueo mediante la infusión de antagonistas 

revierte dichos efectos 155.  

Los circuitos prefrontales relacionados con la memoria de trabajo son 

especialmente vulnerables a elevados niveles de estrés. Altos niveles tanto de NE 

como de DA liberados durante el estrés estimulan α1R y D1R los cuales inducen la 

activación de vías de señalización dependientes de calcio y AMPc. Ello produce la 

apertura de canales de potasio y la consecuente disminución de la conectividad y de 

la activación de la PFC. El mantenimiento de niveles crónicos de estrés culmina con 

la atrofia de espinas y dendritas neuronales, lo que produce importantes daños a 

largo plazo 149. Parece que otros procesos atencionales muestran un rango de dosis 

óptima de NE más amplio que el anteriormente descrito para la memoria de trabajo, 

lo que explicaría que el tratamiento con agonistas α1R produzca mejoras en atención 

sostenida 154,156.  

Inicialmente se describió que la activación de α1R se produce únicamente como 

respuesta a situaciones de estrés dando lugar a la inhibición de la activación 

neuronal asociada a déficits cognitivos. Sin embargo, estudios recientes han descrito 

que los receptores α1 pueden producir efectos excitadores en la PFC lo que 

incrementa la liberación de glutamato 157. Ello puede asociarse con el hecho de que 

el tratamiento con agonistas α1 mediante infusión directa en la DLPFC o a través de 

administración subcutánea favorezca la atención sostenida (vigilancia) y reduzca la 

impulsividad 139,158. El metilfenidato, que es el fármaco psicoestimulante más 
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ampliamente utilizado para el tratamiento del TDAH, actúa mediante la inhibición 

de la recaptación de DA y NE. La administración de este fármaco mejora la memoria 

de trabajo y la atención sostenida. Se ha observado que los efectos sobre la 

memoria de trabajo son dependientes de la actividad del α2R mientras que sus 

efectos sobre la atención sostenida dependen del α1R 156
. De modo que los efectos 

excitadores producidos por la NE en la PFC serían mediados por una sinergia entre 

α1R presinápticos capaces de incrementar la liberación de glutamato y α2R 

(posiblemente α2AR) postsinápticos inhibidores de canales HCN (hyperpolarization-

activated cyclic nucleotide-gated cation channels) 157 (Figura 10A).  

Figura 10. Representación esquemática de las funciones de α1R en la DLPFC de primates. A. 
Representación de los efectos mediados por α1R dependientes de la dosis, donde niveles moderados 
de NE producen efectos excitadores en algunas neuronas, en cambio, niveles mayores de 
estimulación bloquean la activación. B. Efectos de la estimulación de receptores α1R pre- y 
postsinápticos en la activación neuronal. Extraído de Datta et al. 2019106 
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La capacidad de alternar fácilmente la atención entre señales en función del 

contexto y del conocimiento es una capacidad esencial para cumplir objetivos 

concretos. A diferencia de la memoria de trabajo, la flexibilidad atencional se 

encuentra favorecida por la activación de receptores α1, mientras que los receptores 

α2 y β parecen no participar en su regulación 159. Esto es debido a que la activación 

de α1R presinápticos suprime las corrientes GABAérgicas, con lo que disminuye la 

inhibición de las neuronas piramidales y se incrementa la respuesta a estímulos 

excitadores 160. Ello promueve la transición desde la atención focalizada y sostenida 

a un modo más flexible para la captación de estímulos. 

En resumen, los diferentes patrones de acción de α1R se asocian a distintas 

localizaciones de los receptores, de modo que los α1R localizados presinápticamente 

producen efectos excitadores y los postsinápticos producen la supresión de la 

activación neural. Asimismo, se ha observado que los receptores α1 responden 

diferencialmente de un modo dosis respuesta (Figura 10B) en la DLPF de monos, lo 

que implica el reclutamiento de distintos α1R con una relación dosis-respuesta 161. 

Las diferentes acciones de estos receptores probablemente se asocien también a la 

participación de los distintos subtipos de estos. 

3.2  Neurotransmisión colinérgica  

La acetilcolina (ACh) ha sido ampliamente relacionada con la regulación de distintas 

funciones cognitivas entre las que se encuentran el aprendizaje, la memoria y la 

atención 162,163. Concretamente, se ha asociado el sistema de proyección colinérgico 

con la modulación descendente de la atención, fundamentalmente en el control de 

la orientación y selección de estímulos 162,164. La acetilcolina ejerce sus efectos 

actuando sobre dos tipos de receptores. Por una parte los receptores nicotínicos 

ionotrópicos, que son canales catiónicos pentaméricos formados por la 

combinación de distintas subunidades, y por la otra los receptores muscarínicos 
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metabotrópicos, los cuales pertenecen a la familia de receptores acoplados a 

proteínas G 165.  

Las neuronas colinérgicas, que establecen este sistema, se encuentran situadas en 

el tronco encefálico y el prosencéfalo basal, reciben fuertes señales desde la PFC, la 

amígdala y el núcleo accumbens y estas proyectan al tálamo y a la PFC 166. El sistema 

colinérgico se activa mediante vías descendentes procedentes de regiones 

corticales en respuesta a estímulos sensoriales54,167. Múltiples estudios de 

microdiálisis han demostrado la liberación tónica de ACh en la PFC. Este flujo de 

liberación de ACh se incrementa rápida y transitoriamente, en una escala de 

segundos o minutos, en respuesta a la demanda atencional en presencia de 

estímulos distractores 162,168. La pérdida de inervación colinérgica en la PFC produce 

importantes afectaciones en la realización de tareas asociadas con procesos de 

atención y en la identificación de estímulos 54,169. Por otro lado, la activación de 

receptores nicotínicos tanto en roedores como en humanos induce mejoras en 

procesos de atención selectiva 170–172. Asimismo, la estimulación de neuronas 

colinérgicas en monos incrementa la actividad neuronal en la corteza visual V1 de 

un modo similar a la activación inducida durante la realización de tareas de atención 

espacial, y la administración local de antagonistas muscarínicos en V1 reduce dichas 

respuestas neurales 173, hecho que demuestra el papel clave de la ACh en la 

regulación de las funciones de atención selectiva.  

3.3  Neurotransmisión serotoninérgica  
 

La serotonina (5-HT) es otro de los neurotransmisores que contribuye en la 

regulación de distintos aspectos de los procesos atencionales. Las neuronas 

productoras de 5-HT se localizan fundamentalmente en una región específica del 

tronco encefálico, el núcleo del rafe. Dichas neuronas se distribuyen caudal y 

dorsalmente, dependiendo de la inervación de sus axones, los cuales proyectan a 
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todas las áreas cerebrales y a la médula espinal. La 5-HT, al igual que la ACh, actúa 

a través de dos tipos de receptores: los ionotrópicos y los metabotrópicos. Los 

receptores ionotrópicos poseen baja afinidad y rápida activación, mientras que los 

receptores metabotrópicos, que son GPCR, se activan más lentamente, pero poseen 

una elevada afinidad. Se conocen 15 genes para los receptores de serotonina (5-

HTR) y únicamente los receptores 5-HT3 son receptores ionotrópicos 174. 

El sistema serotoninérgico inerva múltiples áreas involucradas en la regulación de la 

atención y su desregulación ha sido asociada a diversos trastornos cerebrales que 

cursan con alteración en la atención, como el autismo 175,176, la esquizofrenia 177,178 

o el trastorno obsesivo compulsivo 179. Concretamente, las neuronas productoras de 

5-HT proyectan a la PFC, especialmente a las capas V y VI, estrechamente 

relacionadas con los procesos atencionales 165,180. 

Este sistema permite reevaluar la utilidad o la importancia de un estímulo al que se 

está prestando atención para responder a uno nuevo, y entonces llevar a cabo la 

inhibición de la recompensa asociada al estímulo anterior 122. De modo que 

incrementos fásicos en la liberación de 5-HT incrementan la flexibilidad cognitiva y 

comportamientos exploratorios en busca de nuevos estímulos 181. Este aumento de 

la conducta exploratoria se traduce en una disminución de la capacidad para 

mantener la atención sostenida y focalizada. El tratamiento con agonistas de los 

receptores 5-HT1A/2A produce, tanto en ratas como en humanos, una menor 

precisión en la realización de tareas de atención focalizada y sostenida y en la 

supresión de estímulos distractores 182–185. La 5-HT afecta a la atención sostenida y 

focalizada mediante la supresión de circuitos intracorticales, así como la 

disminución de la activación neuronal en diversas áreas cerebrales esenciales. El 

incremento de liberación de 5-HT produce un fuerte efecto inhibidor sobre las 

neuronas piramidales de la capa VI de la PFC, las cuales envían proyecciones 

excitadoras sobre interneuronas de la capa V, lo que activa las conexiones 
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intracorticales bajo demanda atencional 186. Mediante estudios de fMRI se ha 

determinado que el tratamiento con inhibidores de la recaptación de 5-HT induce 

la disminución de activación en distintas áreas relacionadas con la atención 

sostenida, como los ganglios basales, el tálamo, el núcleo caudado y regiones 

prefrontales 185,187. Las proyecciones procedentes del núcleo de rafe producen una 

inhibición tónica sobre los sistemas dopaminérgicos mesocortical nigroestriatal y 

mesolímbico, mientras que la sobre-inhibición de la transmisión dopaminérgica 

produce una disminución de transmisión dopaminérgica cortical y de la interacción 

entre áreas corticales y subcorticales, lo que permite el desacople atencional 

181,184,188.  

En resumen, la atención es un proceso cognitivo de orden superior que otorga la 

capacidad de filtrar la información irrelevante para dedicar los recursos necesarios 

al procesamiento y generación de respuestas de las señales relevantes. Múltiples 

circuitos cerebrales intra- y subcorticales se encargan de modular los diferentes 

sistemas atencionales y las funciones ejecutivas, la PFC es un punto neurálgico de 

estos circuitos ya que en ella coinciden numerosas conexiones recíprocas con 

regiones sensoriales, motoras y límbicas. Estos circuitos cerebrales se encuentran 

finamente regulados por complejos sistemas de neurotransmisores capaces de 

responder a demandas internas o externas provocando la activación o la inhibición 

de la atención y las respuestas cognitivas y motoras apropiadas.  

Alteraciones estructurales o neuroquímicas de estos circuitos prefrontales se han 

relacionado con un amplio abanico de patologías asociadas déficits del control 

atencional, cognitivo y motor. 

4. Trastornos del neurodesarrollo 

Los trastornos del neurodesarrollo son un grupo heterogéneo de patologías de 

etiología desconocida en los que el funcionamiento del sistema nervioso central se 
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encuentra alterado. Pueden causar disfunciones cerebrales que se traducen en 

trastornos neuropsiquiátricos o en alteraciones de las funciones motoras o 

cognitivas.  

Algunos de los trastornos del neurodesarrollo más comunes son el trastorno por 

déficit de atención e hiperactividad (TDAH), los trastornos del espectro autista 

(TEA), el síndrome de Gilles de la Tourette (SGT) y el trastorno obsesivo compulsivo 

infantil (TOC). Estas enfermedades se manifiestan en la infancia o al inicio de la edad 

adulta y presentan ciertas características comunes como la pérdida del control 

atencional y de las funciones ejecutivas y en algunos casos de la función motora.  

• El TDAH es el trastorno neuropsiquiátrico más común en la infancia con una 

prevalencia de un 5-7% en la población pediátrica y 2.5 % en adultos. Se 

caracteriza por presentar síntomas de inatención, hiperactividad e 

impulsividad. Según el Manual Diagnóstico y Estadístico de los Trastornos 

Mentales (DSM-V) existe una presentación predominante con falta de 

atención, cuando se cumple el criterio A1 (Tabla 3), una presentación 

predominante hiperactiva e impulsiva, si se cumple el criterio A2 y una 

presentación combinada cuando se observan criterios de A1 y A2 (Tabla 3) 189. 

La presentación combinada es la más común y la que ha sido la más 

ampliamente estudiada 190,191. 

 

• Los TEA abarcan un grupo de trastornos presentes en el 1% de la población 

infantil caracterizados por síntomas que incluyen trastornos de la 

comunicación verbal y no verbal, déficits en la interacción social y 

comportamientos e intereses repetitivos, estereotipados y restringidos (Tabla 

3; American Psychiatric Association 2018).  

 



 

41 
 

 I. Introducción 

• Se estima que la prevalencia del SGT en niños y adolescentes es de un 0.5-1%, 

los pacientes afectados por este trastorno sufren tics tanto motores como 

vocales de manera crónica (durante más de un año según los criterios del DSM-

5; Tabla 3) 189,192.  

 

• Por último, el TOC presenta una prevalencia de menos del 1% en niños y se 

caracteriza por la presencia de pensamientos y/o impulsos recurrentes 

involuntarios (obsesiones) generalmente asociados con comportamientos 

repetitivos y rituales (compulsiones) (Tabla 3) 189,192. 

Resulta de especial interés el hecho de que estas patologías presenten elevados 

patrones comórbidos entre ellas, y con otros trastornos neuropsiquiátricos, es decir, 

que en un mismo individuo coexisten fenotipos asociados a distintos trastornos 193–

196. Debido a ello, actualmente se dedica un gran esfuerzo al estudio de las 

comorbilidades asociadas a los trastornos de neurodesarrollo y otras patologías, ya 

que puede conducir hacia una mejor comprensión de la fisiopatología de los 

trastornos y sobre todo al diseño de tratamientos más específicos. Debido a esto, 

en la última actualización DSM-V se hace especial énfasis en el concepto de 

comorbilidad e incluso se ha incorporado la posibilidad de un diagnóstico comórbido 

de TEA y TDAH, cuando en ediciones anteriores eran mutuamente excluyentes 189. 

Por ejemplo, en el caso de pacientes de SGT el nivel de comorbilidades es 

extremadamente elevado, un 90% de los pacientes diagnosticados con SGT padecen 

al menos una patología comórbida a lo largo de su vida 196. Concretamente, se ha 

descrito que un 30-50% de los pacientes de SGT presenta síntomas de TOC 192, un 

50-70 % de TDAH 197 y un 5-15% de TEA 193,198. Estos datos se traducen en que, en 

realidad, la forma pura de este trastorno es la menos frecuente 196. También es muy 

habitual la presencia de rasgos de TDAH en pacientes diagnosticados con TEA (40-

70%) 199,200 o TOC 201–204.  



 

 

Tabla 3. Criterios diagnósticos para el TDAH, TOC, TEA y SGT. Extraído de DSM-5 189 

TDAH TOC TEA SGT 
A1. Falta de atención 

Seis o más síntomas (5 en >17 años) 
frecuentes durante más de 6 meses.  
➢ No presta atención a detalles o 

comete errores debidos a 
descuidos. 

➢ Dificultades para sostener la 
atención en tareas o actividades 
recreativas.  

➢ No escucha cuando se le habla 
directamente.  

➢ No sigue instrucciones y no finaliza 
tareas.  

➢ Mala organización y gestión del 
tiempo.  

➢ Evita tareas que precisan un 
esfuerzo sostenido.  

➢ Pierde objetos u herramientas 
necesarias. 

➢ Se distrae fácilmente. 
➢ Descuidos en las actividades 

diarias. 
 A2. Hiperactividad-Impulsividad 

Seis o más síntomas (5 en >17 años) 
frecuentes durante más de 6 meses.  

 
  

A. Obsesiones y compulsiones 
Obsesiones: 

➢ Pensamientos, impulsos o 
imágenes recurrentes y 
persistentes que causan 
ansiedad o estrés (no se 
reducen a preocupaciones 
excesivas sobre problemas de 
la vida real). 

➢ Intenta ignorar estos 
pensamientos, impulsos o 
imágenes o neutralizarlos 
mediante otros pensamientos 
o actos. 

➢ Reconoce que los síntomas 
obsesivos son un producto de 
su mente. 

Compulsiones: 
➢ Conductas o ideas repetitivas 

debidos a una obsesión (rezar, 
lavarse, etc.).  

➢ El propósito es reducir o evitar 
la angustia por algún 
acontecimiento  
 

B. En algún momento reconoce 
que las ideas obsesivas 

A. Déficits persistentes en la 
comunicación y en la interacción 
social en diversos contextos, 
manifestado por todos los siguientes 
síntomas: 
 
➢ Dificultades en reciprocidad 

socioemocional. P. ej.: fracaso de 
la conversación, acercamiento 
social anormal, etc. 

➢ Déficit de conductas 
comunicativas no verbales 
utilizadas en la interacción social; 
Comunicación verbal o no verbal 
poco integrada, anomalías del 
contacto visual y del lenguaje 
corporal, etc. 

➢ Dificultades para desarrollar, 
mantener y comprender las 
relaciones: dificultades para 
ajustar el comportamiento en 
contextos sociales, hasta la 
ausencia de interés por otras 
personas. 

B. Patrones repetitivos y restringidos 
de conducta, actividades e intereses, 

A. Presencia de dos o más 
tics motores (parpadear, 
encogerse los hombros) y al 
menos un tic fónico 
(tararear, gritar una palabra 
o frase concreta). Es posible 
que no todos se den al 
mismo tiempo. 
 
B. Haber tenido tics durante 
al menos un año. Pueden 
ocurrir varias veces al día, 
generalmente en ataques.  
 
C. Tener tics que 
comenzasen antes de los 18 
años.  
 
D. Los tics no deben ser 
consecuencia del uso de 
fármacos u otras drogas o a 
otra afección (convulsiones, 
enfermedad de 
Huntington).  
 
 

 



 

 

Hiperactividad: 
➢ Movimientos excesivos en manos y 

pies. 
➢ Dificultad para mantenerse 

sentado. 
➢ Corre/salta en situaciones 

inapropiadas.  
➢ Problemas para mantener la voz 

baja. 
➢ “Está en marcha” actúa como si 

tuviese un motor. 
➢ Habla en exceso. 

Impulsividad:  
➢ Precipita respuestas. 
➢ Dificultades para esperar turno. 
➢ Interrumpe y se entromete. 

 
B. Los síntomas aparecen antes de los 
12 años.  
C. Síntomas presentes en dos o más 
contextos. 
D. Pruebas de deterioro social, 
académico o laboral.  
E. Los síntomas no dan exclusivamente 
durante el curso de esquizofrenia o 
trastornos psicóticos.  

compulsivas son excesivas o 
irracionales (no en niños) 
C. Los síntomas provocan un 
malestar clínico significativo y 
representan una pérdida de 
tiempo.  
D. Si hay otro trastorno, el 
contenido de las obsesiones o 
compulsiones no se limita a él (p. 
ej., trastorno alimentario, 
hipocondría, etc.). 
E. No se debe a los efectos 
directos de una sustancia o 
enfermedad médica. 

que se manifiestan en, al menos dos 
de los siguientes síntomas:  
➢ Movimientos, utilización de 

objetos o hablar estereotipados o 
repetitivos 

➢ Adherencia excesiva a rutinas, 
patrones de comportamiento 
verbal y no verbal ritualizado o 
resistencia excesiva a los cambios. 

➢ Intereses muy restringidos y fijos 
que son anormales en cuanto a su 
intensidad o foco de interés. 

➢ Hiper- o hipo-reactividad a los 
estímulos sensoriales o interés 
inusual en aspectos sensoriales 
del entorno.  
 

C. Los síntomas deben estar 
presentes en la infancia temprana. 
D. El conjunto de los síntomas 
limitan y alteran el funcionamiento 
diario. 
E. Estas alteraciones no se explican 
mejor por la discapacidad intelectual 
o por el retraso global del desarrollo.  
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Cabe destacar que, debido a la ausencia de marcadores biológicos para estos 

trastornos se exige un diagnóstico clínico basado en la presencia de determinados 

rasgos asociados a cada trastorno (Tabla 3). Este tipo de diagnóstico dificulta en gran 

medida la identificación de rasgos o patologías comórbidas debido al solapamiento 

de ciertos síntomas o a que algunos de estos trastornos en ciertos momentos 

puedan mimetizarse entre ellos.  

Debido a elevada coexistencia de estos trastornos una gran cantidad de autores 

conciben un modelo donde distintas patologías neuropsiquiátricas surgen de una 

base neurobiológica y genética común y se formula la hipótesis de que en realidad 

forman parte de un mismo espectro de trastornos de distinta severidad 195,205. 

Numerosos estudios se han centrado en comprender la etiología y la fisiopatología 

de estos trastornos y analizar su posible base común, aunque de momento 

permanece sin resolverse. Estudios familiares han establecido un fuerte 

componente hereditario asociado al TDAH, el TOC, los TEA y el SGT, con un riesgo 

entre dos y cuatro veces mayor en individuos con familiares de primer grado 

afectados, siendo todos ellos más prevalentes en niños que en niñas 206–210. Es 

interesante destacar que estos trastornos no son solo heredables en el marco del 

mismo trastorno, sino que la presencia de cualquiera de ellos en la historia familiar 

incrementa el riesgo de padecer alguno de los trastornos típicamente comórbidos 

211–213. Estos trastornos son considerados patologías poligénicas, lo que facilita la 

comprensión de su de la elevada heredabilidad y la comorbilidad entre ellas, ya que 

se postula que pueden compartir la afectación de ciertos genes a la vez que 

presentan otros únicos asociados a la variedad de sus síntomas 213. Sin embargo, las 

bases genéticas de estos trastornos o la relación genética entre ellas no se han 

descubierto aún. 
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Por otra parte, se ha descrito que su etiología es multifactorial además de la 

afectación de ciertos genes, factores ambientales y sociales, así como alteraciones 

estructurales y conectivas se han relacionado con la aparición de los trastornos del 

neurodesarrollo (Figura 11). Como factores ambientales, la exposición prenatal a 

alcohol o a tabaco, el bajo peso al nacer, el estrés oxidativo y sobre todo el estrés 

tanto prenatal como postnatal se han relacionado con la aparición de trastornos del 

neurodesarrollo 214–219. Por otra parte, se han identificado ciertas alteraciones 

estructurales y conectiva en pacientes de estos trastornos, que parecen ser 

comunes o estar estrechamente relacionadas entre los distintos trastornos, lo que 

podría apoyar la teoría de la existencia un espectro común. Sin embargo, puesto 

que la etiología de estos trastornos es en gran medida desconocida, este modelo 

sigue siendo objeto de debate. 

Figura 11. Representación esquemática de la compleja etiología multifactorial vinculada con la aparición de 
trastornos neuropsiquiátricos. Extraído de Klein et al., 2017.  
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4.1 Alteraciones estructurales y conectivas  

Estudios de neuroimagen y de neurofisiología indican que los síntomas asociados a 

estos trastornos tienen su origen en fallos de las conexiones de los circuitos neurales 

(Figura 4) y se postula que la elevada comorbilidad entre ellos podría resultar de 

distintos factores etiológicos que provocan la afectación de los circuitos 

corticoestriatotalamocorticales (CSTC) encargados de modular la atención y las 

funciones ejecutivas 220. El trastorno que se manifiesta de un modo predominante 

dependería del nivel de afectación de los circuitos CSTC, de modo que síntomas 

como la falta de atención, la hiperactividad, la impulsividad, la compulsividad o los 

tics motores resultarían de distintos grados de afectación de estos circuitos 190.  

Mediante estudios de neuroimagen se 

ha demostrado la presencia de 

anomalías estructurales y conectivas 

en pacientes con TOC, TDAH, SGT o 

TEA en regiones implicadas en los 

circuitos CSTC. Se han observado 

alteraciones volumétricas en el 

tálamo, la PFC, la ACC y los ganglios 

basales en comparación con grupos 

control 190,221,222. Distintas evidencias 

sugieren que cada trastorno se asocia 

además con un grado distinto de 

afectación y con la alteración en regiones específicas, lo que se traduce en 

modificaciones de la conectividad y funcionalidad de ciertos subcircuitos entre la 

PFC y las regiones subcorticales, que darán lugar a determinados síntomas 

característicos.  

Regiones afectadas 

TDAH Afectación general PFC y ganglios 

basales 

TEA Sobrecrecimiento PFC 

TOC OFC, ACC, núcleo caudado 

SGT OFC, ACC, VLPFC, núcleo caudado 

y estriado 

Tabla 4. Principales regiones cerebrales 

afectadas en los trastornos del neurodesarrollo. 
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Se ha relacionado el TOC con la reducción del volumen de la OFC, la ACC y los 

ganglios basales, especialmente del núcleo caudado 223,224. De un modo similar, en 

pacientes de SGT se ha detectado una disminución del volumen en áreas 

prefrontales (OFC, VLPFC, ACC) y en núcleo caudado. Por otro lado, el TDAH y los 

TEA surgen de daños más extensos a lo largo de la PFC y las regiones 

subcorticales225,226. Los síntomas del TDAH se han asociado con una disminución del 

volumen cerebral, siendo un 3-5% menor comparado con los grupos control227–229. 

Al contrario, en los individuos afectados por TEA se han detectado patrones 

anormales de crecimiento cortical acompañados de un sobrecrecimiento de las 

regiones prefrontales.  

A pesar de la afectación de regiones comunes, las alteraciones funcionales 

frontoestriatales difieren entre ellas. El TOC y el SGT se asocian con una 

hiperactividad funcional y conectiva. Se ha observado un hipermetabolismo en 

regiones frontales y estriatales como la OFC, la VMPFC los ganglios basales y el 

tálamo en pacientes de TOC y en las cortezas motoras y áreas subcorticales, 

especialmente en el estriado, en SGT198,206,230–233. Por el contrario, se ha descrito una 

disminución de la activación y la conectividad prefrontal en individuos con 

TDAH206,234. En el caso del TEA, los resultados han mostrado tanto hipoconectividad 

como hiperconectividad y se cree que la conectividad interregional se encuentra 

reducida, como ocurre en el TDAH, mientras que las conexiones intrarregionales se 

encontrarían sobreactivadas, aunque estos datos necesitan ser evaluados en más 

profundidad 235–237. Así, las alteraciones estructurales, funcionales y conectivas de 

las distintas regiones de la PFC en cada trastorno se traducen en la afectación de 

distintos subcircuitos CSTC asociados con los rasgos característicos. 

En resumen, que regiones frontales y subcorticales concretas, así como el nivel de 

afectación funcional y conectivo de las mismas determina el grado de severidad y 

los síntomas asociados a cada trastorno. Es decir, que cuantos más subcircuitos CSTC 
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se vean afectados, más síntomas se observarán y cuanto más severa sea la 

alteración de la conectividad, más graves serán los síntomas 238. Estos circuitos se 

encuentran finamente regulados por distintos sistemas de neurotransmisores, de 

manera que alteraciones en la liberación o señalización de estos neuromoduladores 

también pueden afectar a la conectividad cerebral por lo que se han dedicado 

numerosos esfuerzos a evaluar la funcionalidad de los sistemas de neurotransmisión 

en estos trastornos.  

4.2 Disfunción del sistema catecolaminérgico 

Existen numerosas evidencias que indican la participación de alteraciones en los 

sistemas de neurotransmisión catecolaminérgico y serotoninérgico en la disfunción 

de las funciones ejecutivas y la atención presente en los trastornos del 

neurodesarrollo. Esta teoría se basa en múltiples ensayos donde se han descrito 

alteraciones de los niveles de estos neurotransmisores en la PFC y en los ganglios 

basales. Juntamente con distintos datos obtenidos mediante estudios genéticos que 

describen distintos polimorfismos de los receptores, los transportadores o las 

enzimas implicadas en la síntesis o degradación de DA, NE o 5-HT o alteraciones en 

la expresión o afinidad de sus receptores y transportadores capaces de conferir 

cierta susceptibilidad a padecer estos trastornos (Tabla 5). Sin embargo, cabe 

destacar que los resultados obtenidos son, en numerosas ocasiones, contradictorios 

o no han conseguido ser reproducidos. De modo que las teorías relacionadas con la 

participación de estos sistemas de neurotransmisión en el TDAH, los TEA, el TOC y 

el SGT se hacen realmente evidentes cuando se analizan los fármacos más 

ampliamente utilizados como tratamiento de estos trastornos, ya que actúan 

principalmente sobre los receptores o transportadores de dichos 

neurotransmisores.  

El sistema catecolaminérgico juega un papel esencial en la regulación de la atención, 

las funciones ejecutivas, la recompensa y el control motor (véase apartado 3.1) por 
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lo que su disfunción se relaciona con un elevado número de trastornos 

neuropsiquiátricos. Se han descrito distintas alteraciones funcionales y 

polimorfismos asociados a este sistema relacionadas con los trastornos del 

neurodesarrollo (Tabla 5). Sobre todo, se han diseñado ciertas teorías 

dopaminérgicas como posible base etiológica de estos trastornos. La participación 

del sistema noradrenérgico se deduce en gran parte por la eficacia de los fármacos 

dirigidos a sus receptores o transportadores y al efecto de la depleción de la NE en 

roedores, la cual se ha descrito que produce deficiencias atencionales, 

hiperactividad motora y la incapacidad de filtrar información irrelevante 213.  

La sintomatología del TDAH ha sido ampliamente asociada a una reducción de la 

señalización catecolaminérgica en la PFC. Concretamente, se cree la disminución de 

la señalización dopaminérgica implica una disminución de la motivación, de 

evaluación de la recompensa y del control motor, lo que se traduce en una 

necesidad constante de estimulación, de recompensas anticipadas y requieren altos 

niveles de refuerzo para mantener los niveles de motivación adecuados para 

finalizar una tarea 239,240. Debido a esta hipoactivación el tratamiento para el TDAH 

se centra en intentar incrementar la neurotransmisión catecolaminérgica mediante 

la utilización de psicoestimulantes inhibidores de la recaptación de catecolaminas 

(metilfenidato), agonistas α2 (clonidina, guanfacina) e inhibidores de la recaptación 

de NE o 5-HT, entre otros241,242. Se han identificado diversos genes y polimorfismos 

relacionados con la señalización catecolaminérgica que otorgan cierta 

vulnerabilidad (Tabla 5) para padecer este trastorno, siendo el más reconocido el 

polimorfismo del receptor de dopamina D4. 
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Gen   Función   TDAH  TEA  TOC  SGT 

DRD4  Receptor de DA 
D4 

 Sí102,105,243

–245  
 Sí246  Sí/No247–

253 
 Sí/No254–

256 

DRD5  Receptor de DA 
D5 

 Sí/No105,24

5,257,258 
 Sí/No259–261  -  Sí/No262–

264 

DRD1  Receptor de DA 
D1 

 Sí105,245,265,

266 
 Sí/No261,267  Sí268  No264,269 

DRD2  Receptor de DA 
D2 

 Sí245,270  No260  Sí271  Sí/No255,2

72,273 

DRD3  
Receptor de DA 

D3 
 Sí274,275  Sí276  No277  No255 

ADRA2A  
Receptor de NE 

α2A 
 Sí278–280  -  -  - 

SLC6A3  
Transportador 
de DA; DAT1 

 
Sí243,257,281

–283 
 Sí284–287  No249,288  

Sí254,255,28

9 

SLC6A2  
Transportador 

de NE NET 
 Sí283,290,291  No292  No293  No294 

COMT  
Catecol-o-

metiltransferasa 
 

Sí/No295–

29

8 
 Sí287,299,300  

Sí, 
No249,301,30

2 
 No254 

DBH  
Dopamina-β-

hidroxilasa 
 Sí303–305  Sí/No306,307  -  

Sí/No264,3

08,309 

MAOA  
Monoamin- 

oxidasa 
 Sí310–312  

Sí/No260,306,

307 
 Sí251,313  Sí255 

                     

           

Tabla 5. Tabla de genes relacionados con los sistemas dopaminérgico y noradrenérgico 

potencialmente implicados en los trastornos del neurodesarrollo.  
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El polimorfismo del receptor de dopamina D4, el D4.7R, ha sido uno de los más 

ampliamente estudiados en relación con la señalización dopaminérgica debido a 

que diversas investigaciones han vinculado este polimorfismo con una mayor 

susceptibilidad para padecer TDAH 102,105. A su vez, se ha descrito que los pacientes 

de TDAH portadores del polimorfismo D4.7R muestran una mayor impulsividad y 

déficits más severos en la inhibición de respuestas, así como afectaciones 

estructurales más graves 314–316. En el año 2011, Reiersen y colaboradores 

describieron que los pacientes de TDAH portadores de este polimorfismo también 

mostraban un riesgo mayor de sufrir síntomas autísticos, lo que plantea el posible 

papel como factor de riesgo de la variante D4.7R en el TEA 317. Ciertamente, un 

estudio donde se realizó el genotipado del gen DRD4 en niños autistas reveló una 

mayor frecuencia del alelo D4.7R en los niños afectados en comparación con el grupo 

control. Además, los pacientes portadores de D4.7R mostraron un cociente 

intelectual más bajo 246. En cuanto a la posible participación como factor de riesgo 

de este polimorfismo en el SGT y el TOC, los datos publicados hasta ahora son 

discordantes. Algunos autores han descrito una elevada prevalencia de este 

polimorfismo en individuos afectados con TOC 249,250 o SGT 255,318, sin embargo, otros 

han reportado lo contrario en el caso de TOC 251–253 y SGT 254,262,289. Aun así, se ha 

asociado un incremento de la severidad de los tics y de los comportamientos 

obsesivo-compulsivos en pacientes de TEA portadores del alelo D4.7R 319. Esto 

sugiere que probablemente este polimorfismo si se encuentra, en cierta medida, 

asociado al TOC y al SGT. A pesar de los numerosos estudios que se han llevado a 

cabo para poder determinar el alcance funcional de esta variante, hasta ahora las 

diferencias entre D4.7R y la variante más común, D4.4R, se desconocen (véase 

apartado 3.1.1), lo que impide conocer el efecto de este polimorfismo en los 

distintos trastornos.  



 

52 
 

 I. Introducción 

A diferencia del tratamiento para el TDAH, los fármacos DAérgicos utilizados para el 

tratamiento del SGT y el TEA se centran en bloquear la activación dopaminérgica 

mediante la utilización de antagonistas DAérgicos como la risperidona o el 

haloperidol. Se cree que tanto los tics como los comportamientos estereotípicos 

asociados al TEA se producen como consecuencia de una excesiva transmisión 

dopaminérgica en la vía nigroestriatal, que da lugar a desajustes en la vía directa e 

indirecta. La excitación aberrante del estriado producida por una hiperactividad 

dopaminérgica induce la inhibición de las neuronas en el globo pálido con la 

consiguiente desinhibición de las neuronas prefrontales motoras (Figura 12) 209. Sin 

embargo, se desconoce cuál es la causa las alteraciones de la transmisión DAérgica.  

En el caso del SGT se han planteado distintas hipótesis basadas en disfunciones 

dopaminérgicas presinápticas e intrasinápticas (revisado en 320). Los modelos 

presinápticos se basan por una parte en el posible hipofuncionamineto de las 

Figura 12. Esquema del circuito de control motor en los ganglios basales en condiciones normales 
(a) y en pacientes de SGT (b). Los pacientes de SGT sufrirían una reorganización de la señalización en 
los ganglios basales debido a una activación inapropiada de un grupo de neuronas estriatales. Extraído 
de Albin y Mink, 2006207 
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neuronas DAérgicas que darían lugar a receptores hipersensibles y, en el extremo 

opuesto, una posible hiperinervación DAérgica. En cuanto a las teorías 

intrasinápticas, se ha postulado la existencia de un desajuste entre la liberación 

tónico-fásica de la DA. Esta teoría se basa en ciertos estudios en los que se han 

reportado la presencia del trasportador DAT hiperactivo. El incremento de la 

actividad de DAT reduciría los niveles tónicos de DA por una excesiva recaptación y 

a su vez se incrementarían los niveles acumulados presinápticamente lo que daría 

lugar a que la liberación inducida en respuesta a estímulos sea muy elevada 321. 

Mediante ensayos de PET se observó que la liberación de DA en el estriado tras el 

tratamiento con anfetaminas en pacientes de SGT. Paralelamente, también 

reportaron un incremento en el número de receptores de dopamina D2 lo que 

podría desregular en mayor medida la vía directa e indirecta 322. Finalmente, se cree 

que la noradrenalina también podría estar implicada en la fisiopatología del SGT. La 

hipótesis se basa en la capacidad de suprimir los tics mediante el tratamiento con 

agonistas de α2 como la clonidina o la guanfacina.  

Gran cantidad de autores se han centrado en comprender como la disfunción 

dopaminérgica puede dar lugar a la fisiopatología del TEA. Como se ha comentado, 

los comportamientos repetitivos y estereotípicos se asocian con disfunciones en la 

vía nigroestriatal. En un estudio reciente Lee y colaboradores (2018) determinaron 

mediante la supresión de DAT y la estimulación optogenética de esta vía que el 

incremento de DA en el estriado dorsal (región clave de la vía nigroestriatal) induce 

no solo comportamientos repetitivos sino también déficits sociales323. Estas 

alteraciones en el comportamiento desaparecían tras la administración de 

antagonistas de D1R y eran mimetizadas mediante su estimulación 323. Por otro lado, 

también se ha postulado que los déficits sociales asociados a este trastorno se 

deben a una disminución extrema de la motivación y de los sistemas de recompensa 

como consecuencia de una hipoactividad dopaminérgica 324. Esta teoría se basa en 
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ciertos estudios donde se ha descrito una menor liberación de DA en la PFC y la 

disminución de la actividad de la vía mesolímbica en pacientes de TEA 325–327. 

También, en relación al sistema DAérgico, se han reconocido ciertos haplotipos de 

D1R y sobre todo variantes del transportador DAT que actúan como factores de 

riesgo para la aparición de esta patología (tabla 5)267,284–286. Además de la 

desregulación DAérgica, también se han relacionado con el TEA alteraciones en 

otros sistemas de neurotransmisión, entre ellos la NE. Se ha planteado la hipótesis 

sobre la participación de un funcionamiento aberrante del sistema noradrenérgico 

en la etiología del TEA. Se ha descrito la posible desregulación tónico-fásica de este 

sistema, donde los niveles tónicos son excesivamente elevados y la respuesta fásica, 

insuficiente. La alerta fásica es capaz de inducir la reorientación de la atención y 

permite actualizar la información cerebral en función de los acontecimientos que se 

producen en el ambiente o bien internamente mediante proyecciones 

descendentes al LC. Así, el funcionamiento aberrante de la alerta fásica disminuiría 

la capacidad de reaccionar a estímulos salientes y gestionar un comportamiento y 

atención flexible en función de las demandas, como por ejemplo estímulos sociales, 

uno de los principales rasgos del TEA (revisado en 328). Los fármacos dirigidos al 

sistema NEérgico no son la primera línea de acción para este trastorno, pero aun así 

han demostrado ser útiles como tratamiento para los rasgos asociados al TEA329,330. 

Por último, los estudios sobre la neuromodulación en pacientes de TOC se han 

centrado tradicionalmente en las disfunciones del sistema serotoninérgico debido a 

la eficacia del tratamiento con inhibidores selectivos de la recaptación de 5-HT y a 

la asociación de ciertos polimorfismos del transportador de serotonina con la 

aparición del TOC. Sin embargo, estos tratamientos solo resultan efectivos en un 

50% de los casos, lo que sugiere que otros neurotransmisores podrían estar 

participando en la sintomatología de este trastorno. La evaluación de ciertos 

modelos animales utilizados para el estudio del TOC ha revelado que el sistema 
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DAérgico podría encontrarse hiperactivado en este trastorno. Wood y 

colaboradores han descrito recientemente la existencia de una desregulación 

dopaminérgica en un modelo de ratón ampliamente aceptado para el estudio del 

TOC (ratones knock-out SAPAP3). En estos ratones se observó un incremento del 

turnover de DA en la OFC lo que contribuye, probablemente, a la aparición de 

comportamientos compulsivos y con la inflexibilidad cognitiva característica de los 

afectados con TOC 331. Asimismo, se ha descrito que en ratones 

hiperdopaminérgicos, debido al bloqueo del transportador DAT, se observan 

comportamientos más rígidos y patrones de comportamiento compulsivos de un 

modo similar al que induce la administración de agonistas D1R 332. Asimismo, el 

tratamiento con el agonista D2R también parece producir un incremento de la 

compulsividad 333,334. La hipótesis de una posible hiperactividad dopaminérgica la 

avala la mejora de los síntomas observada en pacientes resistentes a inhibidores de 

la recaptación de serotonina (SSRI) tras el tratamiento conjunto con SSRI y 

antagonistas dopaminérgicos como la risperidona o el haloperidol 335–339. A 

diferencia del sistema DAérgico, no se han descrito evidencias directas de la 

participación del sistema NAérgico en la fisiopatología del TOC. Sin embargo, si se 

ha descrito la utilidad de la administración de tratamientos basados en inhibidores 

de la recaptación de 5-HT no selectivos como la clomipramina o la venlafaxina, que 

también son capaces de inhibir la recaptación de NE. Estos fármacos presentan 

mayores efectos secundarios, pero parecen ser más efectivos para el tratamiento 

de pacientes que han mostrado resistencia al tratamiento con únicamente SSRI 340–

343. 

A pesar de la de que ciertos resultados son discordantes, en conjunto estos datos 

demuestran la participación del sistema catecolaminérgico en los distintos 

trastornos del neurodesarrollo y la efectividad de los fármacos dirigidos a 

incrementar o bloquear su actividad. Sin embargo, es de vital importancia analizar 
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en mayor profundidad su papel en la fisiopatología de dichos trastornos y evaluar la 

interacción entre ambos sistemas y con otros sistemas de neurotransmisores con el 

objetivo de diseñar mejores tratamientos.  

5. Receptores acoplados a proteínas G 

Los receptores acoplados a proteínas G (GPCRs) o receptores de 7 dominios 

transmembrana (7-TM) son proteínas que constituyen la mayor familia moléculas 

de membrana implicadas en la transducción de señales. Prácticamente el 2% del 

genoma humano codifica para estos receptores, dando lugar a más de 1.000 

proteínas y el 90% ellas se encuentran en el Sistema Nervioso Central (SNC)344–346.  

Figura 13. Ligandos endógenos y vías de señalización medidas por la activación de GPCRs. 
Extraído de Dorsam y Gutkind, 2007. 
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Los GPCRs son capaces de mediar una gran variedad de cascadas de señalización 

celular en respuesta a la unión de un amplio abanico de ligandos endógenos y 

exógenos, como fotones, hormonas, neurotransmisores, nucleótidos, lípidos, 

proteínas, sustancias odorantes o azúcares 347. Estos receptores participan en la 

modulación de un elevado número de procesos fisiológicos. De hecho, 

aproximadamente un 80% de las hormonas y neurotransmisores implicados en la 

activación de vías de transducción de señales actúan mediante su unión a GPCRs 

(Figura 13). Debido a ello, el 35% de los fármacos comercializados actualmente 

ejercen sus efectos modulando la actividad de GPCRs, el 26% de los cuales tienen 

como diana el SNC 348.  

Investigaciones recientes han demostrado que la regulación y la señalización de los 

GPCRs presenta una mayor complejidad de la que se había descrito inicialmente. Se 

ha reportado la posibilidad de señalización mediante vías independientes de 

proteína G, la existencia de ligandos funcionalmente selectivos capaces de estimular 

preferencialmente ciertas vías de señalización a través de un mismo receptor 

(ligandos biased) y su aceptada capacidad de oligomerización con otros receptores 

o proteínas de otras familias tales como canales iónicos. En la actualidad los GPCRs 

son el foco de numerosos estudios centrados en diseñar nuevos fármacos más 

específicos y selectivos capaces de regular la actividad de los GPCRs acorde a su 

complejidad funcional asociada. 

5.1 Estructura de los GPCR 

Los GPCRs se caracterizan por un lado por compartir una estructura terciaria común 

con la presencia de siete segmentos α-hélice hidrofóbicos que atraviesan la 

membrana plasmática, y por otra por ser capaces de acoplarse a proteínas G 

heterotriméricas. Las α-hélices tienen una longitud de entre 25 y 35 residuos y los 

dominios que conforman cada una de ellas se hallan interconectados mediante 3 

bucles extracelulares (ECL1, ECL2 y ECL3) y 3 intracelulares (ICL1, ICL2 y ICL3). Los 
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GPCRs también presentan un extremo amino-terminal (N-terminal) extracelular, el 

cual participa en el reconocimiento y la unión del ligando al centro ortostérico 

(centro de unión de agonistas y antagonistas del receptor) y un extremo carboxilo-

terminal (C-terminal) intracelular que media la propagación de la señal actuando 

sobre elementos transductores de señales como las proteínas G 349. La correcta 

integración y orientación de la proteína se produce en el retículo endoplasmático y 

las α-hélices se insertan y estabilizan en la membrana lipídica debido a su 

hidrofobicidad. Finalmente, la estructura terciaria se forma gracias a interacciones 

específicas entre las α-hélices que dan lugar a una estructura compacta.  

La primera estructura cristalizada de un GPCR fue la del receptor de rodopsina 

bovina, mediante la cual se pudo describir la presencia de siete dominios α-hélice 

TM conectados por los distintos bucles intra- y extracelulares 350. Actualmente se 

han resuelto más de cien estructuras de GPCRs, la mayoría de ellos pertenecen a la 

clase A (véase apartado siguiente) de GPCRs, como el receptor de adenosina A2A 351 

y el receptor de adrenalina β2 352 entre otros. Poco después, se publicó la estructura 

cristalina del receptor de opsina acoplado a la proteína G, de este modo se avanzó 

en la interpretación de los cambios estructurales asociados a la transducción de 

señal de los GPCRs 353. Actualmente, numerosos esfuerzos se centran en resolver la 

estructura cristalizada de un mismo receptor en sus diferentes conformaciones 

(activo/inactivo) y/o unido a diferentes ligandos, o formando complejo con su 

propia proteína G, lo que permite avanzar en comprender las bases estructurales de 

la función de los GPCRs. En 2011 se publicó la estructura cristalina del complejo 

activo formado por el receptor β2-adrenérgico monomérico unido a la vez a un 

agonista y a una proteína Gαs 354. Posteriormente se cristalizó el receptor μ-opiode 

unido a la proteína inhibidora Gαi, lo que reveló diferencias en la posición del TM6 

respecto a los datos observados en complejos receptor-Gαs (Figura 14) 355, estas 
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diferencias estructurales podrían ser esenciales para la determinación de la 

especificidad de los receptores por las proteínas G.  

 

5.2 Clasificación de los GPCRs 

A lo largo de los años los GPCRs han sido clasificados en función de distintos criterios 

tanto estructurales como fisiológicos. Actualmente se acepta una clasificación 

basada en el análisis filogenético de los GPCRs presentes en vertebrados. Este 

sistema de clasificación apoya la teoría de que los GPCRs surgieron a partir de un 

único predecesor, que evolucionó desde moléculas simples en sus orígenes a la 

elevada complejidad asociada a la superfamilia de GPCRs en la actualidad. Esta 

clasificación es conocida como GRAFS por las iniciales de cada una de las cinco 

familias en las que se divide (Glutamato, Rodopsina, Adhesión, Frizzled/taste2 y 

Secretina) (Figura 15) 356,357: 

• Familia de la rodopsina o clase A: es la mayor familia de GPCRs e incluye 

receptores para una gran variedad de ligandos como, neurotransmisores y 

Figura 14. Estructura cristalizada del complejo μOR-Gαi (Koehl et al. 2018348) 
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hormonas entre otros. La homología entre los receptores de esta familia se 

limita a un número de residuos altamente conservados. El único residuo 

conservado corresponde a la arginina del motivo Asp-Arg-Tyr en el tercer 

dominio transmembrana y por tener un puente disulfuro que conecta el 

primer bucle extracelular con el segundo. Esta conexión entre ECL1 y ECL2 

parece ser vital para el plegamiento y estabilización de ciertas 

conformaciones de los receptores. En esta familia encontramos los 

receptores de adrenalina, dopamina e histamina entre muchos otros 358–360. 

• Familia de los receptores de secretina o clase B: incluye receptores para una 

variedad de hormonas peptídicas y neuropéptidos. Presentan un largo 

dominio N-terminal con múltiples cisteínas que forman una red de puentes 

disulfuro. Presentan en común con la familia A el puente disulfuro que 

conecta el ECL1 y ECL2 361. 

• Familia de los receptores de Glutamato o clase C: incluye receptores 

metabotrópicos de glutamato (mGluR) y receptores sensores de Ca2+, como 

receptores gustativos, olfativos y de feromonas. Presentan un gran dominio 

extracelular que contiene el centro ortostérico y un dominio rico en 

cisteínas. 

• Familia de receptores de adhesión: Se caracterizan por presentar un 

dominio N-terminal muy largo que contienen diversos dominios de 

Figura 15. Representación esquemática de la estructura de las principales familias de GPCRs. A: 
Clase A/ familia de rodopsina; B: Clase B/ familia secretina; C: Clase C/ Familia de receptores de 
glutamato. Extraído de George, 2002. 
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adhesión. Esta familia de receptores comparte una elevada similitud de 

secuencia entre las regiones TM con los receptores de la familia secretina. 

• Familia de los receptores frizzled/taste2: incluye receptores implicados en 

el control de la diferenciación, proliferación y polaridad celular durante el 

desarrollo embrionario, entre otros. 

5.3 Activación y vías de señalización de los GPCRs 

La activación de los GPCRs inducida por la unión de un ligando produce cambios 

conformacionales en el receptor que inducen reclutamiento y la regulación de la 

actividad de las proteínas G heterotriméricas citoplasmáticas. Sin embargo, la 

señalización mediada por los GPCRs es mucho más compleja y no se limita a su 

acoplamiento con las proteínas G, sino que se ha demostrado que estos receptores 

también son capaces de activar ciertas vías de señalización de manera 

independiente de proteína G 347(Figura 16).  

Figura 16. Representación esquemática de las vías de transducción de señales dependientes e 
independientes de proteína G mediadas por GPCRs. Extraído de Hilger et al. 2018340 
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5.3.1 Vías de señalización dependientes de proteína G 

La activación producida tras la interacción entre un ligando y un GPCR induce un 

cambio conformacional en el receptor que conlleva al reclutamiento y activación de 

la proteína G a la que se encuentra acoplada el GPCR en concreto 362. Las proteínas 

G son complejos heterotriméricos formados por tres subunidades distintas (α, β, γ). 

Existen cuatro tipos de subunidad α (Gαs, Gαi/o, Gαq/11 y Gα12/13) que pueden formar 

parte de la proteína G. Por su parte, se han descrito 5 y 12 tipos de subunidades Gβ 

y Gγ, respectivamente 363–365.  

En ausencia de ligando la proteína G heterotrimérica se encuentra en un estado 

inactivo, en este estado la subunidad Gα presenta gran afinidad de unión por el GDP 

(guanosina difosfato). Tras la unión de un ligando a un GPCR y la posterior activación 

de la proteína G el receptor actúa como GEF (guanosine exchanging factor) y se 

produce la liberación de la molécula de GDP con la subsiguiente unión de una 

molécula de GTP (guanosina trifosfato). Para que se produzca la liberación de la 

molécula de GDP es necesario que se produzca un cambio conformacional en la 

hélice α5 de la subunidad Gα junto con reajustes estructurales en la subunidad Gβ 

366. La unión del GTP a la subunidad Gα produce su disociación del receptor, así como 

del dímero Gβγ. A continuación, tanto la subunidad Gα como el dímero Gβγ son 

capaces de actuar sobre distintas moléculas efectoras y modular diversas vías de 

señalización (Figura 17) 349,365. 

La subunidad Gα posee actividad GTPasa intrínseca, mediante la cual es capaz de 

hidrolizar la molécula de GTP a GDP y fosfato y adquirir de nuevo un estado inactivo. 

De esta manera se finaliza la señalización y Gα se asocia nuevamente con el dímero 

Gβγ reconstituyendo el complejo heterotrimérico365. 
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Como se ha comentado anteriormente, existen distintos tipos de proteínas Gα, cada 

una de ellas es capaz de actuar sobre distintos efectores para modular distintas vías 

de señalización intracelulares. Las proteínas Gαq/11 producen la activación de la 

proteína PLCβ (fosfolipasa Cβ), la cual induce la hidrólisis del PIP2 (fosfatidilinositol 

4, 5-bisfosfato) presente en la membrana y se forman en consecuencia dos 

segundos mensajeros: DAG (diacilglicerol) e IP3 (inositol 1, 4, 5-trisfosfato). La 

formación de DAG produce la activación de la PKC (proteína quinasa C) mientras el 

IP3 estimula la liberación de Ca2+ de los depósitos intracelulares, y el Ca2+ liberado 

activa diversas quinasas dependientes de Ca2+. Por otra parte, las proteínas Gαs y 

Gαi/o estimulan o inhiben, respectivamente, la enzima adenilato ciclasa (AC), que 

cataliza la conversión de adenosina trifosfato (ATP) a adenosina monofosfato cíclico 

(AMPc), un importante segundo mensajero celular. Por último, Gα12/13 estimulan 

pequeñas GTPasas mediante la activación de factores intercambiadores de 

Figura 17. Ciclo de activación de la proteína G. Extraído de Syrovatkina et al., 2016358 
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nucleótidos de guanina 367. Estructuralmente, se ha descrito que la unión del 

receptor a la proteína G depende de la interacción del extremo C-terminal de la 

hélice α5 de la subunidad Gα en la cavidad creada por el movimiento del extremo 

citoplasmático del TM6 que se acerca a TM5 y se aleja de TM3 368. 

Por su parte, el dímero Gβγ generalmente era considerado como un estabilizador 

de la subunidad Gα, sin embargo, actualmente está ampliamente aceptada la 

participación de este complejo en la señalización celular. Efectivamente, Gβγ es 

capaz de regular en ciertos casos la AC y puede participar en la activación de la vía 

de las MAPK (mitogen activated protein kinase) 369.  

5.3.2 Vías de señalización independientes de proteína G 

Algunos GPCRs son capaces de señalizar mediante vías independientes a la 

activación de la proteína G. Esto se debe a la capacidad de estos receptores de 

interactuar con proteínas distintas a la proteína G heterotrimérica como las 

quinasas de GPCRs (GRK) o las β-arrestinas. Las GRK catalizan la fosforilación del 

receptor tras su activación y dicha fosforilación induce el proceso de reclutamiento 

de β-arrestinas. 

Se han descrito cuatro tipos de β-arrestinas en humanos. La distribución de las de 

tipo 1 y 4 se limita a la retina y a la glándula pineal y las de tipo 2 y 3 (conocidas 

como β-arrestina 1 y β-arrestina 2, respectivamente) se expresan de manera ubicua 

370. Los GPCRs de clase A presentar mayor afinidad por la β-arrestina 2, mientras que 

los de clase B parecen unirse con la misma afinidad a ambos subtipos. En el caso de 

GPCRs de clase A el complejo GPCR-β-arrestina el tiempo de unión es en torno a 10-

15 minutos, por lo que rápidamente son reciclados a membrana, en cambio los de 

clase B son reciclados lentamente371,372.  



 

65 
 

 I. Introducción 

La unión de β-arrestinas por una parte desacopla la proteína G del GPCR y hace que 

finalice su señalización, y por otro lado inicia un proceso conocido como 

internalización o endocitosis del receptor mediante la unión de clatrina y la 

formación de vesículas. Una vez internalizado, el receptor puede o bien ser 

ubiquitinizado y degradado en los lisosomas, o ser desfosforilado y reciclado de 

nuevo en la membrana, o simplemente permanecer en el interior de la célula e 

iniciar una señalización independiente de proteína G mediante el reclutamiento de 

distintas proteínas, esencialmente quinasas 372,373. 

De modo que las β-arrestinas pueden actuar como proteínas adaptadoras e inducir 

el tráfico e internalización del receptor, o bien interaccionar con proteínas quinasas 

activadas por mitógeno (MAPK) tales como las quinasas de señalización extracelular 

1 y 2 (ERK) y la quinasa 3 N-terminal c-Jun (JNK3) en endosomas tras la 

internalización del GPCR 374. Cabe destacar que ciertos estudios han reportado que 

la internalización no es necesaria para la señalización inducida por β-arrestinas. Se 

ha descrito que las distintas funciones de las β-arrestina vienen determinadas por 

una selectividad funcional dependiente del patrón de fosforilación o código de 

barres (barcode) del receptor por el cual está siendo reclutada. Es decir, la actuación 

de distintos subtipos de GRK, las cuales fosforilan regiones distintas determinaran 

que acción va a ser mediada tras el reclutamiento de β-arrestina (Figura 18) 375. Por 

ejemplo, en trabajos realizados con múltiples GPCRs se describe que se requiere la 

fosforilación por GRK2 y GRK3 para la internalización del receptor, mientras que la 

fosforilación por GRK5 y GRK6 es necesaria para la señalización vía ERK1/2 

dependiente de β-arrestina 376,377. La expresión de cada GRK es dependiente de 

tejido, así como del tipo celular. Por otra parte, el reclutamiento de una u otra GRK 

se produce de manera específica en función del ligando que activa al receptor.  

Es decir que la señalización de los GPCRs parece ser bimodal. Esta puede ser 

mediada por las proteínas G y/o por β-arrestinas tras la fosforilación inducida en 
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regiones específicas por GRK. El reclutamiento de GRKs específicas que 

determinaran el barcode es ligando específico, es decir, se reclutará uno u otra GRK 

según el ligando unido al receptor. Se ha descrito que los GPCRs pueden ser 

activados para favorecer una ruta u otra dependiendo del ligando que se encuentre 

interaccionando con el GPCRs. Este fenómeno se conoce como selectividad 

funcional (biased signalling). En ella distintos ligandos producen diferentes cambios 

conformacionales en el receptor de modo que pueden favorecer la activación de 

una u otra vía de señalización 378.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Fosforilación en regiones específicas (barcode) mediada por distintas isoformas de GRK 
inducen distintos efectos tras el reclutamiento de β-arrestinas. Extraído de Jean-Charles et al.,2017368. 
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5.4 Oligomerización de GPCRs 
 

Durante varios años los GPCRs fueron considerados entidades monoméricas ya que 

un solo GPCR es capaz de activar vías de señalización intracelulares específicas. A 

principios del 1980, debido a la existencia de distintas evidencias bioquímicas y 

biofísicas que no podían explicarse si los GPCRs eran considerados entidades 

individuales, se planteó la hipótesis de que estos receptores eran capaces de 

interaccionar entre ellos 379,380. Ciertamente, hoy en día una gran cantidad de 

estudios bioquímicos, estructurales y funcionales han demostrado que los GPCRs 

son capaces de interaccionar con otras proteínas. Así, pueden formar dímeros o 

complejos oligoméricos de orden superior y está ampliamente aceptado que el 

proceso de di- y oligomerización es esencial para el correcto funcionamiento de los 

receptores. 

Las primeras evidencias sobre interacciones receptor-receptor surgieron del estudio 

de la regulación por neuropéptidos de receptores de dopamina y serotonina381. 

Poco después, se demostró la existencia de un proceso de modulación recíproca 

entre receptores muscarínicos y adrenérgicos en células transfectadas con los 

receptores M2 y M3 mutados, en los que la porción C-terminal que contiene los 

segmentos TM6 y TM7 fue intercambiada entre ambos receptores. Tras la 

transfección individual de los mutantes no se observó ningún tipo de unión de 

ligandos, pero al transfectar ambos los receptores recuperaron la capacidad de unir 

ligandos de manera similar a los receptores no mutados (wild type; WT) 382. El hecho 

de que la coexpresión de dos receptores fuese capaz de regular su funcionalidad 

sugería de manera muy evidente la capacidad de interacción de ambos receptores 

a nivel molecular. 

Los GPCRs puede existir como homodímeros, cuando el complejo está formado por 

la interacción entre dos receptores idénticos. También pueden asociarse dos 
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receptores distintos, formando un heterodímero, o bien oligómeros cuando más de 

dos receptores participan en la formación del complejo. Este fenómeno confiere un 

nuevo nivel de complejidad a la señalización y regulación de los GPCRs. Se ha 

sugerido que la formación de estos complejos es un proceso dinámico en el cual se 

crean y destruyen continuamente y la presencia de los complejos depende de la 

densidad de receptores en cada caso383.  

Las interacciones entre GPCRs pueden darse mediante enlaces covalentes en forma 

de puentes disulfuro o no covalentes, en estas uniones participan los dominios 

extra- e intracelulares, así como los segmentos transmembrana 384,385. De hecho, los 

TM son las regiones que guían y determinan, mediante su interacción, la formación 

de los complejos 386 

Algunos autores defienden el dímero como la unidad mínima de señalización y que 

esta es la especie más común y estable en los GPCRs, sin embargo, diversos estudios 

han mostrado que ciertos receptores monoméricos son capaces de ser 

completamente funcionales en su activación de la proteína G, por ejemplo, es el 

caso de los receptores β2-adrenérgico, rodopsina y μ-opioide387–389. 

Los oligómeros son definidos como complejos macromoleculares formados por al 

menos dos unidades funcionales y la formación de dichos complejos tiene 

consecuencias esenciales en sus características funcionales. La IUPHAR (Unión 

Internacional de Farmacología Básica y Clínica) definió tres criterios consensuados 

para clasificar un complejo como un heterómero de GPCRs. El primer criterio indica 

el requerimiento de pruebas de la interacción física receptor-receptor; el segundo 

criterio exige que los heterómeros deben exhibir propiedades funcionales distintas 

de las de los protómeros que lo conforman y, el tercero y último, que la disrupción 

del heterómero debe generar la pérdida de las propiedades específicas de dicho 

heterómero. Los tres criterios deben cumplirse bien en cultivos primarios o bien en 

tejido nativo.  
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5.4.1 Relevancia funcional de los oligómeros de GPCRs 

Los GPCRs exhiben una elevada relevancia terapéutica debido a su participación en 

un gran número de respuestas fisiológicas, sobre todo en el SNC. Entre los procesos 

biológicos estudiados capaces de regular la función de los GPCRs surgió su capacidad 

de formar heterómeros y se mantiene como una importante área de estudio por su 

contribución a la heterogeneidad farmacológica de estos receptores. La importancia 

de la formación de complejos de GPCRs no se conoce bien. Aun así, hoy en día se 

sabe que su relevancia no se limita a las nuevas propiedades bioquímicas y a la 

modulación funcional a nivel de membrana plasmática, sino que, en ciertos casos, 

la dimerización juega un papel clave en la ontogenia, en la maduración del receptor 

y en el reciclaje de este.  

Los GPCRs se sintetizan y ensamblan en el retículo endoplasmático (ER), a 

continuación, son reclutados y almacenados en vesículas para su posterior 

transporte al aparato de Golgi y, finalmente, los receptores maduros son 

translocados hacia la membrana plasmática. La salida del ER es un paso crucial que 

controla la expresión de los GPCRs en la superficie celular y la formación de 

oligómeros puede ocurrir durante estos primeros pasos de biosíntesis. De hecho, se 

ha descrito que en ciertos casos la oligomerización es esencial para poder ser 

liberados desde el ER hacia el aparato Golgi (Figura 19). Se ha reportado que la 

formación de oligómeros, en muchos casos, permite que se enmascaren señales de 

retención específicas y ciertos segmentos hidrofóbicos que impiden la liberación del 

ER 390–393. Un claro ejemplo de este fenómeno es el del receptor GABA tipo B 

(GABAB). Este receptor está compuesto por dos subunidades, la subunidad GABAB1 

y la GABAB2. Si la subunidad GABAB1 se expresa sola, ésta queda secuestrada en el 

ER por una secuencia de retención en el extremo C-terminal. En cambio, la 

subunidad GABAB2 sí es capaz de llegar a la superficie celular pero una vez allí el 

receptor no es funcional. La heteromerización de ambas subunidades permite 
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enmascarar la secuencia de retención de GABAB1 y la movilización de un receptor 

funcional hacia la membrana 394,395.  

La formación de oligómeros también puede afectar a la internalización de los 

receptores que forman el complejo. La estimulación de un solo protómero en el 

complejo puede inducir su co-internalización, incluso cuando la endocitosis no se 

produce en los receptores en su forma individual. Por el contrario, también se ha 

descrito que la presencia en el complejo de un protómero resistente a la 

internalización en respuesta a la estimulación con un agonista también puede 

inhibir la internalización del complejo 396,397. Un ejemplo claro de este fenómeno es 

el caso del receptor de tromboxano A2, existen dos isoformas de este receptor, 

Figura 19. Participación funcional de la oligomerización en el cicló de vida de los GPCRs. Extraído de 
Terillon y Bouvier, 2004386. 
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cuando la isoforma TPα se expresa sola no sufre endocitosis constitutiva ni inducida 

por ligando, pero sí cuando heteromeriza con la isoforma TPβ 398. 

Asimismo, como se ha comentado anteriormente, la formación de oligómeros de 

GPCRs implica la formación de una nueva entidad funcional asociada a un perfil 

farmacológico específico. Este nuevo perfil farmacológico define lo que se conoce 

como huella bioquímica o fingerprint del heterómero, que una vez evaluado in vitro, 

puede ser utilizado para detectar los oligómeros en tejido nativo. Estas nuevas 

características surgen como consecuencia de las modulaciones alostéricas que 

ejercen los protómeros entre ellos. El alosterismo en los GPCRs, se puede definir 

como un proceso donde la interacción de un ligando en un lugar específico de un 

receptor o complejo modifica la capacidad de unión o la funcionalidad de ese mismo 

ligando u otro distinto que se va a unir en un lugar distinto. Cuando los GPCRs se 

encuentran formando dímeros se asume que existe una interacción alostérica entre 

los protómeros que se traduce en la presencia de una cooperatividad entre ellos a 

distintos niveles 397.  

Así, es posible que la mera interacción entre protómeros genere cambios en la 

afinidad de un receptor por un ligando determinado. Este hecho se ha observado, 

por ejemplo, en los receptores δ-opioide y μ-opioide. George y colaboradores 

observaron que la afinidad detectada para distintos ligandos en los receptores 

individuales se veía modificada cuando se co-expresaban399. También se ha descrito 

que la activación de uno de los protómeros es capaz de modular positiva o 

negativamente la eficacia de señalización o la afinidad del otro protómero/s. Esta 

interacción suele producirse de manera bidireccional, aunque en algunos casos 

puede ser unidireccional. Algunos ejemplos de modulación negativa a nivel 

funcional es la observada entre los protómeros de los heterómeros α₁BR-D₄R y β₁R-

D₄R, donde la activación de D₄R disminuye la activación de la vía de las MAPK 

inducida por ligandos adrenérgicos 400 
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Otra importante característica es que la formación de complejos oligoméricos 

también puede dar lugar a un cambio en la selectividad funcional (biased signaling) 

de los protómeros. Es decir, no solo afecta a la afinidad del receptor por su ligando, 

sino que también puede alterar la capacidad de un ligando de inducir de manera 

selectiva una vía de señalización específica. Esto puede producirse mediante la 

alteración del acoplamiento a proteínas efectoras o bien modificando la potencia 

del receptor para activar ciertas vías. Por ejemplo, se ha descrito que el heterómero 

D2R-CB1R se encuentra acoplado a proteína Gαs, en cambio los receptores 

individuales se acoplan a proteína Gαi 401. De manera similar, el receptor D1, el cual 

señaliza a través de Gαs, también es capaz de modificar su selectividad cuando 

interacciona con otros receptores. Así, cuando interacciona con el receptor de H3 de 

histamina su señalización es mediada por Gαi y por Gαq cuando forma heterómeros 

con D2R 402,403.  

Los datos expuestos en este apartado ponen de manifiesto la elevada relevancia 

funcional de la formación de oligómeros de GPCRs. Este fenómeno eleva en gran 

medida la complejidad de la señalización mediada por GPCRs y numerosas 

investigaciones están centradas en definir nuevos complejos y comprender las 

características funcionales de estos y su posible participación en procesos 

patológicos. Como se ha explicado anteriormente, una gran cantidad de fármacos 

comercializados presentan como diana terapéutica un GPCR. Sin embargo, 

actualmente estos fármacos asumen que los GPCRs actúan como entidades 

individuales, el estudio de los oligómeros presenta un gran abanico de posibilidades 

para desarrollar nuevos fármacos más específicos para cada complejo, que 

disminuyan así los efectos secundarios 404.  
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La atención es un proceso cognitivo de orden superior que nos otorga la capacidad 

de filtrar información irrelevante para dedicar los recursos necesarios al 

procesamiento y la generación de respuestas de señales relevantes. La corteza 

prefrontal (PFC) es un punto neurálgico para la modulación de los sistemas 

atencionales y de las funciones ejecutivas. La funcionalidad de la PFC es finamente 

regulada por complejos sistemas de neurotransmisores, siendo especialmente 

relevante el sistema catecolaminérgico. Así, la noradrenalina (NE) y la dopamina 

(DA) ejercen efectos complementarios en el refuerzo y la regulación de las 

conexiones de la PFC mediante la activación diferencial de distintos receptores 

acoplados a proteína G (GPCRs). Distintos estudios farmacológicos y bioquímicos 

apoyan la participación del sistema DAérgico y NEérgico y sus receptores en la 

fisiopatología de diversos trastornos neuropsiquiátricos tales como los trastornos 

del neurodesarrollo. 

Hoy en día, está plenamente aceptado que GPCRs de la misma o diferentes familias 

pueden interaccionar entre sí para generar homo- o heterooligómeros que 

representan una nueva entidad funcional con características bioquímicas y 

farmacológicas únicas (fingerprint molecular y bioquímico). Por consiguiente, los 

heterómeros de GPCRs pueden considerarse nuevas dianas farmacológicas. 

Múltiples estudios han puesto de manifiesto la capacidad de los receptores de DA 

para formar complejos oligoméricos entre ellos y con otras familias de receptores, 

lo que sugiere un papel clave del proceso de oligomerización en la regulación de la 

señalización DAérgica.  

En base a esto, la Hipótesis planteada en esta Tesis Doctoral es que los efectos 

complementarios de la DA y la NE son regulados, en cierta medida, por interacciones 

intramoleculares en complejos formados por sus receptores. Así, el estudio de los 

efectos coordinados entre estos neurotransmisores y la regulación ejercida por sus 

receptores puede contribuir a una mayor comprensión de la modulación de los 
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procesos atencionales a nivel molecular y a elucidar como alteraciones en su 

señalización participan en la aparición de distintas patologías neuropsiquiátricas.  

Teniendo en cuenta esta hipótesis, se planteó como objetivo general evaluar la 

capacidad del receptor adrenérgico α1A para formar heterodímeros con receptores 

de dopamina, así como caracterizar las consecuencias funcionales que tendría la 

formación de estos complejos. Para ello, se plantearon dos objetivos específicos: 

Objetivo 1: Estudiar las interacciones del receptor de dopamina D4.4 así como de la 

variante vinculada a TDAH, D4.7R, con el receptor adrenérgico α1A y establecer si 

forman complejos heteroméricos. 

En el caso de que estos receptores formen heterodímeros se planteó: 

• Objetivo 1.1: Investigar las consecuencias funcionales de la formación de 

los complejos evaluando la capacidad de α1AR para modular la señalización 

de D4R y viceversa en cultivos celulares y en corteza prefrontal (PFC) y 

estriado de rata. 

• Objetivo 1.2: Evaluar si existen diferencias en la interacción funcional entre 

las variantes de D4R (D4.4R y D4.7R) con α1AR que puedan contribuir a una 

mayor comprensión de la fisiopatología del TDAH. 

Objetivo 2: Estudiar las posibles interacciones entre los receptores de dopamina D1-

like con el receptor adrenérgico α1A en cultivos celulares, corteza prefrontal (PFC) y 

estriado de rata y establecer si forman complejos heteroméricos 

En el caso de que estos receptores formen heterodímeros se planteó: 

• Objetivo 2.1: Definir las nuevas propiedades bioquímicas y funcionales que 

caracterizan al heterodímero D1R-α1AR. 
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1. Animales de experimentación  

Se utilizaron ratas Sprague Dawley macho de 2 meses de edad del servicio de animales 

de la facultad de Biología (Universidad de Barcelona). Se colocaron dos animales por 

jaula y se mantuvieron con ciclos de 12 horas de luz/oscuridad con comida y agua 

disponible ad libitum. Los experimentos se realizaron durante el ciclo de luz. Todos los 

procedimientos han sido aprobados por el Comité Ético Catalán para el Uso de Animales 

(CEAA / DMAH 4049 y 5664). 

2. Vectores de expresión y proteínas de fusión  

Se utilizaron cDNAs humanos que codifican para los receptores de estudio clonados en 

el vector de expresión pcDNA3.1 (InvitrogenTM Life technologies, Waltham, MA, EE. UU). 

El cDNA fue amplificado por PCR sin el codón de parada utilizando cebadores específicos 

sentido y antisentido que contienen sitios de restricción únicos para los enzimas EcoRI 

y BamHI. A continuación, los fragmentos obtenidos se subclonaron para estar en pauta 

de lectura con las proteínas Rluc o YFP en los lugares de restricción EcoRI y BamHI en 

los vectores pRluc-N1 (Rluc) y/o pEYFP-N1 (YFP) en el caso de los receptores y Rluc8 en 

el caso de la proteína β arrestina-2. Mediante este proceso se obtuvieron los plásmidos 

que expresan los receptores fusionados por su extremo C-terminal a la proteína 

fluorescente (YFP) o bioluminiscente (Rluc). Por medio del mismo procedimiento 

también se obtuvieron proteínas de fusión del receptor D1, α2A y α1A fusionados a las 

hemiproteínas C-Venus y N-Venus (correspondientes a las partes C- i N-terminal de la 

proteína fluorescente Venus). Para los ensayos de activación de proteína G se utilizaron 

las siguientes construcciones de proteínas G humanas: Gαi1-RLuc8 con la Rluc8 insertada 

en la posición 91, Gαs-RLuc8 con la Rluc8 insertada en la posición 67, Gαq-RLuc8 con la 

Rluc8 insertada en la posición 97, Gγ2-Venus con la proteína mVenus fusionada en su 

extremo N terminal y la subunidad Gβ1 nativa. Estas construcciones fueron cedidas por 

el laboratorio del doctor Sergi Ferré (NIDA, Baltimore, MD, EE. UU.).  
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3. Cultivos celulares i transfección  

Se utilizaron células procedentes de riñón de embrión humano (HEK-293 T) y dos líneas 

celulares HEK-293 T que expresan de manera inducible las variantes del receptor D4 (D4.4 

y D4.7) cedidas por el doctor Sergi Ferré (NIDA, Baltimore, MD, EE. UU.). Todas las líneas 

celulares se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle Medium, Gibco; 

Paisley, Escocia, Reino Unido) suplementado con L-Glutamina 2 mM, aminoácidos no 

esenciales (MEM non essentials amino acids solution 1/100), 100 unidades/ml de 

penicilina/estreptomicina 50 (P/S) (Invitrogen; Paisley, Escocia, Reino Unido) y 5% de 

suero fetal bovino (FBS) (Gibco; Paisley, Escocia, Reino Unido) inactivado por calor. Las 

células se mantuvieron a 37°C en una atmosfera húmeda con un 5% de CO2. Las líneas 

celulares inducibles se mantuvieron mediante la adición de 50 μg/ml de higromicina y 

15 μg/ml de blasticidina al medio de cultivo. Estas células se obtuvieron mediante el 

sistema Flp‐In T‐Rex y expresan las variantes del receptor D4 después de la inducción 

con 250 ng/ml de tetraciclina 18-24 horas previas al experimento. Las células se han 

pasado dos veces por semana cuando se encontraban en una confluencia del 80-90%.  

Las células fueron transfectadas transitoriamente con los cDNA correspondientes 

mediante el método de la polietilenimina (PEI) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU). 

Según el protocolo de transfección, cada cDNA fue diluido en una solución de NaCl 150 

mM, mientras que el reactivo de PEI 40 mM fue diluido 1/20 en NaCl 150 mM en un 

volumen total igual a la solución de cDNA-NaCl. A continuación, se unieron ambas 

soluciones y una vez transcurridos 10 minutos, la mezcla se añadió a las células 

plaqueadas en medio DMEM no suplementado. Las células se incubaron durante 4 

horas a 37°C, en una atmosfera húmeda con un 5% CO2, transcurrido este tiempo se 

reemplazó el medio por DMEM-suplementado. Para la transfección transitoria también 

se utilizó un segundo método de transfección, el de Lipofectamina 2000 (Invitrogen; 

Paisley, Escocia, Reino Unido). La Lipofectamina 2000 fue diluida en medio Opti-MEM 
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de acuerdo con las recomendaciones de la casa comercial, y cada cDNA fue diluido en 

un volumen total de Opti-MEM igual a la solución de Lipofectamina 2000-Opti-MEM. 

Seguidamente, se mezclaron las dos soluciones y tras 15 minutos se incorporó la mezcla 

a las células en medio Opti-MEM no suplementado. Transcurridas 4 horas de incubación 

se substituyó por medio DMEM suplementado. Los experimentos se realizaron 48 horas 

después de la transfección.  

4. Péptidos transmembrana (péptidos TAT-TM) 

Los péptidos transmembrana fueron utilizados como moléculas disruptivas de los 

oligómeros. Son péptidos derivados del transactivador de la transcripción del VIH (TAT) 

(aminoácidos 47-57: YGRKKRRQRRR) fusionados a diferentes péptidos con la secuencia 

aminoacídica correspondiente a los dominios transmembrana (TM) de los receptores 

(Peptide Synthesis Facility, Universidad Pompeu Fabra, Barcelona). El péptido TAT es 

capaz de penetrar las células y unirse al fosfatidilinositol (4,5) bisfosfato presente en la 

cara interna de la membrana, lo que permite la inserción de los péptidos que lleva 

fusionados 405. Para que la inserción de los péptidos en la membrana se produzca en la 

orientación adecuada, el péptido TAT del VIH se fusionó al extremo N-terminal de las 

secuencias correspondientes a los dominios TM4 y TM6, en cambio fueron fusionados 

al extremo C-terminal para los dominios TM5 y TM7. Las secuencias de aminoácidos de 

cada péptido utilizado fueron:  

➢ TAT‐TM4 de D4R: RRRQRRKKRGYGSRRQLLLIGATWLLSAAVAAPVLCGL 
➢ TM5‐TAT de D4R: YVVYSSVCSFFLPCPLMLLLYWATFYGRKKRRQRRR 
➢ TAT‐TM6 de D4R: RRRQRRKKRGYVLPVVVGAFLLCWTPFFVVHI 
➢ TM7‐TAT de D4R: LVSAVTWLGYVNSALNPVIYTVFNAYGRKKRRQRRR 

 
➢ TAT‐TM4 de D1-likeR: RRRQRRKKRGYGSRRQLLLIGATWLLSAAVAAPVLCGL 
➢ TM5‐TAT de D1-likeR: YVVYSSVCSFFLPCPLMLLLYWATFYGRKKRRQRRR 
➢ TAT‐TM6 de D1-likeR: YGRKKRRQRRRTLSVIMGVFVCCWLPFFISNCMVPFC 
➢ TM7‐TAT de D1-likeR: LVSAVTWLGYVNSALNPVIYTVFNAYGRKKRRQRRR 

 
➢ TAT‐TM4 de α1R: RRRQRRKKRGYLMALLCVWALSLVISIGPLFGWRQ 
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➢ TM5‐TAT de α1R: PGYVLFSALGSFYLPLAIILVMYCYGRKKRRQRRR 
➢ TAT‐TM6 de α1R: RRRQRRKKRGYLGIVVGCFVLCWLPFFLVMPIGSF 
➢ TM7‐TAT de α1R: TVFKIVFWLGYLNSCINPIIYPCSYGRKKRRQRRR 

Estos péptidos se utilizaron para demostrar la existencia y la especificidad de los 

heterómeros tanto en sistemas heterólogos como en tejido. Como se ha explicado, 

estos péptidos están formados por la secuencia aminoacídica de cada TM, por lo que se 

van a unir al segmento o segmentos transmembrana del otro protómero que se 

encuentra implicado en la heteromerización. De este modo, ocupa el lugar donde se 

uniría y evita la formación del complejo y provoca la pérdida de las características 

bioquímicas específicas del heterómero o de la señal detectada debida a su 

heteromerización (BiFC).  

5. Ensayos de transferencia de energía bioluminiscente por 

resonancia (BRET) 

Los ensayos de transferencia de energía de resonancia son técnicas biofísicas basadas 

en la transferencia de energía desde una 

molécula excitada (donadora) a una 

molécula próxima que absorbe la energía del 

donador (aceptor) y emite fluorescencia a 

una longitud de onda característica406. Estas 

técnicas permiten demostrar la interacción 

directa entre GPCRs en células vivas. La 

técnica de BRET utiliza la enzima Rluc 

(Renilla-type luciferase; EC 1.13.12.5) que 

cataliza la oxidación del sustrato coelenterazina H (PJK GmbH; Kleinblittersdorf, 

Alemania) y emitir así energía bioluminiscente que excitará a la proteína fluorescente 

YFP, siempre y cuando se encuentren suficientemente cerca (<10 nm) (Figura 20). 

Figura 20. Representación esquemática de la 
técnica de BRET1 
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Para los ensayos de BRET, las células han sido cotransfectadas con una cantidad 

constante del cDNA correspondiente al receptor fusionado a la Rluc y con cantidades 

crecientes de cDNA que codifica para el receptor fusionado a YFP. Tras 48 horas de la 

transfección se eliminó el medio y se lavaron las células dos veces con tampón Hank’s 

balanced salt solution (HBSS) (140 mM NaCl, 5 mM KCl, 1,2 mM CaCl2, 0,4 mM, MgSO4-

7H2O, 0,5 mM MgCl2-6H2O, 0,3 mM Na2HPO4, 0,4 mM KH2PO4 y 4 mM NaHCO3, pH 7,4) 

suplementado con glucosa al 1%. A continuación, fueron desenganchadas de las placas, 

centrifugadas y resuspendidas en el mismo tampón. La concentración de proteína en 

cada alícuota se determinó mediante el ensayo de Bradford (Bio-Rad; Múnich; 

Alemania) utilizando seroalbúmina bovina como patrón.  

Para la cuantificación de la fluorescencia se distribuyeron 20 µg de proteína en placas 

negras de 96 pozos con fondo transparente. La fluorescencia se midió como la emisión 

a 530 nm tras la excitación a 480 nm en un lector de placas Mithras LB 940 (Berthold 

Technologies; Alemania). La fluorescencia del receptor-YFP se determinó como la 

fluorescencia de la muestra menos la fluorescencia de las células transfectadas 

únicamente con el receptor fusionado a Rluc. Por otro lado, para las medidas de BRET 

las células se distribuyeron (20 µg de proteína/pozo) en placas blancas de 96 pocillos 

con fondo opaco y se añadieron 5 μM de coelenterazine H (sustrato de la luciferasa, 

Invitrogen). Un minuto después de la adición de la coelenterazine H se realizaron las 

lecturas en el Mithras LB 940. La señal de BRET se determinó como la ratio entre la luz 

emitida por la YFP (530 nm) y la emitida por la coelenterazine H (485 nm). La expresión 

de Rluc se cuantificó 10 minutos después de la adición de la coelenterazine H. El BRET 

neto se define como (Emisión530/Emisión485)-Cf, Cf representa al valor de 

(Emisión530/Emisión485) para las muestras transfectadas únicamente con el receptor 

fusionado a Rluc. El BRET se expresa como unidades de miliBRET (mBU; BRET neto x 

1.000). Los resultados fueron ajustados por regresión no lineal a la ecuación de 
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Langmuir mediante el software GraphPad Prism 8 (GraphPad Prism Software Inc., San 

Diego, CA, EE.UU.).  

5.1 Ensayos de BRET de activación de proteína G y reclutamiento de 

β arrestinas 

Con el objetivo de estudiar el efecto del tratamiento con ligandos sobre la activación de 

distintos subtipos de proteína Gα y sobre el reclutamiento de β arrestinas se realizaron 

variaciones de los ensayos de BRET.  

Para los ensayos de activación de proteína G 

se transfectó el vector de expresión que 

codifica para la subunidad Gα-Rluc8 

(molécula donadora de BRET y la subunidad 

Gγ2-mVenus (molécula aceptora), juntamente 

con la subunidad Gβ1 las construcciones del 

receptor/es de interés (Figura 21). Para el 

estudio del reclutamiento de β arrestinas la 

pareja de BRET se conforma por la proteína β 

arrestina-2 fusionada a Rluc8 y el receptor α1A 

fusionado a YFP, y estas construcciones se 

cotransfectaron con el cDNA de la variante 

D4R de interés en cada caso.  

La activación de la proteína G y el reclutamiento de β arrestina-2 se cuantifican como 

los cambios producidos en la señal de BRET tras el tratamiento dosis-respuesta con 

múltiples ligandos. El reclutamiento de β arrestina-2 produce un acercamiento entre el 

receptor, fusionado a YFP, y la β arrestina-2, fusionada a Rluc, de modo que, tras la 

activación con los ligandos, debido a dicho acercamiento, se produce un incremento 

Figura 21. Representación esquemática del 
ensayo de BRET de activación de proteína G. 
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cuantificable de la señal de BRET. En el caso de los ensayos de activación de proteína G, 

la transferencia de energía se produce entre las subunidades Gα-Rluc8 y Gγ2-Venus 

(Figura 21). Se ha descrito que la activación de la proteína G heterotrimérica produce 

un reordenamiento entre sus subunidades 349,362, este reordenamiento da lugar a 

cambios cuantificables en la señal de BRET. En este caso, los cambios en la señal de BRET 

inducidos por ligandos pueden ser tanto positivos como negativos dependiendo de la 

posición en la que Rluc8 se encuentra insertada. El reordenamiento inducido por la 

unión del ligando puede producir que la región donde se encuentra insertada la Rluc8 

en cada caso se acerque o se aleje de la subunidad Gγ2Venus (Figura 22). En el caso de 

las construcciones utilizadas en esta tesis, la activación de las subunidades Gαi1 y Gαq 

(con la Rluc8 insertada en la posición 91 y 97, respectivamente) producen una 

disminución en los valores de BRET y generan curvas sigmoidales de dosis-respuesta 

negativas. En cambio, la activación de la subunidad Gαs (Rluc8 insertada en la posición 

67) induce un incremento en dichos valores 362,407. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Representación esquemática del reordenamiento de las distintas subunidades de la proteína 
G heterotrimérica inducida por la activación del receptor. Extraído de Galés et al. 2006. 
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Para la realización de estos ensayos se siguió un protocolo similar al descrito por 

Sánchez-Soto 107. Las células fueron lavadas con HBSS 0,1% glucosa, centrifugadas para 

eliminar el medio de cultivo y resuspendidas en el mismo tampón. Se distribuyeron 

aproximadamente 200.000 células/pozo en placas de 96 pozo (blancas con fondo 

opaco) y se añadieron 5 μM coelenterazine H a cada pozo. Dos minutos después de la 

adición de la coelenterazine H se agregaron distintas concentraciones de los agonistas 

con el objetivo de obtener curvas de dosis-respuesta, los antagonistas fueron agregados 

10 minutos antes del tratamiento con agonistas. La fluorescencia del aceptor fue 

cuantificada en el lector Mithras LB 940, de igual modo que en el ensayo de BRET, para 

comprobar que el nivel de expresión entre experimentos se mantenía constante. 

Paralelamente, la señal de BRET del mismo grupo de células se determinó en un lector 

de placas PHERAstar Flagship (BMG Lab technologies, Offenburg, Alemania). La señal 

fue cuantificada como la ratio entre la luz emitida por mVenus (ensayos de activación 

de proteína G) o la YFP (ensayo de reclutamiento de β arrestina) (530 nm) y la señal 

emitida por la Rluc (485 nm). El efecto inducido por el ligando se calculó como el cambio 

en la señal de BRET observado tras la adición de los ligandos (ratio de BRET obtenido 

tras el tratamiento – ratio de BRET en ausencia de tratamiento). Las curvas de BRET 

fueron ajustadas a la ecuación de Lanmuir por regresión no lineal, mediante el software 

GraphPad Prism 8 (GraphPad Prism Software Inc., San Diego, CA, EE.UU.). 
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6. Ensayos de complementación bimolecular fluorescente 

Para la realización de los ensayos de complementación bimolecular fluorescente (BiFC) 

las células se cotransfectaron con los cDNA 

de los receptores correspondientes 

fusionados a las hemiproteínas C- y N- 

terminal de la proteína fluorescente Venus. Si 

los dos receptores están interaccionando, las 

hemiproteínas se encontrarán 

suficientemente cerca para que la proteína 

Venus sea reconstituida de manera que se 

podrá detectar una señal de fluorescencia 

(Figura 23). Transcurridas 48 horas de la transfección, las células fueron lavadas dos 

veces con tampón HBSS suplementado con glucosa al 1%. A continuación, fueron 

desenganchadas de la placa, centrifugadas y resuspendidas en el mismo tampón. 

La concentración de proteína en cada alícuota se determinó mediante el ensayo de 

Bradford (Bio-Rad Laboratories, Hércules, CA, EE. UU.). Para la cuantificación de la 

fluorescencia 20 µg de proteína fueron distribuidos en placas negras de 96 pozos con 

fondo transparente. Las lecturas de fluorescencia se realizaron en un lector de placas 

Mithras LB 940 (Berthold Technologies; Alemania). Para el estudio del efecto de 

péptidos transmembrana sobre la BiFC, las células fueron tratadas con los péptidos (4 

µM) disueltos en medio DMEM sin suplementar durante 4 horas antes de iniciar el 

experimento.  

Figura 23. Representación esquemática de la 
técnica de BiFC. 
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7. Ensayos de ligación in situ por proximidad (PLA) 

Los cerebros de rata fueron fijados mediante inmersión en una disolución de 

paraformaldehído (PFA; Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, EE. UU.) al 4% 

durante una hora a 4°C. A continuación, se lavaron las muestras con tampón TBS (50 

mM Tris‐HCl, 0,9% NaCl, pH 7,8) y se criopreservaron en una disolución de sacarosa al 

30% durante 48 horas a 4°C y almacenadas a -20°C. Utilizando un criostato de 

congelación (Leica Jung CM‐3000), se seccionaron los cerebros coronalmente en cortes 

de 20 μm de grosor. Los cortes se montaron en portaobjetos de vidrio y fueron 

congelados hasta su utilización.  

El ensayo de PLA nos permite detectar heterómeros en muestras de tejido nativo. Para 

la realización de estos ensayos, los cortes fueron descongelados a 4°C, se lavaron en 

PBS y permeabilizados durante 10 minutos con PBS que contenía 0,01% de Triton X-100 

y fueron lavados de nuevo con PBS. Los heterómeros fueron detectados mediante la 

utilización del kit de detección de PLA in situ Duolink II (OLink; Bioscience, Uppsala, 

Suecia) siguiendo las instrucciones del proveedor. Se utilizaron anticuerpos primarios 

específicos para los receptores α1A y D4R [(anti-α1AR de ratón (Thermo Scientific, 

Fremont, California) y anti-D4R de cabra (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 

California)], ambos a una concentración 1/100. A continuación, los cortes fueron 

incubados con sondas de PLA capaces detectar los anticuerpos primarios. Estas sondas 

están formadas por anticuerpos secundarios unidos a un oligonucleótido, uno de ellos 

Figura 24. Esquema del funcionamiento de la técnica de PLA. Kit Duolink II (OLink; Bioscience, Uppsala, 
Sweden) 
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contiene el oligonucleótido de la secuencia PLUS y el otro MINUS que son 

complementarios entre sí. Las sondas utilizadas en nuestros ensayos fueron una sonda 

Duolink II anti-raton PLUS y una sonda Duolink II anti-cabra MINUS. Mediante la adición 

de una ligasa los oligonucleótidos forman una cadena DNA que, tras la acción de una 

polimerasa y nucleótidos marcados, se amplificará generando un producto detectable 

(puntos rojos de PLA; Figura 24). Las muestras se montaron utilizando un medio de 

montaje que contenía el marcador de núcleos DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol 

diclorhidrato), un colorante fluorescente capaz de teñir el ADN (Thermo Fisher).  

Finalmente, las muestras se observaron en un microscopio confocal Leica TCS SP2 (Leica 

Microsystems, Alemania) equipado con un objetivo de inmersión en aceite 63X (N.A. 

1.4) y líneas láser de 405 nm y 561 nm. Para cada campo de visión se adquirieron 

imágenes en dos canales distintos (uno para cada marcaje, azul para los núcleos y rojo 

para la señal de PLA) y siguiendo el eje Z con una distancia entre imágenes de 1 μm. Las 

imágenes fueron procesadas mediante el software ImageJ (National Institutes of Health, 

Bethesda, MD, EE.UU.). La cuantificación de las células que contenían uno o más puntos 

rojos frente al número total de células (total de núcleos azules) se determinó utilizando 

el programa Fiji (https://fiji.sc/). Se contaron el número de células que contienen uno o 

más puntos rojos frente al total de células (número de núcleos en azul) y la ratio (r, 

número de puntos rojos/célula) en las células que contienen puntos. 

https://fiji.sc/
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8. Determinación de AMPc intracelular  

El ensayo de determinación de AMPc intracelular se llevó a cabo utilizando un kit 

LANCE® Ultra cAMP (PerkinElmer, Waltham, MA, EE.UU.) técnica se basa en la 

transferencia homogénea de energía de fluorescencia resuelta en el tiempo (HTRF). El 

principio de este ensayo es la detección de una señal TR-FRET (transferencia de energía 

de fluorescencia resuelta en el tiempo) entre el AMPc marcado con europio (Eu), que 

excitado a una longitud de onda entre 320-340 nm es capaz de emitir a radiación de 615 

nm, y un fluoróforo unido a los anticuerpos contra AMPc que absorbe la energía de 

emisión del Eu y emite a una longitud de onda de 665 nm. Durante el experimento se 

produce una competición entre el AMPc-Eu y el AMPc intracelular por la unión a los 

anticuerpos marcados con el fluoróforo, lo que induce cambios detectables en la señal 

de TR-FRET (Figura 25). Se determinó la fluorescencia a 665 nm mediante un lector de 

microplacas PHERAstar Flagship equipado con un módulo óptico para HTRF (BMG Lab 

Technologies, Offenburg, Alemania). 

El experimento se realizó con células HEK-293 T transfectadas con los cDNA para los 

receptores de interés. El medio de cultivo de las células se cambió por medio sin 

suplementar 4 horas antes del inicio del ensayo. Pasado este tiempo, se disgregaron y 

recogieron las células y, tras su centrifugación, se resuspendieron en medio en medio 

Figura 25. Fundamento del ensayo de determinación de AMPc intracelular. Extraído de 
Perkinelmer.com). 
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de cultivo que contenía una disolución de HEPES 5 mM, zardaverina (inhibidor selectivo 

de las fosfodiesterasas 3 y 4) 32 μM y BSA 0,1%, pH 7,4. A continuación, se sembraron 

1.500 células/pozo en microplacas de 384 pozos y se trataron con los ligandos 

correspondientes. Las células fueron pretratadas con los antagonistas/vehículo durante 

15 minutos y seguidamente estimuladas con los agonistas, también durante 15 minutos. 

En el caso del estudio de la señalización mediada por proteína Gi las células se trataron 

durante 15 minutos con forskolina (activador de la adenilato ciclasa) tras el tratamiento 

con los agonistas. La placa se leyó en el lector PHERAstar Flagship equipado con un 

módulo óptico para HTRF (BMG Lab Technologies, Offenburg, Alemania) tras 1 hora de 

incubación a temperatura ambiente con los anticuerpos específicos para AMPc.  

9. Determinación de liberación de calcio intracelular 

Para determinar la concentración de calcio intracelular las células HEK-293 T fueron 

cotransfectadas además de con el cDNA codificante para los receptores con el sensor 

de calcio GCaMP6 (Addgene, Cambridge, MA, EE. UU.), el cual es capaz de emitir 

fluorescencia tras su unión con Ca2+ 408. Las células se lavaron con tampón Locke’s sin 

Mg2+ (NaCl 154 mM, KCl 5,6 mM, NaHCO3 3.6 mM, CaCl2 2,3 nM, glucosa 5,6 mM, HEPES 

5 mM, pH 7,4) suplementado con glicina 10 μM, se centrifugaron y resuspendieron en 

el mismo tampón. Se determinó la cantidad de proteína presente en las muestras 

mediante el método de Bradford (Bio-rad; Múnich, Alemania) utilizando diluciones de 

seroalbúmina bovina como patrón. Se colocaron 40 µg de proteína/pozo en placas 

negras de 96 pozos con el fondo transparente y se trataron con 2 µl de los ligandos de 

interés. La intensidad de emisión de fluorescencia del sensor de calcio GCaMP6 fue 

registrada durante 150 segundos (30 flashes/pozo) a 515 nm tras la excitación a 488 nm 

en un EnSpire® Multimode Plate Reader (PerkinElmer, Waltham, MA, EE. UU). Los datos 

se expresan como la señal fluorescente emitida por el sensor de calcio GCaMP6 tras la 

activación con ligandos menos la fluorescencia basal de las células en reposo.  
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10. Ensayo de redistribución dinámica de masas (DMR) 

La redistribución dinámica celular inducida por la activación de un receptor se 

determinó mediante un EnSpire® Multimode Plate Reader (PerkinElmer, Waltham, MA, 

EE.UU.) mediante una tecnología libre de marcaje. Esta tecnología utiliza biosensores 

ópticos integrados en el fondo de microplacas de 384 pocillos, estos biosensores son 

extremadamente sensibles a los cambios de densidad óptica. Los movimientos de la 

masa celular inducidos por la activación del receptor se detectaron mediante la 

iluminación de la parte inferior de biosensor con luz policromática y midiendo los 

cambios en la longitud de onda de la luz monocromática reflejada, que es una función 

del índice de refracción (Figura 26). La magnitud del cambio de longitud de onda, 

expresado en picómetros, es directamente proporcional a la cantidad de DMR.  

El ensayo se realizó en células HEK-293 T cotransfectadas con los receptores de interés 

en cada caso. Las células se sembraron 24 horas después de la transfección (12.000 

células/pozo) en las microplacas de 384 pozos. Con ello se generó una monocapa celular 

con un 70-80% de confluencia. Antes de iniciar el experimento, se lavaron las células 

dos veces con tampón HBSS (que contenía HEPES 20 mM, DMSO al 0,1% y BSA al 0,1%; 

pH 7,15) y se incubaron durante 2 horas en el lector de placas con el mismo tampón (40 

µl/pozo). A continuación, se escaneó la placa y se registró la señal basal durante 10 

minutos antes de la adición de 10 µl de antagonista/vehículo, entonces la señal fue 

registrada durante 30 minutos. Una vez superados los 30 minutos se procedió a la 

adición de 10 µl de agonista y a la lectura de DMR durante 60 minutos. Los resultados 

se analizaron mediante el software Enspire Workstation v 4.10 (PerkinElmer, Waltham, 

MA, EE.UU.). 
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11. Western-Blot 

La determinación de la fosforilación de ERK 1/2 mediante Western-Blot se realizó tanto 

en células transfectadas como en cortes cerebrales de rata. Para ello, se separaron 

cantidades equivalentes de proteína celular en cada muestra mediante electroforesis 

en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS 10%). A continuación, 

las proteínas fueron transferidas a membranas de fluoruro de polivinilideno. Una vez 

transferidas, las membranas fueron tratadas durante una hora con la solución de 

bloqueo comercial Odyssey (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, EE.UU.). Tras una hora de 

incubación se añadieron los anticuerpos primarios, anti-fosfo-ERK1/2 de ratón (1:2500; 

Sigma‐Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) y anti-ERK1/2 de conejo (1:40.000; Sigma‐Aldrich, 

St. Louis, MO, EE.UU.) y se mantuvieron a 4°C toda la noche. Tras la eliminación del 

anticuerpo primario se lavaron las membranas para a continuación incubarlas dos horas 

con los anticuerpos secundarios IRDye800 contra ratón (1:10.000; Sigma‐Aldrich, St. 

Louis, MO, EE.UU.) y IRDye 680 contra conejo (1:10.000; Sigma‐Aldrich, St. Louis, MO, 

EE.UU.). A continuación, las bandas correspondientes a ERK1 y ERK2 (42‐ y 44‐kDa) 

fueron observadas mediante el escáner infrarrojo Odyssey (LI-COR Biosciences, Lincoln, 

Figura 26. Fundamento de la técnica de DMR. Extraído de Perkinelmer. com 
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NE, EE.UU.). La densidad de las bandas se cuantificó con el software del escáner y los 

datos fueron exportados al programa Excel (Microsoft, Redmond, WA, EE.UU.). El nivel 

de ERK1/2 fosforiladas se normalizó a partir de la intensidad de la banda de proteínas 

ERK1/2 totales en cada muestra.  

12. Ensayo de detección de fosforilación de ERK1/2 

Durante esta tesis se realizaron determinaciones de la fosforilación de ERK 1/2 tanto en 

células como en tejido cerebral, la metodología para cada caso se describe a 

continuación.  

12.1 Determinación de la fosforilación de ERK 1/2 en células 

HEK293-T. 

Las células fueron cotransfectadas con los receptores de interés 48 horas antes de la 

realización del experimento. Cuatro horas antes del inicio del ensayo se substituyó el 

medio de cultivo por medio sin suplementar. Las células fueron tratadas con los 

agonistas y antagonistas correspondientes según el tiempo indicado en cada caso a 37°C 

en una atmósfera húmeda. Una vez transcurrido el tiempo de activación de cada ligando 

las células fueron colocadas rápidamente en hielo para detener el metabolismo celular 

y se realizaron dos lavados con PBS frio. A continuación, las células fueron lisadas 

mediante la adición de tampón de lisis (Tris-HCl 50 mM, pH 7.4, NaF 50 mM, NaCl 150 

mM, β-glicerofosfato 45 mM, Triton X-100 1%, óxido de fenilarsina 20 μM NaVO4 0.4 

mM y un cóctel de inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich), seguidamente las células 

fueron recogidas. Los restos celulares fueron eliminados mediante centrifugación a 4°C 

durante 10 minutos a 13.000 rpm. Los niveles de proteína en cada muestra fueron 

cuantificados mediante el método de BCA utilizando diluciones de seroalbúmina bovina 

como patrón. Las muestras fueron congeladas hasta su procesamiento mediante 

Western Blot como se ha explicado anteriormente.  
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12.2 Determinación de la fosforilación de ERK 1/2 en estriado y PFC 

de rata 

Los animales fueron anestesiados con isoflurano (4%) y sacrificados mediante 

decapitación. Los cerebros fueron extraídos rápidamente y sumergidos en tampón frío 

de Krebs-bicarbonato que se encontraba oxigenado (O2/CO2, 95%/5%) ([en mM]: NaCl 

124, KCl 4, KH2PO4 1,25, MgCl2 1,5, CaCl2 1,5, glucosa 10 y NaHCO3, pH 7,4) y a 

continuación fueron seccionados coronalmente (500 μm de grosor) a 4°C utilizando una 

matriz cerebral (Zivic Instruments, Pittsburgh, PA, EE.UU.). De cada corte, se 

diseccionaron las regiones que contenían la PFC o el estriado. Las regiones de interés se 

transfirieron a un tubo de incubación que contenía 1 ml de tampón de Kreb-bicarbonato 

frio. A continuación, los tubos de incubación que contenían el tejido se colocaron en un 

Eppendorf Thermomixer (5 Prime, Boulder, Colorado, EE.UU.) y se mantuvieron a 23°C 

durante 30 minutos. Tras media hora, se cambió el medio por 2 ml de tampón de Krebs-

bicarbonato o bien por una disolución 4 µM de los péptidos TM en el mismo tampón. 

Seguidamente, se incrementó la temperatura a 30°C y las muestras fueron incubadas 

durante 4 horas en constante oxigenación (O2/CO2, 95%/5%). Una vez finalizada la 

incubación, se eliminó el tampón una vez más y se substituyó por 200 μl de tampón 

Krebs-bicarbonato. Pasados 30 minutos tras el cambio del tampón se trataron las 

muestras con los ligandos apropiados durante los tiempos correspondientes en cada 

caso. Finalmente, tras el tratamiento con los distintos ligandos, la solución fue eliminada 

y los cortes de tejido fueron congelados en hielo seco y almacenados a -80°C.  

El tejido fue posteriormente lisado mediante la adición de tampón de lisis (Tris-HCl 50 

mM, pH 7.4, NaF 50 mM, NaCl 150 mM, β-glicerofosfato 45 mM, Triton X-100 1%, óxido 

de fenilarsina 20 μM NaVO4 0.4 mM y un cóctel de inhibidor de proteasas (Sigma-

Aldrich), y la sonicación de las muestras. Tras este proceso, las muestras fueron tratadas 

de igual manera que la descrita en células hasta su procesamiento mediante Western 

Blot.  
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13. Ligandos y reactivos  

A61603 (Tocris Bioscience; Bristol, Reino Unido) 

A41-2997 (Tocris Bioscience; Bristol, Reino Unido) 

SKF81297 (Tocris Bioscience; Bristol, Reino Unido) 

SCH23390 (Tocris Bioscience; Bristol, Reino Unido) 

Prazosín (Tocris Bioscience; Bristol, Reino Unido) 

L-745.297 (Tocris Bioscience; Bristol, Reino Unido) 

4’,6-diamidino-2-fenilindol diclorhidrato (DAPI) (Thermo Fisher) 

Zardaverina (Tocris Bioscience; Bristol, Reino Unido) 

Coelenterazine H (PJK GmbH; Kleinblittersdorf, Alemania) 

Paraformaldehyde 10% (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, EE.UU) 

Cóctel de inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich) 

DMSO (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE.UU) 

14. Análisis estadístico 

Para determinar las diferencias estadísticas se utilizó en todos los casos el programa 

GraphPad Prism 8 (GraphPad Prism Software Inc., San Diego, CA, EE.UU.) y se consideraron 

significativas cuando el P-valor < 0,05. El número de muestras (n) en cada ensayo se 

indica en la leyenda de las figuras, los resultados se expresan como las medias ± SEM. 

Para la comparación entre dos grupos se utilizó un test de t-student, para 

comparaciones múltiples se utilizó un análisis one-way ANOVA seguido de un análisis 

de comparación múltiple de Dunnet o bien un análisis two-way ANOVA seguido de un 

análisis de comparación múltiple de Bonferroni cuando se desean relacionar más de dos 

variables.
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1. Capítulo 1: Diferencias funcionales entre el 

receptor de dopamina D4.4R y la variante asociada 
a TDAH- D4.7R dependientes de su 

heteromerización con el adrenoceptor α1A. 
 

El trastorno por déficit de atención e hiperactividad (TDAH) es un trastorno del 

neurodesarrollo caracterizado por presentar síntomas de inatención, hiperactividad e 

impulsividad 409. Presenta un elevado porcentaje de comorbilidad con otros trastornos 

como el síndrome de Gilles de la Tourette (ST), los trastornos del espectro autista (TEA) 

y el trastorno obsesivo compulsivo (TOC) 193,194. La etiología del TDAH y sus patologías 

comórbidas es multifactorial y presenta una elevada complejidad, asimismo, ha sido 

ampliamente relacionada con alteraciones de señalización catecolaminérgica (DA y NE) 

en la PFC y con la afectación de los circuitos corticoestriatales 195,220. Además, se han 

descrito distintos factores ambientales y genéticos asociados a una mayor 

susceptibilidad para padecer el trastorno.  

Uno de los genes más estudiados es el gen DRD4 que codifica para el receptor acoplado 

a proteína G (GPCR) D4 de dopamina, concretamente la variante polimórfica D4.7R 105. Las 

diferencias funcionales entre las variantes de este receptor no están claras, algunos 

autores han descrito una ganancia de función en la variante D4.7R en comparación con 

la variante más común D4.4R, mientras otros reportan lo contrario 106,108–110. Los GPCRs 

tienen la capacidad de interaccionar entre sí formando complejos que adquieren nuevas 

propiedades farmacológicas y/o funcionales397,410 y se ha propuesto que las diferencias 

funcionales entre las variantes de D4R podrían estar determinadas por su interacción 

con otros GPCR 106.  

Por su parte, los receptores adrenérgicos α1R se relacionan generalmente con 

respuestas a estrés y con los déficits cognitivos asociados a este 153,155. Sin embargo, se 
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ha descrito que también participan en la regulación de la atención sostenida, la alerta y 

la flexibilidad atencional, procesos que se encuentran alterados en pacientes con TDAH 

139,156,157. Teniendo en cuenta que el α1R participa en la regulación de procesos 

atencionales que se encuentran afectados en distintos trastornos y que se ha descrito 

la capacidad de heteromerización de D4R con distintos adrenoceptores como α1B, β1 y 

α2A 400,411, en esta Tesis Doctoral se estudia la posibilidad de que α1AR y D4R formen 

heterómeros y que estos heterómeros modulen la señalización DAérgica y NEérgica en 

los circuitos coticoestriatales de la atención y que dicha modulación pueda verse 

afectada en presencia de la variante D4.7. 

1.1 Los receptores de dopamina, D4.4 R y D4.7R, forman 

heterómeros con los receptores adrenérgicos α1A. 
 

En primer lugar, se analizó si las distintas variantes del receptor D4 son capaces de 

interaccionar con los receptores α1A. Para ello, se utilizaron técnicas biofísicas de BRET. 

Esta técnica se basa en la utilización de dos biosensores, los cuales solo pueden 

interaccionar si se encuentran muy próximos entre ellos, cada uno de los biosensores 

se encuentra fusionado a uno de los posibles receptores del heterómero (véase 

apartado 5 de Materiales y Métodos). Estos ensayos se realizaron en células HEK293-T 

cotransfectadas transitoriamente con cantidades constantes del cDNA correspondiente 

al receptor fusionado al donador bioluminiscente (Rluc) y cantidades crecientes del 

cDNA que codifica para el receptor fusionado a la molécula fluorescente aceptora (YFP).  

En los ensayos de BRET realizados para demostrar la heteromerización de D4.4R y α1AR 

se utilizó D4.4R fusionado a Rluc (D4.4R-Rluc) como donador y α1AR fusionado a YFP como 

molécula aceptora (α1AR-YFP). Para el estudio de la heteromerización de la pareja D4.7R-

α1AR se cotransfectaron los cDNA correspondientes a α1AR-Rluc y a D4.7R-YFP.  
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Se obtuvieron curvas de saturación de BRET en ambas parejas (Figura 27A-B) lo que 

indica la interacción especifica entre las proteínas de fusión, y por tanto la existencia de 

complejos heteroméricos.  

El valor estimado de BRETmax obtenido para la pareja D4.4R-α1AR fue 53 ± 5 mBU, en el 

caso del heterómero D4.7R-α1AR se obtuvieron valores significativamente menores (39 ± 

3 mBU) (Tabla 6). El hecho de que el heterómero D4.7R-α1AR presente un valor menor de 

BRETmax se interpreta como una menor transferencia de energía, sin embargo, no 
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Figura 27. Identificación mediante ensayos de BRET de los heterómeros α1AR-D4.4R y α1AR- D4.7R en células 
HEK-293T. A: Se transfectaron las células con una cantidad constante del cDNA para D4.4R-Rluc (0,11 μg) o 
para α2AR-Rluc (0,008 μg) como control negativo, y cantidades crecientes del cDNA para α1AR-YFP (0,01 -
1,8 μg). B: Las células se transfectaron con una cantidad constante del cDNA para α1AR-Rluc (0,25 μg) y con 
cantidades crecientes del cDNA para D4.7R-YFP (0,15-2,5 μg) o para α2AR-YFP (0,2-2,0 μg) como control 
negativo. C-D: Se transfectaron las células con una cantidad constante del cDNA para D4.4R-Rluc (0,11 μg) 
y cantidades crecientes del cDNA para α1AR-YFP (0,01 -1,8 μg) (C) o con una cantidad constante del cDNA 
para α1AR-Rluc (0,25 μg) y con cantidades crecientes del cDNA para D4.7R-YFP (0,15-2,5 μg) (D) y se trataron 
o no (línea negra) durante 7 minutos con A61603 1 μM (agonista α1AR; línea azul) o A41-2997 1 μM 
(agonista D4; línea roja). La señal de BRET se expresa en mili unidades de BRET (mBU) de un total de tres a 
seis experimentos independientes. 
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implica necesariamente la existencia de menos complejos ya que el estimado de 

BRETmax no representa valor cuantitativo del número de heterómeros. Este valor se 

puede ver afectado tanto por el número de complejos, como por la distancia entre las 

proteínas de fusión o la orientación que adoptan éstas en el heterómero 412. De acuerdo 

con nuestros resultados, estudios de heteromerización de las variantes de D4R con el 

receptor adrenérgico α2A también han mostrado valores menores de BRETmax en 

presencia del polimorfismo D4.7R411, lo que podría sugerir que D4.7R presenta mayor 

dificultad para formar heterómeros. El valor estimado de BRET50 representa la afinidad 

relativa que presentan los receptores entre sí para formar el heterómero 413, este valor 

fue similar en ambos casos (Tabla 6) lo que sugiere que las variantes del receptor D4 

tienen la misma probabilidad de forman heterómeros con α1AR. Como control negativo 

se utilizaron ambas combinaciones de la pareja α2AR-α1AR (Figura 27), se obtuvieron 

gráficos lineales lo que indica colisiones aleatorias típicas de interacciones no 

específicas 412.  

 

 

 

 

 

 

 

A continuación, se analizó si la activación de los receptores mediante el tratamiento con 

agonistas específicos modificaba los parámetros de BRET. Para ello se utilizó el agonista 

D4R, A41-29977 y el agonista α1AR, A61603 (Figura 27C-D, Tabla 6). En el caso de D4.4R-

Los resultados se expresan como la media ± SD. Para determinar las diferencias estadísticas entre los dos 

complejos se realizó un análisis de t-Student’s de dos colas; ***P<0,001 vs el complejo D4.7R-α1AR. La 

significación estadística entre los tratamientos de cada heterómero se determinó mediante un análisis 

one-way ANOVA seguido de un análisis post hoc de comparación múltiple de Dunnett contra los 

parámetros estimados en las células no tratadas (vehículo) 
#
P<0.05; 

##
P<0.01 

Tabla 6. Parámetros de BRET estimados de las curvas de saturación de BRET de los D4.4R-α1AR y D4.7R-α1AR 
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α1AR el tratamiento con A41-29977 produjo un incremento significativo en el valor de 

BRETmax (69 ± 8 mBU), lo que sugiere una facilitación en la transferencia de energía 

debido a un cambio estructural en el receptor o bien a un incremento en la formación 

de heterómeros inducida por la activación del receptor D4.4. No se observaron 

diferencias significativas tras el tratamiento con A61603, sin embargo, si se detectó un 

leve aumento en la señal de BRETmax (BRETmax= 60 ± 6 BRET50= 39 ± 8 mBU). El 

tratamiento con estos ligandos no indujo cambios en los valores de BRET50. Por el 

contrario, en el heterómero D4.7R-α1AR, la activación de α1AR produjo un incremento 

significativo en el valor de BRETmax (48 ± 5 mBU), pero no se detectaron cambios en los 

valores de BRET50 (36 ± 10 mBU). Mediante la estimulación de D4.7R inducida por A41-

29977 se estimaron valores de BRET50 significativamente menores (13 ± 4 mBU), lo que 

sugiere un incremento de la afinidad de la interacción entre los receptores.  

1.2 El heterómero D4.4R-α1AR modula la activación y la 
señalización dependiente de proteína G. 

La interacción entre GPCRs da lugar a la generación de complejos heterodiméricos o 

bien complejos de orden superior. En estos complejos se establecen propiedades 

características de la nueva entidad que conforman que pueden ser distintas a las 

observadas en los protómeros. La interacción entre los receptores puede modular la 

unión y la selectividad de ligandos, así como las propiedades funcionales y bioquímicas 

del otro receptor en el heterodímero. De modo que tras demostrar la existencia de los 

heterómeros D4.4R-α1AR y D4.7R-α1AR quisimos analizar las características de dichos 

heterómeros mediante el estudio de distintas vías de señalización.  

1.2.1 Estudio de la activación de proteína G mediada por D4.4R-α1AR y 
D4.7R-α1AR. 

En este ensayo se cotransfectaron células HEK-293 T con las distintas subunidades de la 

proteína G heterotrimérica: Gα a analizar (Gαi1, Gαq o Gαs) fusionada a Rluc8, Gγ2 

fusionada a mVenus y Gβ1 en su forma nativa, juntamente con el receptor α1AR, D4.4R o 
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D4.7R solos o en las combinaciones D4.4R-α1AR y D4.7R-α1AR. La activación de la proteína 

G se cuantifica como los cambios que se producen en la señal de BRET tras el 

tratamiento dosis-respuesta con múltiples ligandos. Se determinó la potencia y la 

eficacia relativa (respecto al ligando endógeno) de distintos ligandos endógenos y 

exógenos para activar a Gαi1, Gαq o Gαs a través de su unión a α1AR, D4.4R, D4.7R o a los 

heterómeros D4.4R-α1AR y D4.7R-α1AR. De este modo se pudo analizar la habilidad de 

estos receptores para formar interacciones funcionales y determinar posibles 

diferencias entre ambos heterómeros. 

Los resultados obtenidos para la activación de Gαi1 mediada por D4R aparecen en la 

figura 28, los datos se ajustaron mediante regresión no lineal a curvas sigmoidales de 

dosis-respuesta y los parámetros estimados a partir de estas curvas se presentan en la 

Tabla 7. Inicialmente, se comparó la capacidad de activación de la DA y la NE. Como se 

ha descrito anteriormente, se observó una activación no-canónica de la NE mediada 

por los receptores D4 
110,414. La eficacia de la NE fue similar a la estimada para la DA lo 

que sugiere que actúa como un agonista total de los receptores D4, sin embargo, la 

potencia fue significativamente menor a la de la DA. La potencia estimada para la NE 

fue equivalente en todos los casos (Figura 28; Tabla 7). 

Distintos autores han descrito que D4.4R y D4.7R exhiben una capacidad similar para 

activar y acoplarse a Gαi, así como para inducir la inhibición de la AC 110,115,116. Los 

resultados de este ensayo fueron en la misma línea, ya que la potencia de la DA para 

activar Gαi1 fue similar en el D4.4R y el D4.7R (Tabla 7). En cambio, la potencia estimada 

para la DA en el heterómero D4.4R-α1AR fue aproximadamente 7 veces mayor (menor 

valor de EC50) que la observada en el D4.4R lo que sugiere que la formación del 

heterómero podría estar afectando a la interacción entre la proteína G y el 

heterodímero tras la unión del ligando o bien directamente a la afinidad del propio 

ligando. Este efecto no se observó con D4.7R, ya que no se detectaron diferencias en la 

activación inducida por DA entre D4.7R y el complejo D4.7R-α1AR, lo que de este modo 
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demuestra la primera diferencia a nivel farmacológico entre las variantes de D4R 

dependiente de heteromerización con α1AR. Así, α1AR modifica el comportamiento de 

D4.4R cuando se forma el correspondiente heterómero, pero no lo hace con D4.7R. 

Con el objetivo de analizar más profundamente las distintas propiedades de cada 

heterómero y entender cómo se modulan los receptores entre sí, se evaluó el efecto 

del cotratamiento de los receptores. Para ello, las células se coactivaron con DA y el 

agonista selectivo α1AR, A61603, o bien se pretrataron con prazosín (antagonista α1R) o 

L-745.870 (antagonista selectivo D4) previamente a la activación con DA (Figura 28; 

Tabla 7).  

 

Tabla 7. Parámetros estimados mediante ensayos de BRET de activación de proteína Gαi inducida por 

DA y NE sobre D4.4R, D4.7R y los complejos D4.4R-α1AR and D4.7R-α1AR y estudio del efecto del A61603 y 

el prazosín sobre la activación inducida por la DA. 

 

Valores de potencia (valores de EC50, en nM) y eficacia relativa (Emax los valores se representa como un % 
(relativo a la activación de la DA) estimados de las curvas de los ensayos de BRET de activación de proteína 
G mostrados en la figura 28. Los valores de EC50 y Emax se estimaron de curvas sigmoidales de dosis-
respuesta ajustadas mediante un análisis de regresión no lineal. Los valores se expresan como las medias 
± S.E.M de 3 a 8 experimentos realizados por triplicado. Las diferencias estadísticas entre los parámetros 
estimados para cada tratamiento en el mismo complejo se calcularon mediante un análisis one-way 
ANOVA seguido de un análisis post hoc de comparación múltiple de Dunnett contra el ligando que exhibía 
la mayor potencia (valores de EC50 más bajos) (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 vs DA). Las diferencias 
estadísticas entre los parámetros estimados para un mismo tratamiento entre los distintos complejos se 
calcularon mediante un análisis de t-student de dos colas (#P<0,05 vs D4.4R-α1AR). 
 

 

EC50 (nM) Emax (%) EC50 (nM) Emax (%) EC50 (nM) Emax (%) EC50 (nM) Emax (%)

D4.4R 137# ± 51 100 ± 10 870** ± 255 91 ± 7 99 ± 49 102 ± 18 220 ± 87 95 ± 1.2 

D4.7R 98  ± 60 100 ± 20 870*  ± 350 86 ± 17 42  ± 15 91 ± 7 89  ± 74 83 ± 10

D4.4R-α1AR 20 ± 6.7 100 ± 16 412 *** ± 64 85 ± 7 152* ± 64 70 ± 12 163* ± 42 88 ± 10

D4.7R-α1AR 60# ± 10 100 ± 11 613** ± 19 91 ± 15 43 ± 12 100 ± 10 40 ± 9 108 ± 18

Gαi1

DOPAMINE NOREPINEPHRINE A61603 + DOPAMINE PRAZOSIN + DOPAMINE
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Figura 28. Activación de la proteína Gαi1 mediada por los receptores D4xR y los complejos D4xR-α1AR. Se 
realizaron ensayos de BRET de activación de proteína Gαi1 inducida por distintos ligandos adrenérgicos y 
dopaminérgicos. Se realizaron experimentos de dosis-respuesta de activación de proteína G inducida por 
DA, NE and A61603 y se evaluó el efecto del cotratamiento con A61603, L-745.870 o prazosín sobre la 
activación mediada por DA. Se utilizaron células HEK-293T transfectadas transitoriamente con los cDNA 
que codifican para Gαi1-Rluc8, γ2-mVenus, la subunidad β1 y D4.4R (A), D4.7R (B), D4.4R y α1AR (C) o D4.7R y 
α1AR (D). Se trataron las células con coelenterazine H (5 μM) y seguidamente con concentraciones 
crecientes de NE (verde), A61603 (lila), A61603 + DA (azul) o DA (negro) sola o en presencia de 1 µM del 
antagonista de D4R L745‐870 (gris) o 1 µM del antagonista de α1AR prazosín (rojo). 10 minutos tras el 
tratamiento se cuantificó la señal de BRET entre las subunidades Gαi1-Rluc8 y γ2-mVenus como se ha 
descrito en Materiales y métodos. Los valores basales de BRET (en ausencia de ligandos) se restaron de los 
valores de BRET obtenidos para cada concentración de agonista. Los valores de BRET se expresan como el 
porcentaje del efecto máximo inducido por la DA (%DA). Los datos se ajustaron mediante un análisis de 
regresión no lineal a una curva sigmoidal de dosis-respuesta y representan las medias ± S.E.M. de 3 a 8 
experimentos realizados por triplicado (en la Tabla 7 se presentan los valores de EC50 y Emax estimados a 
partir de cada curva y el análisis estadístico). 
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El pretratamiento con L-745.870 produjo la inhibición prácticamente total de la 

activación en todos los complejos con curvas que no se ajustaban sigmoidalmente, lo 

que indica que la activación dopaminérgica de Gαi1 está mediada por D4R. En el 

heterómero D4.4R-α1AR la coactivación con DA+A61603 y el pretratamiento con prazosín 

produjeron una modulación negativa sobre la activación de la DA, con una disminución 

significativa de su potencia (Figura 28; Tabla 7).Ya que el tratamiento con A61603 no 

produjo activación en ningún tipo celular (datos no mostrados) y tratamiento con los 

ligandos no afectó a la activación de Gαi1 mediada por los D4R solos (Figura 28, Tabla 7), 

podemos deducir que los cambios producidos en el heterómero D4.4R-α1AR se deben a 

modulaciones entre ambos receptores. De hecho, la adición de los ligandos 

adrenérgicos disminuyó la potencia de la DA a valores equivalentes a los obtenidos en 

el caso de D4.4R lo que indica una posible desconexión funcional del heterómero tras la 

coactivación de los receptores. Sin embargo, en el caso del heterómero D4.7R-α1AR no se 

observó ningún tipo de modulación funcional inducida por la activación del receptor 

α1A, lo que sugiere la ausencia de interacción funcional entre estos receptores a pesar 

de su heteromerización. Estos resultados ponen de manifiesto una diferencia clave 

entre las dos variantes en el heterómero.  

A continuación, se quiso estudiar la señalización mediada por α1AR en el heterómero. 

Debido a que el receptor α1A es capaz de acoplarse tanto a proteínas Gαq/11 como Gαs se 

analizó la activación mediada por α1AR de ambos subtipos. Las curvas obtenidas se 

muestran en la Figura 29 y los parámetros estimados a partir de cada una de ellas se 

detallan en las Tablas 8 (Gαq/11) y 9 (Gαs).  

A diferencia de los resultados obtenidos anteriormente en el caso de la activación no 

canónica de Gi1 inducida por NE en los receptores D4, en los ensayos de activación de 

Gαq y Gαs mediada por α1AR prácticamente no se observó promiscuidad de la DA sobre 

este receptor (Figura 29). En estos ensayos, además de la utilización de la NE como 

agonista endógeno, también se utilizó como agonista sintético selectivo el A61603. 
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Debido a la capacidad de la NE de unirse a los receptores D4 las interacciones 

funcionales en el heterómero se analizaron sobre la activación inducida por dicho 

agonista sintético junto con el agonista selectivo de D4R, el A-412997.  

Tabla 9. Parámetros estimados mediante ensayos de BRET de activación de proteína Gαs inducida por 

NE y A61603 sobre α1AR y los complejos D4.4R-α1AR y D4.7R-α1AR y estudio del efecto del A41.2997 y el L-

745.870 sobre la activación inducida por el A61603. 

Se representan los valores de potencia (valores de EC50, en nM) y eficacia relativa (Emax los valores se 
representa como un % relativo a la activación de la NE) estimados de las curvas de los ensayos de BRET 
de activación de proteína G mostrados en la figura 29 (D-F). Los valores de EC50 y Emax se estimaron de 
curvas sigmoidales de dosis-respuesta ajustadas mediante un análisis de regresión no lineal. Los valores 
se expresan como las medias ± S.E.M de 2 a 7 experimentos realizados por triplicado. Las diferencias 
estadísticas entre las potencias obtenidas para cada tratamiento en el mismo complejo se calcularon 
mediante un análisis one-way ANOVA seguido de un análisis post hoc de comparación múltiple de 
Dunnett contra el ligando que exhibía la mayor potencia (valores de EC50 más bajos) (*P<0,05; 
***P<0,001 vs A61603). Las diferencias estadísticas entre los parámetros estimados para un mismo 
tratamiento entre los distintos complejos se calcularon mediante un análisis de t-student de dos colas 
(#P<0,05; ##P<0,01; ###P<0,001 vs D4.4R-α1AR) 
 

EC50 (nM) Emax (%) EC50 (nM) Emax (%) EC50 (nM) Emax (%) EC50 (nM) Emax (%)

α1AR  58***/### ± 10 100  ±  19 1.8# ± 0.6 86  ± 6  3.8 ± 0.7 84  ± 10 1.5  ±  1.2  72 ± 12 

D4.4R-α1AR 8.6*  ± 3 100  ±  18  0.3 ± 0.08 132  ± 21 11*  ± 6 106  ± 24  3* ± 0.2 50  ±  45

D4.7R-α1AR  40***/## ± 6 100  ± 17 1.1  ± 0.5 117  ± 15 0.6 ± 0.15 140  ± 30 1.3  ± 0.6 120 ± 23 

Gαs

NOREPINEPHRINE A61603 A61603 + A-4129977 L-745.870 + A61603

Tabla 8. Parámetros estimados mediante ensayos de BRET de activación de proteína Gαq inducida 

por NE y A61603 sobre α1AR y los complejos D4.4R-α1AR y D4.7R-α1AR y estudio del efecto del A41.2997 

y el L-745.870 sobre la activación inducida por el A61603. 

Se representan los valores de potencia (valores de EC50, en nM) y eficacia relativa (Emax los valores se 
representa como un % relativo a la activación de la NE) estimados de las curvas de los ensayos de BRET 
de activación de proteína G mostrados en la figura 29 (A-C). Los valores de EC50 y Emax se estimaron de 
curvas sigmoidales de dosis-respuesta ajustadas mediante un análisis de regresión no lineal. Los valores 
se expresan como las medias ± S.E.M de 2 a 7 experimentos realizados por triplicado. Las diferencias 
estadísticas entre cada tratamiento en el mismo complejo se calcularon mediante un análisis one-way 
ANOVA seguido de un análisis post hoc de comparación múltiple de Dunnett contra el ligando que exhibía 
la mayor potencia (valores de EC50 más bajos) ((*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 vs A61603).  

 

EC50 (nM) Emax (%) EC50 (nM) Emax (%) EC50 (nM) Emax (%) EC50 (nM) Emax (%)

α1AR 92** ± 28 100 ± 5 2.8 ± 1.6 92 ± 5 2.7 ± 1.1 99 ± 5 4.8 ± 1.1 105 ± 7 

D4.4R-α1AR 140*** ± 49 100 ± 9 0.9  ±  0.25 117 ± 8 10* ± 3 103 ± 10 16* ± 6 118 ± 7 

D4.7R-α1AR 157*** ±  33 100 ± 3 3 ± 1.5 120 ± 14 2.7 ± 0.4  111 ± 30 3.7 ± 2 125 ± 15 

L-745.870 + A61603
Gαq

NOREPINEPHRINE A61603 A61603 + A-4129977
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La activación de Gαq y Gαs inducida por A61603 fue inhibida por el antagonista α1R, 

prazosín, en todos los casos, lo que demuestra la especificidad de la activación (Figura 

29). Los resultados observados para la activación de ambos subtipos de proteína G 

exhibieron un perfil farmacológico similar al descrito para la activación de Gαi1. La 
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Figura 29. Activación de las proteínas Gαq y Gαs mediada por α1AR y los complejos D4xR-α1AR. Se realizaron 
ensayos de BRET de activación de la proteína Gαq o Gαs inducida por distintos ligandos adrenérgicos y 
dopaminérgicos. Se realizaron experimentos de dosis-respuesta de activación de proteína G inducida por 
DA, NE, A-4129977 y A61603 y se evaluó el efecto del cotratamiento con A-4129977, L-745.870 o prazosín 
sobre la activación mediada por A61603. Se utilizaron células HEK-293T transfectadas transitoriamente con 
los cDNA que codifican para Gαq-Rluc8 (A-C) o Gαs-Rluc8 (D-F), γ2-mVenus, la subunidad β1 y α1AR (A, D), 
D4.4R y α1AR (B, E) o D4.7R y α1AR (C, F). Se trataron las células con coelenterazine H (5 μM) y seguidamente 
con concentraciones crecientes de NE (verde), A-4129977 (azul claro), DA (negro) A-4129977 + A61603 
(azul) o A61603 (lila) solo o en presencia de 1µM del antagonista de D4R L745‐870 (naranja) o 1µM del 
antagonista de α1AR prazosín (gris). 10 minutos tras el tratamiento se cuantificó la señal de BRET entre las 
subunidades Gαq-Rluc8 o Gαs-Rluc8 y γ2-mVenus como se ha descrito en Materiales y métodos. Los valores 
basales de BRET (en ausencia de ligandos) se restaron de los valores de BRET obtenidos para cada 
concentración de agonista. Los valore de BRET se expresan como el porcentaje del efecto máximo inducido 
por la NE (100%; NE). Los datos se ajustaron mediante un análisis de regresión no lineal a una curva 
sigmoidal de dosis-respuesta y representan las medias ± S.E.M. de 2 a 8 experimentos realizados por 
triplicado (en las Tablas 8 y 9 se presentan los valores de EC50 y Emax estimados a partir de cada curva y el 
análisis estadístico). 
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coactivación con A-4129977 y el pretratamiento con L-745.870 (antagonista selectivo 

D4R) no produjo ningún efecto sobre potencia de A61603 en α1AR ni en D4.7R-α1AR. De 

acuerdo con los resultados anteriores, la coactivación dopaminérgica produjo una 

disminución significativa de la potencia de A61603 en ambas proteínas G en el 

heterómero D4.4R-α1AR (Figura 29; Tablas 8 y 9). 

Otros datos interesantes se observaron al comparar los resultados estimados para la 

activación de las proteínas Gαq y Gαs (Tabla 10). Mientras en el α1AR se estimaron valores 

de potencia similares para la NE y el A61603 en el estudio de la activación de ambas 

subunidades, en el caso de D4.4R-α1AR las potencias de ambos agonistas fueron 

significativamente mayores para la activación de Gαs. Esto podría indicar un cambio en 

la selectividad del receptor α1AR entre las proteínas G tras la heteromerización con D4.4R. 

En cuanto a D4.7R-α1AR se pudo observar un incremento en la potencia de la NE, pero no 

del A61603, en la activación de Gαs comparado con la de Gαq. Este incremento, sin 

embargo, fue mucho menor que el observado en el heterómero D4.4R-α1AR.  

Estos resultados demuestran la interacción funcional de los receptores D4.4 y α1A y 

definen el fingerprint, las características bioquímicas específicas, asociadas su 

heteromerización. La formación de este heterómero ha producido cambios en la 

potencia de activación y selectividad de la proteína G, así como una modulación 

NE A61603 NE A61603 NE A61603

Gαq 92 ± 28 2.8 ± 1.6 140 ± 49 0.88  ±  0.25 157 ±  33 3 ± 1.5 

Gαs  58 ± 10 1.8 ± 0.6 8.6*  ± 3  0.3* ± 0.08  40*/## ± 6 1.1  ± 0.5

Subunidad 

Gα

α1AR D4.4R-α1AR D4.7R-α1AR

EC50 (nM)

Tabla 10. Potencias estimadas para la NE y el A6160 para la activación de Gαq y Gαs mediada por α1AR y 
los complejos D4.4R-α1AR y D4.7R-α1AR. 

Potencia (valores de EC50, en nM) de la NE y el A6160 de activación de las proteínas Gαq y Gαs (véase figura 
29 y tablas 8 y 9). Las diferencias estadísticas entre las potencias de un mismo tratamiento para las 
distintas subunidades en un mismo complejo (*P<0,05 vs Gαq) o para la misma subunidad entre 
complejos (##P<,01 D4.4R-α1AR) se calcularon mediante un análisis de t-student de dos colas.  
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negativa entre los receptores que lo conforman. Estas propiedades características 

parecen ser prácticamente inexistentes en presencia de la variante D4.7R lo que sugiere 

diferencias de comportamiento entre las variantes del receptor D4R dependientes de su 

heteromerización.  

1.2.2 Evaluación de la señalización dependiente de proteína G 
mediada por los complejos D4.4R-α1AR y D4.7R-α1AR 

 

A continuación, quisimos determinar si el fingerprint, así como las diferencias 

detectadas entre las variantes de D4R en el heterómero descritas en los ensayos de 

activación de proteína G eran detectables al nivel de señalización. La activación de Gαs 

produce la activación de la adenilato ciclasa (AC) mientras Gαi induce su inhibición 

provocando el incremento y la disminución, respectivamente, de los niveles de AMPc. 

Para analizar el efecto de la activación de estas proteínas G examinamos los niveles de 

AMPc tras la activación de los receptores en células cotransfectadas con D4.4R-α1AR y 

con D4.7R-α1AR. 

De acuerdo con la proteína G asociada a cada receptor, el tratamiento con A61603 

estimuló la producción de AMPc por otro lado, la activación con A-4129977 produjo una 

disminución de los niveles de AMPc inducidos por forskolina (FK) (Figura 29 A-B). Debido 

a que el antagonista L-745.870 en sí mismo produce la inhibición de la AC (datos no 

mostrados) no se utilizó este ligando en el presente ensayo. Conforme a los resultados 

descritos en los experimentos de activación de proteína G, en este ensayo se observó la 

modulación negativa únicamente en las células D4.4R-α1AR (Figura 30A). La coactivación 

con A-4129977 abolió la producción de AMPc inducida por A61603 y el prazosín bloqueó 

completamente la inhibición de la AC inducida por A-4129977 (Figura 30A). De nuevo, 

no se observó ninguna interacción funcional entre D4.7R y α1AR (Figura 30B).  

El receptor α1A también es capaz de acoplarse a Gαq de modo que su activación da lugar 

a un incremento de los niveles de calcio intracelular. Por este motivo analizamos la 



 

112 
 

 IV. Resultados 

liberación de calcio intracelular en células transfectadas con el sensor de calcio GCaMP6 

y las parejas D4.4R-α1AR y D4.7R-α1AR (Figura 30C-D). La activación con A61603 produjo 

un pico de liberación de calcio intracelular que disminuyó con el cotratamiento con A-

4129977 y por el pretratamiento con L-745.870 solo en presencia de la variante D4.4R 

(Figura 30C). La coactivación dopaminérgica no tuvo ningún efecto en las células D4.7R-

α1AR. De modo que el receptor D4.7 es capaz de formar heterómeros con α1AR, no 

obstante, no parece existir una modulación funcional recíproca en este complejo, a 

diferencia del fingerprint detectado en el caso de la variante D4.4R en todas las vías 

analizadas. 

 

  

 

 

 

Figura 30. La coactivación del heterómero D4.4R-α1AR produce una modulación negativa en su 
señalización, pero no la coactivación del heterómero D4.7R-α1AR. Se analizó la modulación de la 
adenilato ciclasa (A-B) y la movilización de calcio intracelular (C-D) en respuesta a ligandos adrenérgicos 
y dopaminérgicos en células HEK-293T transfectadas con el receptor α1A y D4.4R (A-C) o D4.7R (B-D). A-B: 
Las células fueron tratadas con el agonista α1AR, A61603 (10 nM), en presencia y en ausencia del 
antagonista de α1AR, prazosín (1 μM), o co-activadas con A61603 y el agonista D4R, A41-2997 (10 nM) 
(barras blancas). O bien, las células fueron pretratadas o no con prazosín (1 μM) antes del tratamiento 
con A41-2997 (10 nM) en presencia de forskolina (200 nM) (barras grises). Los valores representan la 
media ± S.E.M de 3 a 5 experimentos y se expresan como un % del AMPc inducido por la forskolina. Las 
diferencias estadísticas entre los distintos tratamientos se evaluaron mediante un análisis one-way 
ANOVA seguido de un análisis post-hoc de comparación múltiple de Dunnett (*P < 0,05; **P<0,01; 
***P<0,001; ****P<0,0001 vs basal; ###P<0,001; ####P<0,0001 vs forskolina). 
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C-D: Además de con los receptores D4.4R-α1AR (C) y D4.7R-α1AR (D) las células se cotransfectaron con el 
sensor de calcio GCaMP6. Las células se activaron con el agonista A61603 (20 nM) solo (línea negra) o en 
combinación con A41.2997 (A41-2997), o bien fueron pretratadas con prazosín (60 nM, línea gris) o el 
antagonista D4R L-745.870 (60 nM, línea roja) antes de la activación con A61603. C y D muestran curvas 
representativas de liberación de calcio intracelular a lo largo del tiempo de 4 experimentos realizados por 
triplicado. 

1.3 Los complejos D4.4R-α1AR y D4.7R-α1AR modulan la 
señalización independiente de proteína G. 

Se ha descrito que múltiples GPCRs son capaces de señalizarte mediante vías 

independientes de proteína G. Por ejemplo, mediante el reclutamiento de β arrestinas 

se induce la desensibilización del receptor a la vez que se activan diversas cascadas de 

señalización como la vía de las MAPK 347,415. Debido a las diferencias funcionales 

detectadas entre ambos heterómeros tanto a nivel de activación de la proteína G como 

en las vías asociadas a dicha activación se quiso profundizar más en las características 

bioquímicas de estos complejos. Para ello, analizamos la capacidad de reclutamiento de 

la proteína β arrestina-2, así como la fosforilación de ERK1/2 en respuesta a la activación 

de los receptores en el complejo.  

El ensayo de reclutamiento de β arrestinas se realizó siguiendo un protocolo similar al 

descrito para el ensayo de activación de proteína G. Se cotransfectaron las células con 

los receptores D4.4 o D4.7, con α1AR fusionada a YFP y la proteína β arrestina-2 fusionada 

a Rluc de modo que, la transferencia de energía se produce entre el α1AR y la β arrestina-

2. El reclutamiento de β arrestina-2 se cuantificó como cambios en la señal de BRET 

inducidos por distintos ligandos de manera dosis-dependiente. La estimulación de los 

receptores mediante el tratamiento con ligandos endógenos y exógenos indujo el 

reclutamiento de β arrestina-2 y se obtuvieron curvas sigmoideas dosis-dependientes 

(Figura 31), los parámetros deducidos de cada curva se detallan en la Tabla 11. 
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Tabla 11. Parámetros estimados mediante ensayos de BRET de reclutamiento de β Arrestina-2 
mediado por los complejos D4.4R-α1AR y D4.7R-α1AR. 

Potencias (valores de EC50, en nM) y eficacias relativas (Emax, los valores se representan como un % 

relativo a la activación de A61603) estimadas de las curvas de los ensayos de BRET de 

reclutamiento de β Arrestina-2 mostrados en la figura 31. Los valores de EC50 y Emax se estimaron 

de curvas sigmoidales de dosis-respuesta ajustadas mediante un análisis de regresión no lineal. 

Los valores se expresan como las medias ± S.E.M de 2 a 8 experimentos realizados por triplicado. 

Las diferencias estadísticas se calcularon mediante un análisis one-way ANOVA seguido de un 

análisis post hoc de comparación múltiple de Dunnett) (*P < 0,05; **P<0,01; ***P<0,001; 

****P<0,0001 vs ligando sin antagonista; #P<0,05 ###P<0,001 vs A61603. 

. 

 

EC50 (nM) Emax (%) EC50 (nM) Emax (%)

L-745+ A6160 14* ± 4.5 104 ± 14 44* ± 13 65 ± 24

PRAZOSIN + A6160 130**** ± 4 42 ± 23 300*** ± 24 89 ± 9

L-745+ DOPAMINE 315* ± 60 40 ± 21 1600* ± 770 53 ± 10

PRAZOSIN + DOPAMINE 711* ± 196 58 ± 8.7 1100* ± 250 97 ± 9

A6160 + DOPAMINE 56### ± 14 94 ± 15 30# ± 11 80 ± 30

NOREPINEPHRINE 215### ± 55 83 ± 24 600### ± 120 91 ± 9

A6160 1.1 ± 0.9 100 ± 28 1.1 ± 0.8 100 ± 26

D4.4R-α1AR D4.7R-α1AR

DOPAMINE 3  ± 0.9 64  ± 9.6 3.8 ± 1.5 110 ± 29

Treatment
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Figura 31. Evaluación del reclutamiento de β arrestina-2 en células HEK-293 T cotransfectadas con D4.4R-α1AR y 
D4.7R-α1AR. Curvas dosis-respuesta de distintos ligandos obtenidas de los experimentos de BRET de reclutamiento 
de β arrestina-2 en células HEK-293T transfectadas transitoriamente con β arrestina-2 -Rluc8, α1AR-YFP y D4.4R (A, 
C, E) o D4.7R (B, D, F). A-B: Se trataron las células con coelenterazine H (5 μM) y seguidamente con concentraciones 
crecientes de DA (negro), NE (verde) o A61603 (lila). C-D: Se analizó el efecto del pretratamiento con los 
antagonistas selectivos (1 μM) prazosín (gris) y L-745.870 (naranja) y de la coactivación con DA en el reclutamiento  
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Las células se trataron con distintos agonistas y se coactivaron con DA y A61603 y se 

pretrataron con prazosín o L-745.870 antes de la activación con DA o A61603. 

Inesperadamente, se observó una modulación negativa tanto en las células D4.4R-α1AR 

como en las D4.7R-α1AR. La coactivación con DA y A61603 produjo la disminución 

significativa de la potencia obtenida por los ligandos por separado y a su vez, ambos 

antagonistas (prazosín y L-745.870) fueron capaces de bloquear el reclutamiento 

inducido no solo por el agonista del mismo receptor, sino también por el agonista de la 

pareja (Figura 31; Tabla 11).  

Los resultados obtenidos en el análisis de la fosforilación de ERK1/2 fueron de acuerdo 

con los descritos en el reclutamiento de β arrestina-2 (Figura 32). En ambos sistemas 

heterólogos la coactivación con agonistas selectivos de los receptores, A-412997 y 

A61603, dio lugar a un nivel de fosforilación menor que la suma de los efectos inducidos 

por cada uno de los agonistas solos, lo que pone de manifiesto un proceso de 

modulación negativa. El antagonista selectivo para cada receptor fue capaz de inhibir la 

señal mediada por el agonista de la pareja en el heterómero, lo que demuestra de nuevo 

la modulación negativa en estos complejos (Fig. 32A-B).  

 

 

de β arrestina-2 inducido por A61603 (lila). E-F: Se estudió el efecto del pretratamiento con los 
antagonistas selectivos (1 μM) prazosín (rojo) y L-745.870 (gris) sobre el reclutamiento inducido por DA 
(negro). Los valores basales de BRET (en ausencia de ligandos) se restaron de los valores de BRET obtenidos 
para cada concentración de agonista. Los datos se ajustaron mediante un análisis de regresión no lineal a 
una curva sigmoidal de dosis-respuesta y representan las medias ± S.E.M de 2 a 8 experimentos realizados 
por triplicados. Los valore de BRET se expresan como un porcentaje relativo al efecto máximo inducido por 
A61603. (En la Tablas 11 se muestran los valores de EC50 y Emax estimados a partir de cada curva y el análisis 
estadístico). 
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A pesar de que estos resultados concuerdan con los obtenidos en los ensayos de 

reclutamiento de β arrestina-2, se ha descrito que tanto la activación de proteínas G 

como el reclutamiento de β arrestinas puede producir la activación de la vía de las 

Figura 32. Evaluación de la fosforilación de ERK 1/2 inducida por la activación de los complejos D4.4R-
α1AR y D4.7R-α1AR. Fosforilación de ERK1/2 en células HEK-293 T cotransfectadas con el cDNA de los 
receptores α1A y D4.4R (A, C) o D4.7R (B, D). A-B:  Se trataron las células con 500 nM de los agonistas 
A41.2997 y A61603 solo o en combinación durante 7 minutos a 37°C o se pretrataron con 5 µM de los 
antagonistas L-745.870 o prazosín durante 10 minutos previo al tratamiento con los agonistas. (C-D) Se 
incubaron las células con vehículo (Ø), con 10 ng/ml de toxina pertussis (PTX) overnight o con 1 µM del 
inhibidor YM-254890 (YM) durante 30 minutos a continuación, las células fueron tratadas con los 500 nM 
de os agonistas (A61603 o A41-2997) durante 7 minutos o pretratadas durante 10 minutos con prazosín 5 
µM antes del tratamiento con A41.2997. Se cuantificaron las bandas inmunorreactivas correspondientes 
a ERK 1/2 y los valores representan la media ± S.E.M de 4 a 8 experimentos y se expresan como un 
porcentaje de la ratio pERK1/2 versus ERK1/2 totales en función de los niveles basales de fosforilación 
(células no tratadas; 100%).(A-B) Se utilizó un análisis one-way ANOVA seguido de un test post hoc de 

comparación múltiple de Dunnettt (***P <0,001; ****P<0,0001 vs células no tratadas; ###P<0,001; 
####P<0,0001 vs tratamiento con A41-2997; $P<0,05; $$P<0,01; $$$P<0,001 vs tratamiento con 
A61603).(C-D) Según un análisis two-way ANOVA seguido de un test post-hoc de comparación múltiple de 
Bonferroni el tratamiento con PTX o YM-254890 no afectó a la fosforilación inducida por los agonistas 
frente al vehículo (Ø). Las diferencias estadísticas contra la activación inducida por A41-2997 se calcularon 
mediante un análisis one-way ANOVA seguido de un test post hoc de comparación múltiple de Dunnettt 
(#P <0,05; ## P <0,01; ### P <0,001; #### P <0.0001). 
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MAPK416. En base a esto, quisimos determinar si la fosforilación de ERK1/2 en nuestros 

sistemas era independiente de la activación de proteína G. Para ello, las células fueron 

tratadas con toxina pertussis (PTX), una toxina capaz de inhibir a proteína Gαi, o con un 

inhibidor de la proteína Gαq (YM-254890) antes de la activación con los ligandos. La 

inhibición de las proteínas G no afectó a los niveles de fosforilación de ERK1/2 inducidos 

por los agonistas, A61603 y A-412997, ni a la modulación negativa ejercida por el 

antagonista α1R, prazosín, sobre la activación de D4R (Fig. 32C-D). De modo que la 

activación de la vía de las MAPK en estos complejos se produciría de manera 

independiente de la activación de la proteína G. Estos resultados sugieren que las 

diferencias funcionales descritas entre los heterómeros D4.4R-α1AR y D4.7R-α1AR se 

encuentran vinculadas a la señalización inducida por proteínas G. 

1.4 Detección y caracterización funcional del heterómero D4R-

α1AR en tejido de rata 

Por último, quisimos comprobar la expresión de heterómeros D4R-α1AR en la corteza y 

el estriado de rata, y si estos complejos mostraban un patrón funcional similar al 

observado en células. La presencia de heterómeros D4R-α1AR en dichas regiones se 

analizó mediante la utilización de anticuerpos específicos para estos receptores en un 

ensayo de ligación por proximidad (PLA; proximity ligation assay). El ensayo de PLA 

requiere que los dos receptores del heterómero se encuentren suficientemente cerca 

(<17 nm) de modo que los diferentes anticuerpos sean capaces de ligarse entre ellos 

(véase materiales y métodos). Si los receptores están interaccionando se detecta una 

señal fluorescente en forma de punto rojo mediante microscopía confocal. Los 

resultados mostraron puntos rojos alrededor de los núcleos celulares marcados con 

DAPI tanto en cortes estriatales como corticales (Figura 33 C, D). Como control negativo 

se incubaron los cortes únicamente con un anticuerpo primario y ambos anticuerpos 

secundarios (Figura 33A, B). 



 

119 
 

 IV. Resultados 

 

  

 

 

 

 

Una vez confirmada la presencia del heterómero en tejido y con el objetivo de 

determinar si la funcionalidad del heterómero seguía el mismo patrón descrito in vitro 

analizamos su señalización mediante el estudio de la fosforilación de ERK1/2 inducida 

por el tratamiento con agonistas en cortes estriatales y corticales (Figura 34A-B).  

De acuerdo con los resultados descritos en células transfectadas, en tejido se observó 

el mismo patrón de modulación negativa, de modo que los antagonistas de cada 

receptor fueron capaces de inhibir la fosforilación inducida por la activación de la pareja. 

Asimismo, la coactivación con ambos agonistas produjo una señal inferior a la suma de 

las activaciones individuales (Figura 34A-B). 

 

Figura 33. Identificación de heterómeros de receptores D4 y α1A en corteza prefrontal y estriado de rata. 

Se realizó un ensayo in situ de ligación por proximidad (PLA) en cortes de PFC y estriado de rata. Los núcleos 

celulares se tiñeron con DAPI (azul) y los heterómeros se detectan como puntos rojos alrededor de los 

núcleos (C-D). En los controles negativos (A, B) se excluyó el anticuerpo primario para α1AR. (E): SE muestra 

el porcentaje de células que contienen uno o más puntos rojos, expresado respecto al número total de 

células. (F): Muestra los valores de r (número de puntos rojos / número de células que tienen puntos rojos). 

Los datos son la media ± S.E.M del recuento de 3 experimentos diferentes. Las diferencias estadísticas entre 

regiones y contra el control negativo se analizaron mediante un análisis de t-Student de dos colas no 

apareada (** P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001 vs control negativo). Barra de escala: 20 μm 
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Figura 34. Efecto del bloqueo de la formación del complejo D4R-α1AR sobe la fosforilación de ERK 1/2 en 
corteza y estriado de rata. Se analizó el nivel de fosforilación de ERK 1/2 en cortes cerebrales de rata como 
se explica en Materiales y métodos. A-B: Los cortes de corteza (A) y estriado (B) se trataron o no durante 
10 minutos con los agonistas A41-2997 y A61603 (1 µM) solos o en combinación, o bien fueron pretratados 
durante 20 minutos con el antagonista L-745.870 o prazosín (10 µM) antes de la activación con los 
agonistas. C-F: Los cortes fueron incubados durante 4 horas con vehículo (Ø) o con los péptidos TM (4μM) 
correspondientes a los dominios TM 4-7 del receptor D4 o α1A. A continuación, se trataron durante 10 
minutos con vehículo (barras negras) o con A61603 (1 µM) o bien se pretrataron durante 20 minutos con 
L-745.870 (10 µM) previo a la activación con A61603. Se cuantificaron las bandas inmunorreactivas 
correspondientes a ERK 1/2. Los valores representan la media ± S.E.M de 2 experimentos realizados por 
cuadriplicado y se expresan como un porcentaje de la ratio pERK1/2 versus ERK1/2 totales en función de 
los niveles basales de fosforilación (cortes no tratados con ligandos; 100%). A-B: Se analizó la significación  
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A continuación, quisimos demostrar la especificidad de las interacciones descritas. Para 

ello, se utilizaron péptidos sintéticos con la secuencia aminoacídica correspondiente a 

los segmentos transmembrana (TM) 4-7 de los receptores D4 y α1. La adición de los 

péptidos TM implicados en la heteromerización evita la formación del heterómero y, 

por tanto, la modulación entre los receptores que lo conforman. Se analizó el efecto de 

cada péptido TM sobre la modulación negativa ejercida por el antagonista D4R (L-

745.870) en la fosforilación de ERK1/2 inducida por el agonista de α1A (A61603) en cortes 

de estriado y corteza de rata (Figura 34 C-F). La adición de los péptidos no produjo 

ninguna interferencia en la fosforilación de ERK1/2 inducida por los agonistas. Los 

resultados mostraron que el tratamiento con los péptidos correspondientes a TM4 y 

TM6 tanto de D4R como de α1R produce la pérdida del fingerprint de heterómero, es 

decir, en presencia de estos péptidos, el pretratamiento con L-745.870 no produjo el 

bloqueo de la señal inducida α1A. Ya que el tratamiento con el resto de los péptidos TM 

no produjo ningún efecto en la interacción funcional del heterómero, estos resultados 

sugieren que la interacción entre los receptores se produce a través de los segmentos 

TM 4 y 6 de cada receptor.  

estadística mediante un análisis one-way ANOVA seguido de un test post hoc de comparación múltiple de 
Dunnettt (**P <0,01; ***P<0,001 vs cortes no tratados; #P<0,05; ###P<0,001 vs tratamiento con A41-2997; 
$P<0.05; $$P<0.01; $$$P<0.001vs tratamiento con A61603).C-F: Según un análisis two-way ANOVA seguido 
de un test post-hoc de comparación múltiple de Bonferroni el tratamiento con los péptidos transmembrana 
no influyó a la fosforilación inducida por los agonistas en comparación a los cortes tratados con vehículo 
(Ø). Las diferencias estadísticas contra la activación inducida por A61603 se calcularon mediante un análisis 
one-way ANOVA seguido de un test post hoc de comparación múltiple de Dunnettt ($P<0,05; $$P<0,01; 
$$$P<0,001). 
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2. Capítulo 2: Implicación de los heterómeros 

formados por los receptores de adrenalina α1A y 
de dopamina D1 en la modulación de la atención. 

La atención es un proceso vital para la supervivencia y la cognición humana mediante el 

cual se selecciona cierta información relevante al mismo tiempo que se inhiben señales 

irrelevantes tanto internas como externas. La PFC representa el punto neurálgico de la 

regulación de la atención gracias a sus numerosas conexiones recíprocas con regiones 

sensoriales y subcorticales que se regulan mediante complejos sistemas de 

neurotransmisores 82. En concreto, la PFC y sus conexiones son especialmente sensible 

a los niveles DA y la NE 92,147,417. Alteraciones en su señalización se han asociado con 

distintos trastornos comórbidos a déficits atencionales y cognitivos 122,418,419. 

El receptor de dopamina D1 (D1R) es capaz de estabilizar la activación de la PFC mediante 

la supresión de las respuestas a señales irrelevantes y así disminuyendo el “ruido” 126,127. 

Por otra parte, la sobreestimulación de este receptor, como ocurre en situaciones de 

estrés, se ha relacionado con el deterioro de las funciones de la PFC 128,149. Como se ha 

explicado en el capítulo anterior, la activación de los receptores α1R también media 

respuesta al estrés además de regular otros procesos atencionales. Múltiples evidencias 

sugieren la existencia de algún tipo de interacción entre los receptores D1 y α1 en la PFC. 

Por ejemplo, los antagonistas de α1R son capaces de inhibir la hipersensibilidad de D1R 

en la PFC y también pueden bloquear la liberación de DA en respuesta al estrés 420,421. 

Diversos estudios han reportado la capacidad de D1R y otros receptores de DA de formar 

heterómeros, lo que indica que la formación de estructuras más complejas que la de la 

simple molécula de un receptor tiene un papel clave en la regulación de la señalización 

DAérgica. Hemos descrito que α1AR es capaz de interaccionar y modular funcionalmente 

a D4R (capítulo 1), por lo que es plausible que este receptor también sea capaz de formar 
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un heterómero con el receptor D1 y mediar así los efectos sobre este receptor descritos 

anteriormente.  

2.1 El receptor de dopamina D1 forma heterómeros con el 

receptor adrenérgico α1AR. 

La interacción entre los receptores D1 y α1AR se demostró mediante la utilización de 

técnicas biofísicas de BRET. Para ello células HEK-293 T fueron transfectadas 

transitoriamente con cantidades constantes del cDNA correspondiente a D1R fusionado 

a Rluc cómo molécula donadora y cantidades crecientes del cDNA que codifica para el 

receptor α1AR fusionado a YFP como aceptor. Los resultados estimados mostraron 

curvas de saturación de BRET que demuestran la interacción específica entre los 

receptores (BRETmax = 60 ± 4 mBU; BRET50 = 21 ± 4 mBU) (Figura 35A). Como control 

negativo se transfectó la pareja α2AR-Rlus/α1AR-YFP, y se obtuvieron gráficas lineales 

indicativas de interacciones no específicas debidas a colisiones aleatorias412. A 

continuación, se quiso determinar el efecto de la activación de los receptores mediante 

la utilización de agonistas de ambos receptores. Se trataron las células con SKF81297, 

agonista de D1/5 o con A61603, agonista de α1AR, durante 10 minutos y se procedió a 

efectuar las lecturas de BRET. El tratamiento con cualquiera de los dos agonistas 

produjo un incremento significativo en los valores de BRETmax (SKF81297 = 93 ± 8 mBU; 

A61603= 92 ± 11 mBU) comparado con las células sin tratar (Figura 35B) lo que indica 

que los cambios conformacionales producidos por la activación de los receptores 

facilitan la transferencia de energía entre ellos. Destaca el hecho que las células tratadas 

con A61603 proporcionaron valores más elevados de BRET50 (33 ± 8 mBU) lo que sugiere 

que la activación de este receptor tiene un efecto negativo sobre su afinidad para 

heteromerizar con D1R. 
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Los datos obtenidos que muestran la formación del heterómero D1R-α1AR fueron 

corroborados mediante el ensayo de complementación bimolecular fluorescente (BiFC). 

Tal como se ha indicado en Materiales y métodos (véase apartado 6), este ensayo se 

basa en la división de la proteína fluorescente YFP en dos hemiproteínas para a 

continuación fusionar uno de los fragmentos a cada uno de los receptores de interés. 

Figura 35. Identificación de heterómeros de receptores α1A y D1 en células HEK-293 T. A: El ensayo de BRET 
se realizó en células HEK-293 T transfectadas con una cantidad constante de cDNA para D1 R-Rluc (0,18 μg) 
o α2AR-Rluc (0,008 μg) como control negativo y con cantidades crecientes de cDNA para α1AR-YFP (0,05-2 
μg). C: Las células transfectadas con cantidad constante D1 R-Rluc (0,18 μg) y con cantidades crecientes de 
α1AR-YFP (0,05-2 μg) se trataron durante 10 minutos con vehículo (línea negra) o con 1 μM del agonista 
selectivo de α1AR (A61603; línea verde) o con el agonista de D1 SKF81297; línea naranja). La señal de BRET 
se expresa en miliunidades de BRET (mBU) de un total de tres a seis experimentos independientes. C: Los 
ensayos de complementación bimolecular fluorescente se realizaron en células HEK-293T cotransfectadas 
con el cDNA para D1R-cYFP (1,5 µg) y el cDNA para α1AR-nYFP (3 µg) (barras blancas) o con el cDNA para 
α2AR-nYFP (1,5 µg) y el cDNA para α1AR-nYFP (3 µg) como control negativo (barra gris). Las células se trataron 
durante 4 horas con vehículo (Ø) o con los péptidos TM (4μM) 5 y 6 del receptor D1 solos o en combinación. 
Los valores basales de fluorescencia (células sin transfectar) se restaron de los valores de fluorescencia 
obtenidos para cada condición. Los resultados representan la media ± S.E.M de 3 a 5 experimentos 
realizados por duplicado y se expresan como el porcentaje de la fluorescencia obtenida en las células D1R-
cYFP/ α1AR-nYFP tratadas con vehículo. La significación estadística se determinó mediante un análisis one-
way ANOVA seguido de un test post hoc de comparación múltiple de Dunett. *P<0,05; **P<0,01; 
****P<0,0001 vs Ø. 
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La detección de señal fluorescente implica la reconstitución de la YFP debida a la 

interacción entre ambos receptores. Las células se transfectaron con el cDNA 

correspondiente a D1R fusionado al extremo c-terminal de la YFP (cYFP) y con α1AR 

fusionado con la hemiproteína n-terminal (n-YFP). Como control negativo se 

cotransfectaron las células con los cDNAs para α2AR-cYFP y α1AR-nYFP. Únicamente se 

pudo detectar señal de fluorescencia en las células cotransfectadas con D1R-cYFP/α1AR-

nYFP lo que de nuevo pone de manifiesto que estos receptores son capaces de formar 

complejos entre ellos (Figura 35C).  

La especificidad de esta señal fluorescente se comprobó mediante la utilización de 

péptidos sintéticos con la secuencia aminoacídica de los dominios transmembrana (TM) 

5 y 6 de D1/5R. Además, mediante la utilización de estos péptidos TM podemos 

caracterizar más profundamente el heterodímero mediante la determinación de los 

dominios TM que participan en la interacción receptor-receptor. La adición de los 

péptidos TM implicados en la heteromerización impedirán la formación del complejo y 

por tanto la reconstitución de la YFP y la detección de su fluorescencia. El tratamiento 

con ambos péptidos produjo una disminución significativa de la señal fluorescente 

detectada y esta reducción fue incluso mayor cuando las células se trataron con ambos 

péptidos a la vez (Figura 35C). Estos resultados indican que la interacción entre D1R y 

α1AR se produce a través de los dominios transmembrana 5 y 6 del receptor D1. 

2.2 Caracterización funcional del complejo D1R-α1AR in vitro 

Una vez demostrada la heteromerización de los receptores se procedió a investigar las 

consecuencias funcionales y bioquímicas de esta interacción con el objetivo de 

caracterizar las propiedades específicas de la nueva entidad (fingerprint).  
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2.2.1 Evaluación de la activación de la proteína G mediada por D1R-
α1AR 

Para ello realizamos ensayos de BRET de activación de proteína G para identificar 

posibles modulaciones entre D1R y α1AR en la activación de sus respectivas proteínas G 

canónicas, Gαs para ambos y Gαq para α1AR. Se siguió el mismo protocolo descrito en el 

capítulo anterior. Se cotransfectaron células HEK-293 T con las distintas subunidades de 

la proteína G heterotrimérica, Gαs/q -Rluc8 Gγ2 -Venus y Gβ1 en su forma nativa junto 

con distintas combinaciones de los receptores de interés (D1R, α1AR y D1R-α1AR). Se 

utilizaron distintos ligandos y se analizaron los cambios sobre sus valores de potencia o 

eficacia producidos por la interacción entre los protómeros en el heterómero. La 

activación de la proteína G se cuantificó como los cambios en la señal de BRET 

producidos por el tratamiento dosis-respuesta del ligando a estudiar. 

De acuerdo con lo esperado el agonista selectivo de α1AR, el A61603, y la NE provocaron 

la activación de Gαq (Figura 36; Tabla 12) y de Gαs (Figura 37A y 3C; Tabla 13) tanto en 

las células que expresaban α1AR como en las que expresaban D1R-α1AR. Por su parte, el 

agonista selectivo de D1R, el SKF81297, y la DA únicamente indujeron la activación de 

Gαs a través del receptor D1, (Figura 37B y D; Tabla 13). La NE mostró cierta promiscuidad 

ya que también fue capaz de inducir la activación de Gαs mediante la activación de D1R 

con una eficacia prácticamente del 100%, pero con una potencia muy baja (Figura 37B; 

Tabla 13). La especificidad de la activación de cada receptor se comprobó mediante el 

tratamiento con antagonistas selectivos, SCH23390 para D1, y prazosín para α1AR, que 

fueron capaces de bloquear la activación de la proteína G inducida por el respectivo 

agonista selectivo (Figura 36 y figura 37A-B; 37D-E).  
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Al comparar la potencia y la eficacia relativa de los distintos ligandos en el heterómero 

D1R-α1AR con los valores estimados para D1R o α1AR se observó un patrón de modulación 

negativa inducido por la presencia del otro protómero del complejo. Si bien la NE 

muestra una ligera disminución de su potencia de activación de Gαq en el heterómero 

en comparación con α1AR, estas diferencias no fueron significativas, en cambio sí se 

Tabla 12. Parámetros estimados mediante ensayos de BRET de activación de proteína Gαq mediada por 

α1AR y el heterómero D1R-α1AR. 

 

Potencias (valores deEC50, en nM) y eficacias relativas (Emax los valores se representa como un % relativo 
a la activación de la NE estimadas de las curvas de los ensayos de BRET de activación de Gαq presentadas 
en la figura 36. Los valores de EC50 y Emax se estimaron de curvas sigmoidales de dosis-respuesta 
ajustadas mediante un análisis de regresión no lineal. Los valores se expresan como las medias ± S.E.M 
de 2 a 7 experimentos realizados por triplicado. Las diferencias estadísticas entre los parámetros 
estimados para cada tratamiento en el mismo complejo se calcularon mediante un análisis one-way 
ANOVA seguido de un análisis post hoc de comparación múltiple de Dunnett contra el ligando que 
exhibía la mayor potencia (valores de EC50 más bajos) (*P<0,05; ***P<0,001 vs A61603). Las diferencias 
estadísticas entre los parámetros  para un mismo tratamiento entre los distintos complejos se calcularon 
mediante un análisis de t-student de dos colas (#P<0,05 vs D1R-α1AR). 
 

EC50 (nM) Emax (%) EC50 (nM) Emax (%) EC50 (nM) Emax (%) EC50 (nM) Emax (%)

α1AR 80* ± 24 100 ± 4 1.7#  ± 0.12 90 ± 7 3.2 ± 1 98 ± 8 2.9 ± 0.7 102 ± 1.5 

D1R-α1AR 158** ± 33 100 ± 13 5  ±  1.1 112 ± 12 98* ± 22 116 ± 12 124** ± 45 104 ± 7 

Gαq

NOREPINEPHRINE A6160 SCH + A6160A6160 + SKF81

Tabla 13. Parámetros estimados mediante ensayos de BRET de activación de proteína Gαs mediada por 

α1AR, D1R y D1R-α1AR en respuesta a agonistas adrenérgicos y dopaminérgicos.  

Potencias (valores deEC50, en nM) y eficacias relativas (Emax los valores se representa como un % relativo 
a la activación de la DA o la NE (α1AR)) estimadas de las curvas de los ensayos de BRET de activación de 
Gαs presentadas en la figura 37 (A-C). Los valores de EC50 y Emax se estimaron de curvas sigmoidales de 
dosis-respuesta ajustadas mediante un análisis de regresión no lineal. Los valores se expresan como las 
medias ± S.E.M de 2 a 8 experimentos realizados por triplicado. Las diferencias estadísticas entre los 
parámetros estimados para un mismo tratamiento se calcularon mediante un análisis de t-student de 
dos colas (*P<0,05; **P<0,01 vs D1R-α1AR). 

 

EC50 (nM) Emax (%) EC50 (nM) Emax (%) EC50 (nM) Emax (%) EC50 (nM) Emax (%)

α1AR - -  58* ± 10 100  ±  22 1.8 ± 0.6 81  ± 6 - -

D1R 167 *± 50 100 ± 6 4800* ± 1100 83 ± 4 - - 5.4  ± 1.4 106  ± 24

D1R-α1AR 430 ± 25 100 ± 13  156 ± 32 56 ± 19 0.36  ± 0.1 72 ± 9.5 1.8 ± 1 61 ±  8

Gαs

DOPAMINE NOREPINEPHRINE A6160  SKF81
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observó un empeoramiento significativo de la potencia de A61603 en las células que 

expresa el heterómero con respecto a las que expresan α1AR (Figura 36; tabla 12). En la 

activación de Gαs se produjo una reducción de la potencia tanto de la DA como de la NE 

respecto a D1R y α1AR, respectivamente, pero no en el caso de los agonistas selectivos, 

A61603 y SKF81297 (Figura 37; Tabla 13). Cabe destacar que no se observaron 

modificaciones significativas en las eficacias relativas de los ligandos entre los distintos 

sistemas de receptores. Estos resultados podrían justificarse por la presencia de una 

modulación funcional selectiva dependiente del ligando. 

 

 

 

Cuando las células D1R-α1AR se coactivaron con ambos agonistas selectivos se hizo 

evidente la modulación negativa existente entre estos receptores. El agonista D1R 

disminuyó la potencia de activación de Gαq del A61603 (Figura 36B, Tabla 12). Del 
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Figura 36. Evaluación de la activación de la proteína Gαq mediada por α1AR y D1R-α1AR.  Se realizaron 
ensayos de BRET de activación dosis-respuesta de la proteína Gαq inducida por distintos ligandos 
adrenérgicos y dopaminérgicos. Los ensayos se llevaron a cabo en células HEK-293T transfectadas 
transitoriamente con las subunidades de la proteína G Gαq-Rluc8, γ2-mVenus y β1 y el receptor α1A (A) o 
α1AR y D1R (B). Se trataron las células con coelenterazine H (5 μM) y seguidamente con concentraciones 
crecientes de A61603 (lila), NE (verde), DA (negro), SKF81297 (rosa) solo o en combinación con A61603 
(azul). O bien fueron pretratadas con 1µM del antagonista D1R, SCH23390 (rojo) o del antagonista α1AR, 
prazosín (gris), antes del tratamiento con A61603. 10 minutos después delatamiento se cuantificó la señal 
de BRET entre las subunidades Gαi1-Rluc8 y γ2-mVenus como se ha descrito en Materiales y métodos. Los 
valores basales de BRET (en ausencia de ligandos) se restaron de los valores de BRET obtenidos para cada 
concentración de agonista. Los valores de BRET se expresan como el porcentaje del efecto máximo 
inducido por la NE (100%; NE). Los datos se ajustaron mediante un análisis de regresión no lineal a una 
curva sigmoidal de dosis-respuesta y representan las medias ± S.E.M. de 2 a 7 experimentos realizados por 
triplicado (en la Tabla 12 se presentan los valores de EC50 y Emax estimados a partir de cada curva y el 
análisis estadístico). 
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mismo modo, el tratamiento simultáneo de ambos receptores para la activación de Gαs 

mostró una reducción significativa de la potencia obtenida para el SKF81297 o el A61603 

(Fig. 37D-E, Tabla 14) 

Con el objetivo de comprobar si la modulación negativa del heterómero se producía de 

manera bidireccional se estudió el efecto del tratamiento con antagonistas selectivos 

sobre la activación de la pareja en el heterómero. El antagonista de D1 SCH23390 

bloqueó significativamente la activación de Gαq inducida por A61603 (Figura 37; Tabla 

12), así como el prazosín (antagonista de α1R) abolió casi completamente la activación 

de Gαs mediada por SKF81297 (Figura 37E; Tabla 14). Curiosamente, el SCH23390 no 

produjo ningún efecto sobre la activación de Gαs en respuesta a A61603 (Figura 37D; 

Tabla 14). A pesar de que mediante esta técnica no es posible discernir entre los efectos 

mediados por los heterómeros o por posibles monómeros o homodímeros de los 

receptores de interés, el hecho de que los cotratamientos no produzcan ningún efecto 

en presencia de un solo protómero (Fig. 36A, 37A-B; Tablas 12 y 14) indica que D1R y 

α1AR ejercen una modulación negativa entre sí a través de interacciones directas entre 

ellos.  

Tabla 14. Efecto del cotratamiento del heterómero D1R-α1AR con antagonistas y agonistas sobre los 
parámetros estimados mediante ensayos de BRET de activación de proteína Gαs. 

Potencias (valores deEC50, en nM) y eficacias relativas (Emax los valores se representa como un % relativo 

a la activación de la DA o la NE (α1AR)) estimadas de las curvas de los ensayos de BRET de activación de 

Gαs presentadas en la figura 37 (A, B, D, E). Los valores de EC50 y Emax se estimaron de curvas sigmoidales 

de dosis-respuesta ajustadas mediante un análisis de regresión no lineal. Los valores se expresan como 

las medias ± S.E.M de 2 a 8 experimentos realizados por triplicado. El efecto del tratamiento con 

antagonistas o de la coactivación con agonistas se calculó mediante un análisis one-way ANOVA seguido 

de un análisis post hoc de comparación múltiple de Dunnett contra el tratamiento con el agonista 

**P<0,01 vs A61603; #P<0,05 vs SKF.  

 

EC50 (nM) Emax (%) EC50 (nM) Emax (%) EC50 (nM) Emax (%) EC50 (nM) Emax (%) EC50 (nM) Emax (%)

α1AR 1.8 ± 0.6 81  ± 6 - - 0.4 ± 0.9  115 ± 16 0.8  ±  0.2  87 ± 14 - -

D1R - - 5.4  ± 1.4 106  ± 24 6.6 ± 1.7 84 ± 15  11 ± 5.5 70  ± 20

D1R-α1AR 0.36  ± 0.1 72 ± 9.5 1.8 ± 1 61 ±  8 47** ± 0.7 55 ± 13 1  ± 0.5 51 ± 15 90#  ± 34 22* ± 3 

Prazo + SKF
Gαs

 SKF81A6160 A6160 + SKF81 SCH + A6160
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Figura 37. Evaluación de la activación de la proteína Gα
s mediada por α1AR, D1R y D1R-α1AR.  Se realizaron 

ensayos de BRET de activación dosis-respuesta de la proteína Gαs inducida por distintos ligandos 
adrenérgicos y dopaminérgicos. Los ensayos se llevaron a cabo en células HEK-293T transfectadas con las 
subunidades de la proteína G: Gαs-Rluc8, γ2-mVenus y β1 juntamente con el receptor α1A (A), D1 (B) o ambos 
(α1AR-D1R) (C-E). Se trataron las células con coelenterazine H (5 μM) y seguidamente con concentraciones 
crecientes de A61603 (lila), NE (verde), DA (negro), SKF81297 (rosa) solo o en combinación con A61603 
(azul). O bien con A61603 en presencia de 1µM del antagonista D1R, SCH23390 (rojo) o del antagonista 
α1AR, prazosín (gris) (A y D) o SKF81297 en presencia de 1µM SCH23390 (gris) o de prazosín (naranja) (B y 
E). 10 minutos después del tratamiento se cuantificó la señal de BRET entre las subunidades Gαi1-Rluc8 y 
γ2-mVenus como se ha descrito en Materiales y métodos. Los valores basales de BRET (en ausencia de 
ligandos) se restaron de los valores de BRET obtenidos para cada concentración de agonista. Los valores 
de BRET se expresan como el porcentaje del efecto máximo inducido por la NE (NE Emax=100%) (A) o la 
DA (DA Emax= 100%) (B-E). Los datos se ajustaron mediante un análisis de regresión no lineal a una curva 
sigmoidal de dosis-respuesta y representan las medias ± S.E.M. de 2 a 8 experimentos realizados por 
triplicado (en las Tablas 8 y 9 se muestran los valores de EC50 y Emax estimados a partir de cada curva y el 
análisis estadístico). 
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2.2.2 Modulación negativa recíproca de vías de señalización del 
heterómero D1R-α1AR. 

 

2.2.2.1 Activación de la adenilato ciclasa y movilización de calcio 
intracelular 

A continuación, se caracterizaron las distintas vías de señalización asociadas con la 

activación de los receptores en el heterómero. El D1R y el α1AR son capaces de acoplarse 

e inducir la activación de Gαs (véase apartado anterior). Esta proteína produce la 

activación canónica de la adenilato ciclasa promoviendo la producción de AMPc 

intracelular 417. Además, α1AR también es capaz de producir la activación de Gαq, e 

inducir la liberación de Ca2+ intracelular 139. 

En estos ensayos se utilizaron de nuevo células HEK-293 T transfectadas 

transitoriamente con los cDNAs correspondientes a los receptores de interés. 

Inicialmente, investigamos el fingerprint detectado en los ensayos de activación de 

proteína Gαs mediante ensayos de acumulación de AMPc. Acorde a los resultados 

obtenidos en el apartado anterior, los agonistas selectivos A61603 y SKF81297 

promovieron la formación de AMPc en células transfectadas con α1AR o D1R, 

respectivamente (Figura 38A-B) y ambos fueron capaces de activar la AC en las células 

transfectadas con ambos receptores (Figura 38C). Por su parte, el tratamiento con 

A61603 produjo un pico de liberación de calcio intracelular (Figura 38D-E).  

La coactivación con agonistas y antagonistas selectivos puso de manifiesto el fingerprint 

del heterómero descrito en el apartado anterior. De nuevo, los cotratamientos no 

causaron ningún efecto en presencia de un solo protómero lo que demuestra que los 

posibles efectos son provocados por interacciones receptor-receptor (Figura 38A, B, D). 

El cotratamiento con A61603+SKF81297 produjo niveles de AMPc intracelular menores 

que la suma del efecto individual de cada ligando, lo que indica de nuevo la presencia 

de una modulación negativa entre los receptores (Figura 38C). Igualmente, la activación 
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del receptor D1 disminuyó la liberación de calcio intracelular mediada por α1AR (Figura 

38E). El antagonista selectivo de D1R, SCH23390, bloqueó la producción de AMPc 

inducida por la activación de D1R, lo que confirma la especificidad de la señal (Figura 

38B-C). Al mismo tiempo, el SCH23390 fue capaz de inhibir la liberación de calcio 

intracelular en el heterómero inducida por A61603, pero no la producción de AMPc 

intracelular (Figura 38C, 4E). Estos resultados coinciden con los obtenidos en los ensayos 

de activación de proteína G, y de nuevo sugieren la selectividad funcional del SCH23390 

en la modulación del heterómero. Por último, el prazosín (antagonista de α1R) bloqueó 

la liberación de calcio intracelular (Figura 38D-E) y la producción de AMPc inducida por 

A61603 (Figura 38A, 38C), así como la activación de la AC en respuesta a la estimulación 

con SKF812997 en el heterómero (Figura 38C). 
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2.2.2.2 Estudio de la respuesta celular global mediante DMR 

Para finalizar con la caracterización de la señalización dependiente de proteína G se 

evaluó la respuesta celular global mediada por la activación del heterómero D1R-α1AR. 

Para ello se transfectaron las células HEK-293 T con los cDNAs correspondientes para 

los receptores D1 y α1A y se realizó un ensayo de distribución dinámica de masa (DMR) 

siguiendo el protocolo detallado en Materiales y métodos. Los resultados mostraron el 

fingerprint característico que se ha descrito en los apartados anteriores, la coactivación 

con los agonistas no produjo un efecto aditivo de las señales obtenidas para cada 

agonista solo (Figura 39A). El prazosín fue capaz de bloquear la activación inducida por 

el SKF81297 (Figura 39C) en cambio, el SCH23390 solo produjo una leve inhibición de la 

activación producida por A61603 (Figura 39B).  

Mediante este ensayo se analiza la respuesta celular global, es decir que la señal 

detectada tras el tratamiento con A61603 engloba la activación tanto de proteínas Gαq 

como Gαs, de modo que la leve modulación negativa producida por el SCH23390 se 

asociaría a la capacidad de este antagonista del receptor D1 de inhibir la señalización 

mediada por Gαq en el heterómero. El hecho de que esta modulación sea mínima podría 

sugerir que el A61603, en este caso, está activando principalmente la proteína Gαs, lo 

que sugierte que este ligando presenta también cierta selectividad funcional. Esto sería 

Figura 38. La coactivación del heterómero D1R-α1AR modula negativamente su señalización. Se analizó la 
modulación de la adenilato ciclasa (A-C) y la movilización de calcio intracelular (D-E) en respuesta a ligandos 
adrenérgicos y dopaminérgicos en células HEK-293T transfectadas con el cDNA de los receptores α1A (A y 
D), D1 (B) o α1A y D1 (C y E)). A-C: Las células fueron tratadas con el agonista α1AR, A61603 (10 nM) o con el 
agonista D1, SKF81297 (100 nM) en presencia y en ausencia del antagonista de α1AR, prazosín (1 μM) o del 
antagonista D1 SCH23390 o bien fueron coactivadas con A61603+SKF81297. Los valores representan la 
media ± S.E.M de 3 a 5 experimentos y se expresan como un % del AMPc inducido por A6160 (A) o 
SKF81297 (B-C). Las diferencias estadísticas entre los distintos tratamientos se evaluaron mediante un 
análisis one-way ANOVA seguido de un análisis post-hoc de comparación múltiple de Dunnett (**P<0,01; 
***P<0,001; ****P<0,0001 vs células no tratadas; ###P<0,001; ####P<0,0001 vs SKF81297; $$$$P<0,0001 vs 
A61603). D-E: Además de con los receptores D1 y α1A las células se cotransfectaron con el sensor de calcio 
GCaMP6. Las células se activaron con el agonista A61603 (20 nM) solo (línea negra) o en combinación con 
SKF81297 (azul), o bien fueron pretratadas con 60 nM de SCH23390 (60 nM, línea roja) prazosín (línea gris) 
antes de la activación con A61603. D y E muestran curvas representativas de liberación de calcio 
intracelular a lo largo del tiempo de un N = 3-5 experimentos. 
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consistente con las potencias obtenidas para este ligando en cada una de las 

subunidades de la proteína G, 0,36 nM para la subunidad Gαs y 5 nM para Gαq. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39. Efecto de la coactivación del heterómero D1R-α1AR en la activación celular global. El ensayo 
de DMR se llevó a cabo en células HEK-293 T transfectadas transitoriamente con el los cDNAs 
correspondientes a al receptor D1 y α1A. A: Se trataron las células con los agonistas A61603 (1 nM, negro) 
y SKF81297 (rosa) solos o en combinación (azul). B: Las células se pretrataron durante 30 minutos con 1 
μM de prazosín (gris) o de SCH23390 (rojo) antes de la activación con A61603 (negro). C: Se pretrataron 
las células 30 minutos con 1 μM de prazosín (naranja) o de SCH23390 (gris) antes de la activación con 
SKF81297 (rosa). Las gráficas muestran curvas representativas de 4 experimentos diferentes realizados 
por triplicado.  
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2.2.2.3       Estudio de la activación de la vía de las MAPK  

Por último, estudiamos las interacciones funcionales entre D1R y α1AR en la activación 

de la vía de las MAPK. Para ello se utilizaron células cotransfectadas con ambos 

receptores y se determinó el nivel de fosforilación de ERK1/2 (pERK 1/2) inducido por la 

activación con ligandos selectivos (Figura 40). El tratamiento con los agonistas 

selectivos, A61603 y SKF81297, provocó la activación de la vía de las MAPK, y dio lugar 

al incremento de los niveles de pERK 1/2. El tratamiento simultáneo del heterómero 

D1R-α1AR con ambos agonistas proporciono el mismo patrón de modulación negativa 

recíproca reportado para las vías de señalización asociadas a proteína G. La coactivación 

A61603 + SKF81297 provocó una fuerte modulación negativa ya que se generaron 

niveles de pERK 1/2 significativamente menores a los obtenidos mediante el 

tratamiento con cada uno de los agonistas por separado. Del mismo modo, los 

antagonistas selectivos, SCH23390 y prazosín, fueron capaces de inhibir la activación de 

MAPK inducida tanto por el agonista del su mismo receptor como por el agonista de la 

pareja (Figura 40).  

 

 

 

Figura 40. Evaluación de la fosforilación de ERK 1/2 
inducida por la activación del heterómero D1R-α1AR. 
La fosforilación de ERK1/2 se analizó en células HEK-
293 T cotransfectadas con el cDNA de los receptores 
α1A y D1R. Se trataron las células con 100 nM de los 
agonistas SKF81297 y A61603 solos o combinados 
durante 10 minutos a 37°C o se pretrataron con 1 µM 
de los antagonistas SCH23390 o prazosín durante 15 
minutos previos al tratamiento con los agonistas. Se 
cuantificaron las bandas inmunorreactivas 
correspondientes a ERK 1/2 y los valores representan 
la media ± S.E.M de 4 a 8 experimentos y se expresan 
como un porcentaje de la ratio pERK1/2 versus 
ERK1/2 totales en función de los niveles basales de 
fosforilación (células no tratadas; 100%). Para realizar 
en análisis estadístico se utilizó un análisis one-way 
ANOVA seguido de un test post hoc de comparación 
múltiple de Dunnett (****P<0,0001 vs células no 
tratadas; ####P<0,0001 vs tratamiento con SKF81297; 
$$$$P<0,0001 vs tratamiento con A61603). 
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2.3 Caracterización funcional ex vivo de los complejos D1/5R-

α1AR en tejido cerebral de rata 

Tras haber caracterizado funcionalmente el heterómero D1R-α1AR in vitro quisimos 

demostrar la existencia de estos heterómeros en tejido cerebral nativo, concretamente 

en la corteza prefrontal y el estriado de rata, dos regiones altamente interconectadas 

entre ellas y críticas para la regulación de los procesos atencionales. Se evaluó la 

activación de MAPK en cortes estriatales y corticales de rata en busca de los patrones 

funcionales descritos in vitro, es decir, del fingerprint del heterómero que nos permita 

corroborar la presencia del complejo. Debido a la gran homología estructural existente 

entre los receptores de la familia D1-like, actualmente no se dispone de ligandos 

específicos para D1R o D5R por lo que los estudios farmacológicos llevados a cabo ex vivo 

o in vivo no permiten discernir entre ambos receptores.  

El tratamiento de los cortes cerebrales con los agonistas A61603 o SKF81297 provocó 

un incremento de los niveles de pERK1/2, lo que demuestra la presencia de los 

receptores de interés en las regiones estudiadas (Figura 41A-B). Se detectó el fingerprint 

descrito para el heterómero tanto en estriado como en la corteza de rata. La activación 

de MAPK inducida por los agonistas fue abolida tanto por el antagonista del mismo 

receptor como por el antagonista de la pareja y la coactivación con ambos agonistas 

produjo una activación menor que la suma de las señales individuales (Figura 41A-B). 

Para comprobar que las modulaciones detectadas están mediadas por la interacción 

directa entre los receptores en el heterómero, se trataron los cortes estriatales y 

corticales con péptidos transmembrana con la secuencia aminoacídica correspondiente 

a los dominios transmembrana 4-6 de D1/5R y α1R. El tratamiento con el péptido/s 

implicados en la interacción entre los receptores evitará la formación del heterómero 

y, por consiguiente, del fingerprint. Se analizó el efecto de los distintos péptidos sobre 

la modulación negativa ejercida por D1/5R sobre α1AR mediante el tratamiento con 



 

138 
 

 IV. Resultados 

SCH23390 + A61603. El tratamiento con los distintos péptidos no produjo ninguna 

interferencia en la activación de MAPK mediada por los agonistas. De acuerdo con los 

resultados obtenidos in vitro en los ensayos de complementación bimolecular 

fluorescente, los péptidos TM5 y TM6 de D1/5R evitan la formación del heterómero, lo 

que se traduce en la pérdida de la modulación negativa ejercida por el SCH23390 (Figura 

41C-F). Coincidiendo con estos resultados, el tratamiento con los péptidos TM5 y TM6 

de α1R también evitó la formación del heterómero y la pérdida del fingerprint en el 

estriado, en cambio, solo el TM5 provocó la ruptura del heterómero en la corteza 

(Figura 41C-F).  
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2.4 El receptor D5 forma heterómeros funcionales con α1AR 

Tras haber detectado funcionalmente la formación de complejos entre los receptores 

D1/5 y α1AR quisimos estudiar si el receptor D5 también era capaz de interaccionar 

funcionalmente con α1AR para poder determinar su implicación en los resultados 

obtenidos ex vivo.  

La interacción entre los receptores D5 y α1A se demostró mediante ensayos de BRET. Se 

transfectaron células HEK-293 T con cantidades constantes del cDNA correspondiente a 

D5R-Rluc y cantidades crecientes del cDNA que codifica para el receptor α1AR-YFP y se 

obtuvieron curvas de saturación de BRET (BRETmax = 41 ± 3; BRET50 = 22 ± 5) indicativas 

de la interacción específica entre los receptores (Figura 42A). Una vez demostrada la 

formación del heterómero D5R-α1AR procedimos con la evaluación funcional de este 

complejo mediante el estudio de la activación de la vía de las MAPK en células HEK-293 

T transfectadas transitoriamente con ambos receptores. Los resultados mostraron una 

modulación negativa recíproca similar a la descrita en el heterómero D1-α1A. El 

tratamiento con antagonistas selectivos (SCH23390 o prazosín) fueron capaces de 

bloquear tanto la señalización inducida por el agonista del mismo receptor como la 

Figura 41. Caracterización functional del complejo D1/5R-α1AR en estriado y corteza de rata. Se analizó el 
nivel de fosforilación de ERK 1/2 en cortes cerebrales de rata como se explica en Materiales y métodos. A-
B: Los cortes de corteza (A) y estriado (B) se trataron o no durante 10 minutos con los agonistas SKF81297 
y A61603 (1 µM) solos o en combinación, o bien fueron pretratados durante 20 minutos con el antagonista 
SCH23390 o prazosín (10 µM) antes de la activación con los agonistas. C-F: Los cortes fueron incubados 
durante 4 horas con vehículo (Ø) o con los péptidos TM (4μM) correspondientes a los dominios TM 4-7 de 
los receptores D1like o α1. A continuación, se trataron durante 10 minutos con vehículo (barras negras) o con 
A61603 (1 µM) solo o en presencia de SCH23390 (10 µM, durante 20 min). Se cuantificaron las bandas 
inmunorreactivas correspondientes a ERK 1/2. Los valores representan la media ± S.E.M de 2 experimentos 
realizados por cuadriplicado y se expresan como un porcentaje de la ratio pERK1/2 versus ERK1/2 totalesen 
función de los niveles basales de fosforilación (cortes no tratados con ligandos; 100%). A-B: Se analizó la 
significación estadística mediante un análisis one-way ANOVA seguido de un test post hoc de comparación 
múltiple de Dunnettt (*P <0,05; **P<0,01 vs cortes no tratados; #P<0,05; ##P<0,01 vs tratamiento con 
SKF81297; $P<0,05; $$P<0,01; vs tratamiento con A61603).C-F: Según un análisis two-way ANOVA seguido 
de un test post-hoc de comparación múltiple de Bonferroni el tratamiento con los péptidos transmembrana 
no influyó a la fosforilación inducida por los agonistas en comparación a los cortes tratados con vehículo 
(Ø). Las diferencias estadísticas contra la activación inducida por A61603 se calcularon mediante un análisis 
one-way ANOVA seguido de un test post hoc de comparación múltiple de Dunnettt (*P<0,05; **P<0,01; 
***P<0,001). 
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inducida por el agonista de la pareja. Sin embargo, al estimular conjuntamente ambos 

receptores con los agonistas (A61603 + SKF81297) no se observó la modulación negativa 

característica del heterómero D1-α1A; esto es, se generaron niveles de pERK1/2 

equivalentes a la suma de las señales individuales de cada agonista (Figura 42B). Estos 

datos indican que los resultados observados tanto en estriado y corteza de rata estarían 

mediados en gran parte por el complejo D1-α1A, ya que, aunque la modulación negativa 

producida por coactivación con agonistas es menor a la observada en células, la 

respuesta es mucho menor a la suma de las señales individuales. Sin embargo, no se 

puede descartar la participación del heterómero D5R-α1AR en la regulación de la 

señalización corticoestriatal.  
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Figura 42. Identificación y caracterización funcional del heterómero D5R-α1AR en células HEK-293 T. A:  
El ensayo de BRET se llevó a cabo en células HEK-293 T transfectadas con una cantidad constante de cDNA 
para D5 R-Rluc (0.35 μg) y cantidades crecientes de cDNA para α1AR-YFP (0.05-1.5 μg). La señal de BRET se 
expresa en mili unidades de BRET (mBU) de un total de tres a seis experimentos independientes. B: La 
fosforilación de ERK1/2 se analizó en células HEK-293 T cotransfectadas con el cDNA de los receptores α1A 
y D5R. Se trataron las células con 100 nM de los agonistas SKF81297 y A61603 solos o en combinación 
durante 10 minutos a 37°C o se pretrataron con 1 µM de los antagonistas SCH23390 o prazosín durante 
15 minutos previos al tratamiento con los agonistas. Se cuantificaron las bandas inmunorreactivas 
correspondientes a ERK 1/2 y los valores representan la media ± S.E.M de 4 a 8 experimentos y se expresan 
como un porcentaje de la ratio pERK1/2 versus ERK1/2 totales en función de los niveles basales de 
fosforilación (células no tratadas; 100%). Para realizar en análisis estadístico se utilizó un análisis one-way 
ANOVA seguido de un test post hoc de comparación múltiple de Dunnett (***P <0,001; ****P<0,0001 vs 
células no tratadas; ####P<0,0001 vs tratamiento con SKF81297; $P<0,05; $$P<0,01 vs tratamiento con 
A61603). 
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La atención es un proceso cognitivo básico que nos otorga la capacidad de 

seleccionar aquella información interna (pensamientos o recuerdos) o externa que 

es relevante para la toma de decisiones y el control del comportamiento1–3. El 

control de atencional y de otras habilidades cognitivas esenciales como el control 

de la conducta cognitiva y motora y de la memoria de trabajo se orquesta 

esencialmente desde la PFC a través de múltiples conexiones corticales y 

subcorticales. La PFC mantiene activamente las representaciones de nuestros 

objetivos, las cuales van siendo actualizadas en función de nueva información o 

nuevos objetivos. Fallos en la actualización de dichas representaciones se traducen 

en comportamientos perseverantes, mientras que los fallos en su mantenimiento 

producen distraibilidad. 

La dopamina (DA) y norepinefrina (NE) son catecolaminas que inervan múltiples 

regiones cerebrales, entre las que se encuentra la PFC. Los sistemas DAérgico y 

NEérgico se encuentran altamente relacionados y actúan de manera cooperativa en 

la regulación de múltiples procesos tales como la atención, las funciones ejecutivas, 

la motivación, la recompensa y el control motor. La desregulación de los sistemas 

de catecolaminas, especialmente alteraciones DAérgicas, se han relacionado con un 

elevado número de patologías neuropsiquiátricas como ciertos trastornos del 

neurodesarrollo, como el trastorno por déficit de atención e hiperactividad (TDAH), 

el síndrome de Gilles de la Tourette (SGT), los trastornos del espectro autista (TEA) 

o el trastorno obsesivo compulsivo (TOC). 

La DA y la NE ejercen sus efectos fisiológicos a través de la unión a distintos 

receptores acoplados a proteínas G (GPCRs) pre- y postsinápticos. Los GPCRs son 

proteínas de membrana capaces de ser activadas por una amplia variedad de 

estímulos que incluyen fotones, iones, moléculas odorantes, gustantes, hormonas y 

neurotransmisores347. Estos receptores son capaces de transducir señales 

extracelulares y modular diversas vías de señalización mediante su interacción con 
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distintas proteínas efectoras que regulan, en última instancia, múltiples procesos 

fisiológicos, por lo resultan de gran interés terapéutico. 

Actualmente está ampliamente aceptado que los miembros de esta familia de 

receptores tienen la capacidad de interaccionar entre ellos, así como con otras 

proteínas, a nivel de la membrana plasmática para formar complejos 

homodiméricos, heterodiméricos u oligoméricos. La oligomerización constituye un 

proceso clave para la modulación de la transducción de señales ya que estas 

interacciones pueden afectar a las propiedades básicas de los protómeros, como a 

su conformación, a sus propiedades bioquímicas o funcionales o a su internalización. 

Así, la interacción entre GPCRs genera una nueva entidad funcional distinta a los 

receptores que la conforman la cual presenta propiedades farmacológicas y/o 

funcionales específicas (fingerprint).  

Los resultados que se presentan en esta Tesis demuestran la importancia de la 

formación de oligómeros en la regulación de la señalización y la selectividad 

funcional de los receptores de DA y NE. La señalización adecuada de estos sistemas 

de neurotransmisores es esencial para correcto funcionamiento de la PFC y de sus 

conexiones intra- y subcorticales. Los datos obtenidos durante el desarrollo de esta 

Tesis podrían ser relevantes para la comprensión de la regulación y el control de 

procesos cognitivos superiores y de su posible papel en la fisiopatología de distintos 

trastornos del neurodesarrollo. 

El gen del receptor de dopamina D4 (DRD4) humano exhibe numerosos 

polimorfismos que dan lugar a distintas variantes de dicho receptor, siendo los más 

comunes aquellos que presentan cuatro o siete (D4.4R y D4.7R) repeticiones de una 

secuencia de 16 aminoácidos en su tercer bucle intracelular (ICL3). Numerosas 

investigaciones han vinculado este polimorfismo con una mayor susceptibilidad 

para padecer TDAH102,105 y en menor medida con el TEA246, el TOC249,250 y el SGT255,318. 
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A pesar de la existencia de diversos estudios106,108–110,112,114,116 para determinar 

relevancia funcional de la variante de riesgo D4.7R, no se han descrito diferencias 

funcionales evidentes entre ambas variantes del receptor D4 que expliquen su 

relación con los trastornos del neurodesarrollo. Debido a ello, ciertos autores se han 

centrado en evaluar la interacción de este receptor con distintos sistemas de 

neurotransmisión400,422,423, y en base a ello han postulado que las principales 

diferencias entre ambos polimorfismos serían dependientes de la heteromerización 

de los mismos con otros receptores 106,107. 

El año 2012 González y colaboradores describieron la capacidad del receptor D4 para 

formar heterodímeros con distintos GPCRs400,422. Por una parte, identificaron 

mediante técnicas bioquímicas y biofísicas en sistemas de transfección heterólogos, 

y mediante experimentos ex vivo en la glándula pineal, la existencia de 

heterodímeros D4R-α1BR y D4R-β1. Establecieron que la DA es capaz de inhibir la 

señalización adrenérgica mediante su acción sobre estos complejos, bloqueando así 

la síntesis de melatonina y participando en la regulación del ciclo circadiano400. Por 

otra parte, describieron importantes diferencias entre las variantes de D4R que 

pueden ser esenciales para una mejor comprensión del riesgo asociado a al 

polimorfismo D4.7R para padecer TDAH422. Así, definieron la formación de 

heterómeros D4.4R-D2sR en células transfectadas y estriado de ratón. 

Funcionalmente, la interacción entre D4.4R y D2sR dio lugar a la potenciación de la 

señalización mediada por MAPK en experimentos in vitro y ex vivo en el estriado de 

ratón donde actuarían regulando negativamente la liberación de glutamato. Sin 

embargo, la variante de riesgo D4.7R resultó ser incapaz de formar heterómeros 

funcionales con D2sR in vitro y en tejido nativo de estriado proveniente de un modelo 

de ratón knock-in portador del receptor humano D4.7 422. Cabe destacar que un 

estudio reciente ha puesto en evidencia la incapacidad de D4.7R para interaccionar 

funcionalmente con D2sR mediante ensayos de CODA-RET (complemented donor-
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acceptor resonance energy transfer), experimentos basados en ensayos de BRET 

que permiten la cuantificación de los cambios inducidos por la unión de un ligando 

en la interacción ente un homo- o heterómero con su proteína G424. Igualmente, se 

han reportado diferencias funcionales clave dependientes de isoforma que 

muestran un efecto diferencial de las isoformas sobre la actividad constitutiva de 

D2sR, y un incremento y una disminución tras la interacción directa con D4.7R o D4.4R, 

respectivamente. 107. 

El descubrimiento de la habilidad de heteromerización del receptor D4 con otros 

receptores, junto con las diferencias funcionales descritas entre sus polimorfismos 

dependientes de su heterodimerización y su capacidad para regular la señalización 

noradrenérgica plantea la posibilidad de que estas isoformas interaccionen 

diferencialmente con otros GPCRs y sea a través de estas interacciones receptor-

receptor donde se vislumbre la relevancia funcional de la variante D4.7R. Teniendo 

en cuenta estos antecedentes, nuestro primer objetivo fue elucidar la existencia y 

las posibles consecuencias funcionales de la interacción directa entre los receptores 

D4.4R y D4.7R con el receptor adrenérgico α1AR. 

Los resultados expuestos en el primer capítulo titulado, “Diferencias funcionales 

entre el receptor de dopamina D4.4R y la variante asociada a TDAH- D4.7R 

dependientes de su heteromerización con el adrenoceptor α1A” demuestran, por 

primera vez, mediante técnicas biofísicas y bioquímicas, la existencia de 

heterodímeros funcionales formados por el receptor adrenérgico α1AR y ambas 

variantes del receptor D4, D4.4R y D4.7R. Además, se describen diferencias funcionales 

entre ambas variantes dependientes, no solo en su heteromerización con α1AR, sino 

de la vía de señalización estudiada (Figura 43).  

Mediante ensayos de BRET se demostró la capacidad de interacción entre ambas 

variantes de D4R con α1AR. Los parámetros estimados a partir de las curvas de BRET 
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revelaron una disminución del valor de BRETmax en el heterómero D4.7R-α1AR en 

comparación con la pareja D4.4R-α1AR. Este dato, se relaciona con una menor 

transferencia de energía, sin embargo, no implica necesariamente la existencia de 

un menor número de complejos ya que este parámetro no representa un valor 

cuantitativo del número de heterómeros. El valor de BRETmax mide la transferencia 

de energía y esta se puede ver afectada tanto por el número de complejos 

formados, como por la distancia entre las proteínas de fusión o la orientación que 

adoptan éstas en el heterómero 412. En nuestro caso esta distancia también podría 

verse alterada por la mayor longitud del tercer bucle intracelular de la variante D4.7R. 

Estudios recientes de heteromerización de las variantes de D4R con el receptor 

adrenérgico α2A revelaron una menor afinidad relativa (valores más elevado de 

BRET50) del polimorfismo D4.7R para formar heterómeros con α2A en comparación 

con D4.4R 411. Asimismo también se ha reportado una menor tendencia de D4.7R para 

formar homodímeros en comparación con las variantes más cortas120, así como la 

incapacidad de esta variante para formar heterómeros con D2sR422. Estos datos junto 

con la disminución de la Bmax descrita en esta Tesis sugiere que el ICL3 más largo 

presente en el D4.7R, en cierto modo, entorpece su capacidad para establecer 

interacciones receptor-receptor. Paralelamente, se quiso explorar la relevancia 

biológica de estas interacciones para lo que se demostró la existencia de complejos 

D4R-α1AR ex vivo mediante ensayos de PLA en la corteza y el estriado de rata. De esta 

manera se pone de manifiesto la relevancia fisiológica de los resultados descritos en 

este capítulo.  

Mediante ensayos de BRET por activación de proteína G se definió el patrón de 

activación de los receptores individuales y se demostró la existencia de complejos 

funcionales capaces de activar diversas proteínas G en sistemas de transfección 

heterólogos. Por una parte, las variantes de D4R presentan el mismo perfil 

bioquímico y potencias equivalentes para la activación de la proteína Gαi1 en 
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respuesta a los ligandos endógenos, DA y NE. Como se ha descrito anteriormente, 

los resultados sobre las diferencias en las propiedades bioquímicas entre las 

isoformas del se receptor D4 han resultado ser contradictorias106,110,379 (véase Tabla 

1). Los estudios más recientes apoyan que las variantes del receptor D4 no muestran 

diferencias en su habilidad para reclutar proteínas β-arrestina110 ni para inducir la 

activación de su proteína G canónica107 tras la estimulación con ligandos. Nuestros 

resultados aportan nuevas evidencias que confirman que los receptores individuales 

no presentan diferencias en su capacidad de activación de la proteína G107,115,116 y 

que las diferencias funcionales observadas entre las isoformas podrían depender de 

su heteromerización 106.  

Por otro lado, hemos descrito que la variante D4.4R presenta un perfil funcional único 

asociado a su heteromerización con α1AR. Se ha comprobado que α1AR es capaz de 

unirse no solo a la proteína Gαq, sino también a Gαs y que el perfil de potencias, 

tanto de la NE como del ligando sintético selectivo A61603, es similar en ambos 

casos. En la interacción directa entre el α1AR y D4.4R, D4.4R actúa como un modulador 

alostérico e induce un cambio en la selectividad funcional de α1AR, que se pone de 

manifiesto por un marcado incremento de la potencia de dichos ligandos para la 

activación de Gαs en comparación con Gαq. Este hecho indica que, en el complejo 

D4.4R-α1AR, la activación de α1AR señaliza preferencialmente vía Gαs. Además, la 

interacción receptor-receptor también incrementó la potencia de la DA para activar 

a la proteína Gαi mediante su unión a D4.4R. En el heterómero D4.7R-α1AR este 

fenómeno se observa únicamente en el caso de la activación inducida por NE y en 

niveles significativamente menores que en el complejo D4.4R-α1AR, lo que indica que 

la variante D4.7R podría estar produciendo una modulación alostérica menor sobre 

el receptor adrenérgico. En concordancia con nuestros resultados, la pérdida de 

modulación alostérica por parte de la variante D4.7R también se hace patente tras su 

heteromerización con el receptor adrenérgico α2A
411. En este estudio, se define la 



 

149 
 

 V. Discusión 

capacidad de la variante D4.4R para modular alostéricamente a α2AR e impedir la 

activación de Gαi inducida por los ligandos adrenérgicos sintéticos guanfacina, 

dexmetomidina y clonidina. Por el contrario, el perfil de funcional descrito para 

complejo D4.7R-α2AR fue equivalente al obtenido para el homómero α2AR-α2AR411. 

Los mecanismos que determinan la selectividad de los GPCRs para interaccionar con 

una proteína G presentan un gran interés, sobre todo en los receptores capaces de 

activar distintos subtipos de proteína G. Se ha descrito que la dimensión del 

movimiento de la hélice transmembrana 6 (TM6) del GPCRs activado por un 

agonista es capaz de modular el acceso de la proteína G, y junto con la secuencia 

aminoacídica de la cola C-terminal de la proteína G determinan fundamentalmente 

la selectividad de los GPCRs 425–428. Nuestros resultados ex vivo demuestran que los 

dominios TM4 y TM6 de D4R y α1AR participan en la interacción del complejo. Estos 

resultados coinciden con los previamente descritos para los heterodímeros D4R-

α2AR, para los que se ha descrito que la interfaz de interacción se produce a través 

del TM4 de D4R. Desafortunadamente en aquel estudio no se evaluó la posible 

participación del TM6411. La capacidad de heteromerización del receptor D2 con el 

receptor de adenosina A2A ha sido ampliamente estudiada debido a su posible 

participación en distintos trastornos neurodegenerativos429,430. Funcionalmente, la 

interacción molecular entre estos receptores se caracteriza por la presencia de una 

modulación alostérica negativa430, en la que los efectos alostéricos derivados de la 

interacción receptor-receptor en este complejo son abolidos tras la inserción de 

mutaciones específicas en el IL3 de D2R. Este hecho indica que esta región juega un 

papel clave en las interacciones alostéricas del complejo D2-A2A
429.  Debido a la 

elevada similitud entre los receptores de la familia D2-like a nivel tanto estructural 

como funcional, la región del IL3 del receptor D4 también podría jugar un papel 

esencial en su interacción con otros receptores. De hecho, se ha descrito que el 

tercer bucle intracelular más largo de la variante D4.7R genera un incremento del 

índice de desorden presente en esta región en comparación con las isoformas más 
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cortas 113. Esta mayor longitud y desorden podrían interferir en su capacidad de 

modular alostéricamente a α1AR o entorpecer la magnitud del movimiento de su 

TM6 implicado en la selectividad de los GPCRs.  

Inicialmente se describió que la activación de α1R se producía como respuesta a 

situaciones de estrés, debido a su baja afinidad relativa por la NE, dando lugar a la 

inhibición de la activación neuronal asociada a déficits cognitivos. Sin embargo, 

estudios recientes han descrito que los receptores α1 pueden producir efectos 

excitadores en la PFC lo que incrementa la liberación de glutamato 157 y se sabe que 

la activación de α1R va más allá de mediar respuestas a estrés. De hecho, se ha 

descrito que su activación es esencial en procesos de atención sostenida y 

flexible148. El cambio observado en la potencia de la NE para activar la proteína Gαs 

en el heterómero D4.4R-α1AR respecto a la observada en ausencia de D4.4R podría 

implicar un aumento de la afinidad la NE por α1AR. Este hecho permitiría su 

activación en respuesta a una menor concentración de NE que en su estado 

individual, mediando así dichos procesos atencionales. La menor, o incluso la 

ausencia, de modulación por parte del complejo D4.7R-α1AR se asociaría a los déficits 

atencionales presentes en los trastornos del neurodesarrollo, sobre todo en el caso 

del TDAH.  

Además de las modificaciones alostéricas producidas por la mera interacción de los 

receptores, la activación con ligandos específicos de uno de los receptores del 

heterodímero D4.4R-α1AR, es capaz de inducir cambios funcionales sobre la 

activación del protómero asociado. Los resultados obtenidos mediante BRET por 

activación de proteína G tras la coactivación del heterómero muestran la existencia 

de una modulación negativa entre los receptores del complejo, lo que se traduce en 

una disminución de las potencias de activación de la proteína G correspondiente. La 

presencia de dicha modulación negativa en la activación de las proteínas G, a su vez, 

se tradujo en interacciones funcionales negativas en las vías de señalización 
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asociadas, es decir en la capacidad de activar o inhibir la adenilato ciclasa (AC) y en 

la inducción de la liberación de calcio intracelular. Estos resultados definen el 

fingerprint molecular o huella bioquímica específica del heterómero y sugieren que 

la heteromerización de D4.4R y α1AR tiene un papel relevante en la regulación de la 

señalización catecolaminérgica y en su actividad coordinada en el cerebro. Sin 

embargo, con la variante D4.7R no se observó ningún tipo de modulación funcional 

tras la coactivación de los receptores en la activación de las proteínas G y tampoco 

en la señalización asociada a estas. Estudios anteriores han descrito la incapacidad 

de esta variante para formar interacciones funcionales con otros receptores. Por 

ejemplo, se ha descrito una modulación positiva o sinergia tras la coactivación con 

agonistas en el heterómero D4.4R-D2R y la ausencia de dicha sinergia en presencia 

de la variante D4.7R 118,423. Y en la misma línea de nuestros resultados, los complejos 

D4.4R-α2AR también exhiben una modulación negativa en su señalización, pero, de 

nuevo, no la variante D4.7R411 . Del mismo modo, se ha descrito un patrón de 

modulación negativa en los complejos D4R-α1BR y D4R-β1 que ejerce una modulación 

fundamental sobre la liberación de melatonina y los ciclos circadianos400. Las 

posibles consecuencias funcionales de la presencia del polimorfismo D4.7R en los 

heterodímeros D4R-α1BR y D4R-β1 no ha sido evaluada, sin embargo, el TDAH cursa 

en numerosas ocasiones con importantes alteraciones en el ciclo circadiano431. 

Extrapolando los resultados presentados en esta tesis y los descritos para el 

complejo D4R-α2AR411 es plausible pensar que la participación del polimorfismo D4.7R 

en los heterómeros D4R-α1BR y D4R-β1 pueda conllevar la pérdida de la modulación 

alostérica característica alterando la síntesis de melatonina y afectando a los 

procesos de sueño y vigilia.  

Los GPCRs son proteínas versátiles capaces de regular diversas cascadas de 

señalización por mecanismos independientes de su interacción con proteínas G 

heterotriméricas. Al analizar la señalización independiente de proteína G 



 

152 
 

 V. Discusión 

(reclutamiento de β-arrestinas y la activación de la vía de las MAPK), observamos de 

nuevo la modulación negativa descrita anteriormente tras la coactivación con 

agonistas o mediante el pretratamiento con antagonista del otro protómero en el 

heterómero D4.4R-α1AR. Resulta especialmente interesante el hecho de que, en este 

caso, se observe el mismo patrón de modulación negativa recíproca en el 

heterómero D4.7R-α1AR. Estos resultados demuestran que las diferencias funcionales 

entre las variantes del receptor D4 ciertamente serían dependientes de su 

heteromerización. En el caso de la heteromerización con α1AR las diferencias 

funcionales entre isoformas han demostrado ser dependientes de vía de 

señalización, de modo que en el complejo D4.7R-α1AR se observa un fingerprint 

selectivo presente únicamente en las vías independientes de proteína G. Los 

mecanismos o los distintos cambios conformacionales que determinan que la 

señalización se produzca de manera dependiente o independiente de proteína G no 

están del todo claros. Aun así, distintos estudios de la estructura cristalizada de 

complejos formados por GPCRs unidos bien a proteína G o bien a β-arrestina han 

permitido determinar ciertas diferencias entre el reclutamiento de unas u otras 

proteínas. Las diferencias conformacionales que gobiernan la selectividad funcional, 

es decir, que dirigen la unión de un GPCR a su proteína G canónica o bien el 

reclutamiento de β-arrestina, se basan principalmente en un menor movimiento del 

TM6, junto con TM5 y ICL3, que da lugar un bolsillo de unión más pequeño en el 

caso de β-arrestina que para el de la proteína G354,432. Además, la unión de la 

proteína β-arrestina precisa también de la fosforilación y de un cambio 

conformacional en el extremo C-terminal del receptor, que permiten la interacción 

del TM7 y la hélice 8 del receptor con la β-arrestina para su completa asociación y 

activación377,433. La interacción principal entre GPCR-β-arrestina se produce a través 

del TM7, en cambio la proteína G no interacciona directamente con esta región349. 

Los diferentes cambios conformacionales y las distintas regiones de unión entre los 

GPCRs y la proteína G o la β-arrestina permitiría que el ICL3 de la variante D4.7R no 



 

153 
 

 V. Discusión 

afecte a la interacción funcional del complejo D4.7R-α1AR. Ciertas hipótesis han 

sugerido que la señalización mediada β-arrestina es esencial para la regulación del 

comportamiento guiada por dopamina. Estas teorías se basan en la hiperactividad 

inducida tras el tratamiento con agonistas de D2R la cual se ve substancialmente 

reducida en ratones knock-out para β-arrestina 2434. Además, se ha reportado que 

diversos fármacos antipsicóticos actúan bloqueando la interacción entre D2R y β-

arrestina controlando episodios maníacos435,436. A su vez, la ablación ERK1 en 

ratones produce un patrón de excitación conductual caracterizado por un 

incremento de comportamientos guiados por objetivos y comportamientos 

hiperactivos437. Sin embargo, los mecanismos a través de los cuales se regula y 

estabiliza el comportamiento precisa una mayor evaluación. En el contexto de 

nuestros resultados surge la incógnita de cuál es la participación de cada una de las 

vías de señalización en el caso de los receptores D4 y α1A y de los heterodímeros que 

conforman. 

En este capítulo se han descrito diversas propiedades bioquímicas específicas del 

complejo D4.4R-α1AR y la ausencia parcial de ellas en presencia de la isoforma D4.7R 

en sistemas de transfección heterólogos. Asimismo, también se exponen los 

resultados que demuestran la interacción física y funcional de los complejos D4R-

α1AR ex vivo en tejido nativo de rata. Su interacción se ha demostrado mediante 

ensayos de PLA en PFC y estriado y se ha confirmado el fingerprint bioquímico 

mediante el estudio de la vía de las MAPK en ambas regiones. La especificidad de 

los resultados de señalización ex vivo se comprobó mediante la utilización de 

péptidos específicos para los receptores. Los resultados mostraron que tanto el TM4 

como el TM6 son capaces de impedir la formación del complejo D4R-α1AR, lo que 

abole la modulación recíproca entre los receptores y demuestra que esta se produce 

debido a su interacción directa.  
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Los receptores D4 y α1 se localizan en neuronas piramidales e interneuronas 

GABAérgicas donde actúan modulando de manera directa e indirecta la liberación 

de glutamato 104,138. Los α1R actúan presinápticamente para incrementar la 

liberación de glutamato y disminuir la liberación GABAérgica438,439. Por el contrario, 

los D4R actúan inversamente regulando negativamente la señalización 

glutamatérgica106,118. Puesto que estos receptores llevan a cabo acciones contrarias, 

su heteromerización determinaría un nuevo nivel de regulación de la señalización 

glutamatérgica mediada por la acción coordinada entre la DA y la NE. Múltiples 

resultados apuntan a una disminución de la inhibición GABAérgica y a un 

incremento en los niveles de glutamato en la fisiopatología del TDAH, SGT, TOC y 

TEA104,440–443. Todo ello sugiere un desajuste en la modulación ejercida por la 

señalización catecolaminérgica que culminaría con un desbalance entre la 

señalización GABA y glutamatérgica. Además, se ha descrito110 y evidencian 

nuestros resultados que los receptores D4 son capaces de señalizar en respuesta a 

la NE y estos, al modular negativamente la señalización inducida α1A, serían capaces 

de prevenir respuestas exacerbadas tras la liberación de una concentración elevada 

de NE, como los que se producen durante procesos de estrés, que darían lugar a un 

incremento desproporcionado de liberación de glutamato. Esto podría explicar que 

se haya descrito que los portadores del polimorfismo D4.7R presentan una mayor 

sensibilidad en situaciones adversas asociadas a estrés444,445. A su vez, situaciones 

hipodopaminérgicas 239,240, como la descrita en paciente de TDAH, producirían una 

menor regulación por parte de D4R de la excitabilidad mediada por α1A, a la vez que 

su función inhibidora se vería menguada. Esto junto a la presencia de la variante 

D4.7R incapaz, al menos parcialmente, de regular la actividad del receptor 

adrenérgico, produciría un incremento aún mayor en la liberación de glutamato.  

En resumen, en este estudio se demuestra la existencia de complejos D4R-α1AR 

funcionales en la PFC y el estriado de rata, los cuales participarían en la regulación 
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de procesos atencionales y de las funciones ejecutivas. Estos resultados confirman 

que los heterómeros representan un nivel superior en la regulación de la 

señalización y la cooperatividad DAérgica i NEérgica esencial para el correcto 

funcionamiento de la PFC y sus conexiones. A su vez, se describen alteraciones clave 

en la señalización de dicho complejo dependientes de la isoforma de D4R que 

conducen a una mayor comprensión de la participación de D4.7R en la fisiopatología 

de los trastornos del neurodesarrollo.  

Los receptores de DA en la PFC regulan tres aspectos esenciales del control 

ejecutivo, permiten la entrada sensorial, mantienen y manipulan el contenido 

sensorial (memoria de trabajo) y transmiten las respuestas apropiada hacia áreas 

premotoras. La DA en la PFC actúa como un neuromodulador incrementando o 

disminuyendo la transmisión sináptica de información en función de la entrada de 

información. El mecanismo de entrada sensorial implica a los D1R que se encuentran 

en estructuras postsinápticas como espinas dendríticas. Su activación disminuye las 

corrientes postsinápticas excitadoras inducidas por glutamato y reducen la actividad 

neuronal en respuesta a estímulos irrelevantes126,127. Los D1R producen la apertura 

de canales iónicos en espinas dendríticas que reciben señales irrelevantes, lo que 

disminuye sus conexiones y reduce la entrada de “ruido”. Esta reducción, a su vez, 

aumenta la fuerza relativa de las señales relevantes 92,128. Sin embargo, la activación 

de D1R debe producirse en niveles óptimos ya que su sobreactivación, como sucede 

en situaciones de estrés, puede suprimir el procesamiento de todos los estímulos 

debido un colapso de los circuitos provocado por concentraciones demasiado 

elevadas de AMPc 128. De modo que en condiciones normales D1R es capaz de 

estabilizar la activación de la PFC, así como en el control motor mediante su 

activación en el estriado. Debido al papel clave del D1R en estos procesos, su 

disfunción se ha relacionado con un elevado número de trastornos 
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neuropsiquiátricos que cursan con déficits atencionales y/o alteraciones 

motoras323,446,447. 

El D1R tanto en la PFC como en el estriado se encuentra en gran parte regulado y a 

su vez es capaz de regular a otros receptores. De hecho, la capacidad de 

heteromerización de este receptor es fundamental para la regulación de su 

señalización, D1R es capaz de sufrir la disminución o potenciación de su activación e 

incluso modificar su selectividad funcional hacia ciertas proteínas G mediante su 

oligomerización con otros receptores448.  

Se han reportado ciertas evidencias fisiológicas que sugieren algún tipo de 

interacción entre D1R y receptores de la familia α1R en regiones corticales y 

subcorticales, que mostraban la capacidad de ciertos ligandos adrenérgicos para 

regular la activación de D1R en distintas regiones cerebrales420,421,449
. Por otra parte, 

en los resultados presentados en el capítulo 1 de esta Tesis se describe la capacidad 

de α1AR para interaccionar con D4R in vivo y ex vivo la presencia de una modulación 

funcional bidireccional en el complejo lo que nos indica que la heteromerización de 

receptores NEérgicos y DAérgicos participa en la regulación de la PFC y media, hasta 

cierto punto, los efectos coordinados entre estos neurotransmisores. Teniendo en 

cuenta estos datos abordamos en el segundo objetivo de esta Tesis, determinar si 

existe una interacción molecular directa entre D1R y α1AR y evaluar las consecuencias 

funcionales del heterodímero en potencia.  

En el capítulo 2 titulado “Implicación de los heterómeros formados por los 

receptores de adrenalina α1A y de dopamina D1 en la modulación de la atención” 

se ha demostrado por primera vez, la existencia de heterómeros formados por los 

receptores de la familia D1-like y α1A tanto en células transfectadas como en tejido 

nativo. Además, se ha puesto de manifiesto que el heterómero D1R-α1AR presenta 

nuevas características y mecanismos bioquímicos asociados a su interacción directa 
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(Figura 44), que de manera similar al complejo D4R-α1AR se caracterizan por la 

presencia de una modulación negativa recíproca tras el co-tratamiento de los 

receptores en el complejo. Por último, se ha evidenciado la presencia de complejos 

D1-like-α1A como en el estriado y en la PFC de rata mediante el estudio de su 

fingerprint molecular en dichas regiones.  

Hasta el momento no se había reportado la capacidad del receptor D1 para formar 

heterómeros con ningún receptor adrenérgico, sin embargo, en esta Tesis se ha 

demostrado mediante ensayos de BRET y BiFC la existencia de heterómeros D1-α1A 

en sistemas celulares de expresión heteróloga. El tratamiento con agonistas de los 

receptores tuvo un efecto sobre los niveles de transferencia de energía en los 

ensayos de BRET (BRETmax), lo que indica que los cambios conformacionales de los 

receptores producidos por dichas activaciones provocan el acercamiento y facilitan 

la transferencia de energía entre la proteína donadora y aceptora. Destaca el hecho 

de que el tratamiento con el agonista adrenérgico disminuye su afinidad para 

heteromerizar con D1R. Algunos autores han descrito que la adición de ligandos no 

debería afectar a los parámetros de BRET debido al carácter constitutivo de los 

complejos oligoméricos450,451, sin embargo, otros investigadores han reportado que 

la adición de ligandos puede favorecer la heteromerización o movilización de 

receptores hacia la membrana, así como su homodimerización modificando la 

probabilidad relativa de interaccionar452. La existencia de los complejos fue 

corroborada mediante ensayos de BiFC, donde se ha confirmado la especificidad de 

los resultados mediante el tratamiento con péptidos específicos del receptor D1, 

hecho que demuestra que la interacción entre estos receptores se produce a través 

del TM5 y TM6 de D1R. Estas mismas interfaces del receptor D1 participan en la 

formación de complejos tanto con el receptor D3 como con el receptor de adenosina 

A1R 453,454, lo que indica que D1R adopta una disposición similar para interaccionar 

con otros GPCRs.  
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Estudios previos han descrito la capacidad de D1R de inducir la activación de Gαq 

cuando se encuentra interaccionando con el D2R455,456 u otras proteínas457. En este 

estudio, mediante ensayos de BRET por activación de proteína G se ha demostrado 

que este fenómeno no ocurre en el complejo D1R-α1AR. Aun así, las modulaciones 

alostéricas producidas por la heteromerización de los receptores indujeron 

variaciones en las potencias de activación de las proteínas G de los distintos ligandos 

endógenos y exógenos. Además, coincidiendo con el patrón de modulación 

funcional negativa bidireccional descrito para otros heterómeros de receptores 

DAérgicos y NEérgicos como D4R-α1AR (véase capítulo 1), D4R-α2AR411, D4R-α1BR400 y 

D4R-β1R400, la coactivación de los protómeros en el complejo D1R-α1AR también 

mostró un perfil de regulación funcional negativa recíproca. Ambos receptores 

mantuvieron la activación canónica de sus proteínas G asociadas, sin embargo, la 

potencia de los ligandos adrenérgicos para activar Gαq se vio disminuida en 

presencia de D1R. Del mismo modo, respecto a la activación de Gαs mediada por 

ambos protómeros, la DA mostró un empeoramiento de su potencia, pero no el 

agonista sintético (SKF81297) que presentó una potencia ligeramente mayor a la 

obtenida para el D1R individual. El perfil de activación de Gαs en el caso de α1A fue 

similar, ya que la potencia que se obtuvo para el ligando endógeno, NE, fue peor y 

solo fue ligeramente superior en el caso A61603. Estos resultados contrastan con 

los descritos para el complejo D4R-α1AR, donde las modulaciones alostéricas 

receptor-receptor promovieron un incremento en las potencias de activación de Gαs 

y Gαi. En concordancia con nuestros resultados, Evans y colaboradores describieron 

la ausencia de selectividad por parte de la NE para activar vías de señalización 

dependiente de Gαs (acumulación de AMPc) o bien de Gαq (liberación de calcio 

intracelular) en células CHO-K1 transfectadas con el receptor α1A 458, por lo que la 

activación de una u otra vía de señalización podría depender de la distribución 

regional y/o disponibilidad de las proteínas G. Contrariamente a los resultados 

obtenidos en esta Tesis, en dicho estudio también se reportó que el ligando sintético 
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A61603 mostraba cierta selectividad funcional en las vías de señalización 

dependientes de AMPc en comparación con la liberación de calcio intracelular458. 

Sin embargo, en nuestro modelo experimental dicho sesgo funcional fue 

dependiente de la co-expresión de α1AR con D1R. 

Mediante la coactivación del heterómero se ha evidenciado que este alosterismo 

receptor-receptor se caracteriza por la presencia de una modulación recíproca 

negativa entre los protómeros, inducida por el ligando, es decir tanto por el agonista 

como por el antagonista, de la pareja a nivel de: activación de las proteínas G, 

acumulación de AMPc, liberación de Ca2+ intracelular, fosforilación de ERK1/2 y 

ensayos de redistribución dinámica de masa. Este fenómeno es específico de la 

nueva entidad que conforman los receptores y no puede atribuirse a la falta de 

especificidad de los ligandos puesto que en células transfectadas únicamente con 

uno de los dos receptores no se detecta ningún efecto de los ligandos del otro 

protómero. Esta modulación se observó en todos los casos a excepción del 

SCH23390, antagonista selectivo de la familia D1-like, el cual no fue capaz de modular 

negativamente la activación de α1AR mediada por Gαs a nivel de su activación ni de 

acumulación de AMPc. Este fenómeno podría deberse a un proceso de selectividad 

funcional del ligando. 

Como consecuencia de la similitud estructural existente entre los receptores de la 

familia D1-like, actualmente no se dispone de ligandos específicos que permitan 

discernir entre ambos receptores en estudios in vivo o ex vivo. En cuanto a los α1R 

tampoco existen agentes farmacológicos completamente selectivos, pero A61603 

ha mostrado ser altamente selectivo por el α1AR en comparación con las otras 

especies de la misma familia459. Gracias a ello, también se pudo demostrar la 

capacidad de D5R para interaccionar con α1AR y examinar la presencia de 

modulaciones recíprocas en la vía de fosforilación de ERK1/2 en sistemas de 

transfección heterólogos con el objetivo de detectar diferencias en comparación 
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con el fingerprint observado en el caso de D1R-α1AR que permitan distinguir ambos 

complejos en tejido nativo. El complejo D5R-α1AR mostró una mínima modulación 

negativa en respuesta a la coactivación de los protómeros con agonistas, hecho que 

contrasta con la potente disminución de fosforilación de ERK 1/2 observada en el 

heterómero D1R-α1AR. Mediante la detección del fingerprint bioquímico descrito en 

la fosforilación de ERK1/2 in vitro se demostró funcionalmente la existencia de 

heterómeros D1-likeR-α1R en tejido nativo de rata (PFC y estriado).  

Con el objetivo de profundizar en el conocimiento de la interacción y la estructura 

de los complejos, se evaluó el efecto de distintos péptidos sintéticos con la 

secuencia homóloga a los segmentos transmembrana de ambos receptores y se 

analizó su efecto sobre el fingerprint. Estos resultados fueron concordantes con los 

obtenidos in vitro en los ensayos de BiFC, lo que corrobora que los fragmentos 

transmembrana TM5 y TM6 de ambos receptores forman parte de las interfaces de 

interacción del complejo y demuestran que el efecto del antagonista se produce 

mediante la interacción directa entre los receptores.  

Años atrás distintos autores describieron evidencias fisiológicas de la interacción de 

D1R con receptores de la familia α1R en regiones corticales y subcorticales420,421,449
. 

La función específica de cada uno de los receptores de la familia α1R aún se están 

dilucidando ya que la falta de agentes farmacológicos específicos ha complicado la 

comprensión de su funcionalidad in vivo. Se ha reportado que el tratamiento con 

antagonistas α1R es capaz de contrarrestar la hipersensibilidad del D1R inducida por 

la ablación dopaminérgica en la PFC 421 y de bloquear la respuesta dopaminérgica 

inducida por señales de estrés en el NAcc 420. Gioanni y colaboradores, a su vez, 

demostraron que la activación cortical de α1R es capaz de inhibir la actividad 

funcional de D1R en ratas449. Por otra parte, un estudio reciente ha descrito la 

capacidad de los receptores α1 para modular diferencialmente las oscilaciones theta 

y gamma en la corteza motora M1 en respuesta a DA460. Puesto que determinados 
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autores han reportado cierta promiscuidad de la DA para activar α1R461,462 se ha 

postulado la posibilidad de una acción directa de la DA sobre α1R o bien que esta 

regulación se produzca a través de complejos de estos receptores con receptores 

de dopamina D1 o D2
460. Los resultados presentados en esta Tesis ponen en 

evidencia que α1AR participe en la activación promiscua de la DA descrita para la 

familia α1R461,462, ya que nuestros resultados muestran que α1AR no es activado en 

respuesta a la activación con DA. Por lo que los resultados descritos para la región 

M1 probablemente sean mediados o bien por otros subtipos de la familia α1R 

capaces de ser activados por la DA o bien por otros complejos de estos receptores 

con características farmacológicas y bioquímicas aún por elucidar. Aun así, la 

modulación negativa bidireccional descrita en este capítulo para el heterómero D1R-

α1AR establece un nuevo avance en la comprensión de los mecanismos moleculares 

que subyacen a los eventos fisiológicas descritos inicialmente entre ambos sistemas. 

Existe una gran evidencia experimental sobre la implicación de la sobreactivación 

de los receptores D1 y α1 postsinápticos en la inhibición de la activación neuronal en 

la PFC. Esta activación provoca la pérdida de control atencional y de la memoria de 

trabajo, la aparición de déficits cognitivos y la pérdida parcial de las funciones 

ejecutivas en respuesta a situaciones de estrés20,128,149,154. Numerosos estudios han 

descrito el estrés tanto prenatal como postnatal como un factor de riesgo para la 

aparición de trastornos del neurodesarrollo215–218,463. Además, el bloqueo 

farmacológico de los receptores α1 ha resultado ser útil para el tratamiento de 

numerosas patologías como las de estrés postraumático (PTSD)464 y trastornos de 

abusos de sustancias465,466, mientras que el bloqueo de receptores dopaminérgicos 

mediante la utilización de antipsicóticos es la primera vía de acción en trastornos 

debidos a déficits cognitivos y de la funciones ejecutivas como el SGT, el TEA, el TOC 

o la esquizofrenia320,340,467,468. Cabe destacar la capacidad de gran cantidad de 

antipsicóticos para bloquear, a su vez, la activación de α1R469,470, lo que pone de 
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manifiesto o bien su participación en los anteriores trastornos y/o su capacidad de 

modular la señalización dopaminérgica. Estos datos junto con el hecho de que estos 

receptores se encuentran colocalizando en las dendritas de PFC471 y el patrón de 

modulación negativa recíproca descrito en esta Tesis sugieren que el complejo D1R-

α1AR podría ser una diana terapéutica prometedora para tratar los déficits 

relacionados con la sobreactivación de estos receptores.  

En este capítulo se ha demostrado, por primera vez, la existencia de complejos D1-

likeR-α1AR funcionales en la PFC y el estriado de rata cuya activación y modulación 

podría ser relevante en la respuesta a situaciones de estrés y a los déficits cognitivos 

vinculados con dichas situaciones, lo que lo convierte en una diana terapéutica 

prometedora para el diseño de ligandos más específicos, dirigidos a regular y 

restaurar la activación neuronal adecuada para el correcto funcionamiento 

cognitivo.  

En conjunto, los resultados presentados en esta Tesis Doctoral ponen de manifiesto 

la relevancia de la heteromerización de receptores dopaminérgicos con los 

receptores adrenérgicos α1A en la regulación de las acciones complementarias de la 

DA y la NE para mediar funciones cognitivas superiores como la atención, la 

memoria de trabajo y las funciones ejecutivas. Nuestros resultados indican que el 

α1AR tendría una capacidad diferencial para mediar distintos procesos según sea su 

localización celular y su interacción molecular y funcional con los receptores 

dopaminérgicos. La estequiometría propuesta para otros complejos de GPCRs 

basada en estudios de modelaje estructural reportan una estructura 

heterotetramérica formada por dos homodímeros los cuales presentarían su 

proteína G canónica preensamblada e inactiva472,473. Resulta factible que los 

complejos D4R-α1AR y D1R-α1AR interactúen dinámicamente para formar tetrámeros 

puesto que se ha descrito la capacidad de todos ellos para formar 

homodímeros120,454,474 y se ha postulado que los receptores de aminas biogénicas se 
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encuentran predominantemente en forma de homodímeros y no de monómeros475. 

Todo ello sugiere que lo más probable es que los heterómeros de estos receptores 

estén formados por parejas de homodímeros que formarían complejos 

tetraméricos. De hecho, este fenómeno se ha descrito tanto en complejo D4R-

α2AR411 como D1R-D3R454. Sin embargo, la hipótesis de la existencia de complejos 

preensamblados GPCR-proteína G suscita desde hace largo tiempo una elevada 

controversia. Otros autores defienden un modelo de asociación por colisión476, sin 

embargo, existen datos que apoyan tanto una como otra teoría según el receptor 

concreto evaluado. Lohse atribuye estas discrepancias  a la existencia de ambos 

fenómenos, de modo que existirían ciertos receptores preacoplados a sus proteínas 

G canónicas mientras otros receptores seguirían el modelo de colisión, y que ambas 

posibilidades podrían generar las distintas afinidades que presentan los GPCRs por 

las proteínas G477. Puesto que los heterómeros D4R-α1AR y D1R-α1AR han demostrado 

ser capaces de activar tres subtipos de proteínas G, estequiométricamente resulta 

poco probable la existencia de complejos GPCR-proteína G preensamblados en 

estos complejos. 

Asimismo, desde un punto de vista funcional se ha revelado un patrón de 

modulación negativa recíproca entre la DA y la NE en los complejos estudiados en 

esta Tesis, un patrón que ha demostrado ser consistente en diferentes heterómeros 

de receptores DAérgicos y NEérgicos como los complejos D4R-α1BR y D4R-β1R en la 

glándula pineal400 o bien D4R-α2AR en PFC y estriado411. El sistema DAérgico y 

NEérgicos se encuentra estrechamente relacionados y actúan cooperativamente 

para regular la correcta funcionalidad y conectividad de la PFC. Debido a ello, el 

sistema catecolaminérgico una de las principales dianas terapéuticas para el 

tratamiento de distintos trastornos neuropsiquiátricos. Sin embargo, las evidencias 

sobre alteraciones directas del sistema NEérgicas son limitadas y su participación se 

asume debido a la utilidad en el tratamiento de los trastornos de la atención de los 
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fármacos dirigidos a la regulación de este sistema. Los resultados presentados en 

esta Tesis atribuyen a la heteromerización de D4R-α1AR y D1R-α1AR un papel clave en 

la regulación coordinada de la NE y la DA en la PFC. Asimismo, la efectividad de los 

fármacos NEérgicos en el tratamiento de trastornos neuropsiquiátricos podría en 

parte atribuirse a la interacción directa de sus receptores con receptores DAérgicos. 

Teniendo en cuenta la posibilidad de modular funcionalmente los complejos 

heteroméricos D4R-α1AR y D1R-α1AR mediante la utilización de antagonistas o bien 

agonistas, y las diferencias funcionales dependientes de la isoforma D4.7R, el diseño 

de nuevos fármacos debería considerar la posibilidad de actuar de manera selectiva 

sobre complejos heteroméricos. O bien tener en cuenta las nuevas propiedades 

farmacológicas y bioquímicas, como cambios en la afinidad, potencia y selectividad 

de las vías de señalización en los protómeros que participan en los complejos.  
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Figura 43. Representación esquemática de las consecuencias funcionales de la heteodimerización 
entre los receptores D4R y α1AR. A: En su estado individual (monomérico/homodimérico) D4R y α1AR 
activan vías dependientes e independientes de proteína G tras la unión de un ligando. B: La coactivación 
de los receptores en los complejos D4.4R-α1AR y D4.7R-α1AR con agonistas o antagonistas de la pareja 
induce una modulación negativa recíproca en la señalización independiente de proteína G. C y E: En los 
complejos D4R-α1AR, D4.4R (C), pero no D4.7R (E), actúa como un modulador alostérico e induce un 
cambio en la selectividad funcional de α1AR potenciando su señalización vía Gαs, α1AR actúa de manera 
recíproca incrementando la potencia de D4.4R para activar Gαi, pero no de D4.7 R. D y F: La coactivación 
de los receptores en el complejo D4.4R-α1AR (D) con agonistas o antagonistas de la pareja induce una 
modulación negativa recíproca en la señalización dependiente de proteína G, esta modulación negativa 
bidireccional no se observa en el complejoD4.7R-α1AR (F). Imágenes diseñadas con https://biorender.com. 
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Figura 44. Representación esquemática de las consecuencias funcionales de la heteodimerización 
entre los receptores D1R y α1AR. A: En su estado individual (monomérico/homodimérico) D1R y α1AR 
activan vías dependientes e independientes de proteína G tras la unión de un ligando. B: En el 
heterodímero D1R-α1AR cada receptor actúa como un modulador alostérico de la pareja empeorando 
la potencia de los ligandos endógenos para inducir la activación de las proteínas Gαs y Gαq. C: El 
cotratamiento tanto con el agonista como con el antagonista de la pareja en el heterómero D1R-α1AR 
produce una modulación cruzada negativa bidireccional entre los protómeros en la señalización 
dependiente e independiente de proteína G. Imágenes diseñadas con https://biorender.com. 
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De los resultados obtenidos al abordar el primer Objetivo de esta Tesis se pueden 

desprender las siguientes conclusiones:  

 

- Se ha demostrado la existencia, tanto en células vivas como en corteza y 

estriado de rata, de heterómeros funcionales formados por D4R y α1AR. En 

la interacción directa del complejo D4R-α1AR, D4.4R, pero no D4.7R, actúa 

como un modulador alostérico e induce un cambio en la selectividad 

funcional de α1AR que potencia su señalización vía Gαs. Por su parte, α1AR 

actúa de manera recíproca e incrementa la potencia de la DA para activar 

Gαi a través de D4.4R, pero no de D4.7R. 

 

- El complejo D4R-α1AR, presente tanto en células transfectadas como en 

tejido nativo, exhibe nuevas propiedades funcionales (fingerprint) 

caracterizadas por una modulación negativa recíproca tras la coactivación 

de los receptores tanto con agonistas como con antagonistas del otro 

protómero en el complejo. Estas nuevas propiedades resultan ser 

dependientes de la variante de D4R, así como de la vía de señalización. De 

manera que el receptor D4.7R solo es capaz de modular la señalización 

mediada por α1AR, y viceversa, en aquellas vías independientes de proteína 

G.  

 

- La presencia de la variante D4.7R incapaz, al menos parcialmente, de regular 

y ser regulada por α1AR produciría alteraciones en la modulación de la 

liberación de glutamato, lo que se puede relacionar con los niveles 

exacerbados de este neurotransmisor en ciertas patologías como el TDAH, 

el SGT, el TOC o los TEA.  
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 VI. Conclusiones 

De los resultados obtenidos al abordar el objetivo dos de esta Tesis se extraen las 

siguientes conclusiones:  

 

- Se ha demostrado en células vivas y en tejido nativo de rata la formación de 

heterodímeros de los receptores D1-like (D1R y D5R) y α1A. En la interacción 

molecular entre los receptores D1R y α1AR en células, cada receptor actúa 

como un modulador alostérico de la pareja empeorando la potencia de los 

ligandos endógenos, DA y NE, para mediar la activación de las proteínas Gαs 

y Gαq. 

 

- En ensayos in vitro, el alosterismo producido por la interacción receptor-

receptor en el complejo D1R-α1AR se caracteriza por la presencia de una 

modulación recíproca negativa entre los protómeros inducida por el 

cotratamiento tanto con el agonista como con el antagonista de la pareja a 

nivel de: activación de las proteínas G, acumulación de AMPc, liberación de 

Ca2+ intracelular, fosforilación de ERK1/2 y ensayos de redistribución 

dinámica de masa. Por su parte, la coactivación de células D5R-α1AR con 

agonistas muestran una modulación negativa más modesta en ensayos de 

fosforilación de ERK1/2. 

 

- Se ha demostrado la existencia de heterodímeros D1-likeR-α1AR en tejido 

nativo mediante la detección del patrón de modulación negativa 

bidireccional descrita in vitro en el estudio de la fosforilación de ERK1/2, 

para los heterodímeros D1R-α1AR y D5R-α1AR. Este hecho pone de manifiesto 

la relevancia biológica de los resultados obtenidos en los ensayos celulares 

e indica que los heterómeros D1-likeR-α1AR juegan un papel relevante en la 

regulación de la señalización DAérgica y la NEérgica en estas regiones sobre 

todo durante situaciones de estrés.  
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 VI. Conclusiones 

 

Por último, del conjunto de resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral se obtiene 

la siguiente conclusión global:  

 

La heteromerización de receptores adrenérgicos y dopaminérgicos constituye un 

nivel superior y más complejo de la regulación funcional de los efectos 

complementarios de las catecolaminas en la PFC y el estriado. Hemos demostrado 

la existencia de heterodímeros funcionales D4R-α1AR y D1-likeR-α1AR in vitro y ex vivo 

en tejido cerebral de rata. Estos complejos exhiben un patrón común de modulación 

negativa bidireccional. Este hecho indica que la interacción molecular entre 

receptores catecolaminérgicos de distinta familia actúa atenuando la respuesta de 

los protómeros en el complejo. Los receptores D4, D1 y α1A participan 

diferencialmente en la modulación de la atención, las funciones ejecutivas y el 

control motor, estos procesos se encuentran afectados en distintas patologías 

neuropsiquiátricas. En base a esto, nuestros resultados sugieren que los 

heterodímeros de estos receptores pueden dianas terapéuticas prometedoras para 

el tratamiento de trastornos neuropsiquiátricos.  
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