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ABSTRACT

Huntington's disease (HD) presents alterations in dopamine neurotransmission; a
direct intervention on dopamine Di receptors (DiR) would cause numerous side
effects. The heteromer with the histamine Hs receptor (DiR-H3R), which has new
pharmacological properties, could regulate the overactivation of DiR through
modulation by HsR in early stages of HD. In Wt and HD model cells, we demonstrated
the presence of the heteromers A;R-DiR, A;aR-D;R, D1iR-D3R, D1R-NMDAR and HsR-
NMDAR. With cAMP signaling, H3R-NMDAR presented a positive cross-talk of NMIDAR
over HsR for Wt cells and negative for HD cells. Through binding assays, imetit, RAMH,
A331440, carcinin, conessin and VUF 4904 allosterically modulate the binding of
dopamine to the second protomer of the D1R-D1R homomer, which is part of the D1R-
D1R-H3R-H3R heterotetramer and that can differentially activate the Gas and Gai
subtypes, the latter at high concentrations of D1R agonists. The D1R-H3R heteromer
has a preference for the Gail and Gao2 subtypes. The antagonists A331440, ROS,
conessin and JNJ10181457 showed a greater affinity for the D1R-H3R heteromer than
for the H3R-H3sR homomer, which indicates an allosteric modulation of D1R on the
orthosteric center of H3R favoring the binding of these ligands to HsR. JNJ10181457
also presented a higher blocking power of the cAMP signal induced by the activation
of the HzR in the heteromer. This means that D1R acts as a positive allosteric modulator
of both the binding and the antagonistic effect of the JNJ10181457 on cAMP pathway.
It would be a lead compound in the search for selective HsR ligands of the D1R-H3R
heteromer. The H3R-H3R and DiR-Hs3R complexes can activate all the Gai protein
subtypes when treated with selective Hs3R agonists; RAMH for Gaol, proxyfam for
Gail, SAMH for Gai2 and imetit for Gail and Gai3 have a preference for the
heteromer. When analyzing the activation pathway of ERKs, immepip activated the
HsR of the DiR-H3R heteromer with a level of signaling similar to that of SKF 81297.
Opposite results were found when analyzing the pathway of ERKs and that of cAMP
with the ligands RAMH, immethridine, histamine and SAMH that could suggest a
biased agonism that must be confirmed.



RESUMEN

En la enfermedad de Huntington (HD), muchos sintomas estan asociados con alteraciones en
las funciones reguladas por la dopamina y el glutamato; una intervencién directa sobre los
receptores de dopamina D; (D1R) pueden provocar numerosos efectos secundarios dada la
amplia distribucién en el sistema nervioso central. En nuestro grupo de investigacion se
demostré que el heterémero que forman los DiR con los receptores Hs de histamina (D:R-
HsR), y que posee nuevas propiedades bioquimicas y farmacoldgicas, podria actuar como una
posible diana terapéutica para regular la sobreactivacion del D;R mediante una modulacidn
por parte del HsR en etapas tempranas de HD. En células Wt y modelo de HD demostramos
ahora, mediante ensayos de ligacidén por proximidad (PLA), la presencia de los heteromeros
A:R-DiR, A;aR-D3R, DiR-D3sR D;R-NMDAR y H3;R-NMDAR que podrian considerarse nuevas
dianas para HD. D:R-NMDAR y H3;R-NMDAR sefalizan a través de la via de fosforilacién de
ERKs; sin embargo, en el modelo HD no se modificd dicha sefalizacién. En la via del AMPc,
HsR-NMDAR presentd un cross-talk positivo de NMDAR sobre HsR para las células Wt y
negativo para las células HD. Mediante ensayos de unidn de radioligandos, los ligandos del
HsR: imetit y RAMH (agonistas), A331440, carcinina, conessina y VUF 4904 (antagonistas)
modulan alostéricamente la unién de la dopamina al D;R, especificamente al segundo
protémero del homdédmero D;R-D;R. Ademas, mediante estudios de BRET, se confirmd que
estos receptores forman un complejo heterotetramero D;R-D;R-HsR-HsR que puede activar
diferencialmente los distintos subtipos Gas y Gai, éste ultimo a altas concentraciones de
agonistas de D;1R. Concretamente, entre los subtipos de proteina Gai, el heterémero D;R-H3R
tiene preferencia por los subtipos Gail y Gao2. Al determinar la afinidad de ligandos de HsR
al unirse a su receptor en presencia o no de D;R, se determiné que los antagonistas A331440,
ROS, conessina y JNJ10181457 mostraron mejor afinidad por el heterémero D;R-HsR que
sobre el homdmero H3R-HsR, lo que indica la existencia de una modulacion alostérica de D1R
sobre el centro ortostérico de HsR que favorece la unién de estos ligandos a HsR dentro del
heterdmero. El JNJ10181457, presentd una mejor afinidad de unién al heterémero y también
una mayor potencia de bloqueo de la sefial del AMPc inducida por la activacién del HsR en el
heterdmero. Esto significa que el DiR ejerce de modulador alostérico positivo tanto de la
unién como del efecto antagoénico de la via del AMPc del JINJ10181457. Estos resultados hacen
de este antagonista un candidato ideal como lead compound en la busqueda de ligandos de
HsR selectivos del heteromero D1R-HsR. Mediante ensayos de BRET de proteina G, CODA-RET
y de determinacion de AMPc, se ha determinado que los complejos HsR-H3R y D1R-HsR pueden
activar a la proteina Gai al ser tratados con agonistas selectivos de HsR. Al evaluar la
preferencia diferencial de estos complejos por las subunidades de Gai/Gao, se detectd que
ambos complejos pueden activar a las subunidades Gaol, Gao2, Gail, Gai2 y Gai3; sin
embargo, podemos decir que RAMH para la subunidad Gao1, proxyfam para la Gail, SAMH
para Gai2 e imetit para Gail y Gai3 tienen preferencia por el heteromero. Al analizar la via
de activacidon de las ERKs, cuando el HsR del heterémero D;1R-HsR se activé con immepip, se
alcanzd un nivel de sefializacion similar al del SKF 81297. Se encontraron resultados opuestos
al analizar la via de las ERKs y la del AMPc con los ligandos RAMH, immethridina, histamina y
SAMH que podrian sugerir un biased agonism que deberd confirmarse con curvas completas
de activacion de ERKs que permitan calcular las respectivas ECso. Todo ello valida nuestro
interés por encontrar ligandos selectivos del heterémero D;1R-HsR.
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1. Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1 Enfermedad de Huntington

1.1.1 Etiologia y sintomas

La enfermedad de Huntington (HD) es un raro padecimiento neurodegenerativo de
aparicion tardia cuya incidencia es de 3 a 7 por cada 100 000 individuos y afecta por
igual a hombres y mujeres de todo el mundo. Es una enfermedad progresiva que se
caracteriza por un deterioro cognitivo y de la memoria, alteraciones psiquiatricas y tal
vez lo mas visible y caracteristico sean los movimientos coreicos no coordinados. Se
manifiesta principalmente entre los 30 a 45 afios, con un curso de 15 a 20 afios hasta el
fallecimiento (Roos, 2010). Descrita la sintomatologia clinica por primera vez en 1871
por George Huntington y posteriormente la variante juvenil con sintomas diferentes a
los presentados en adultos, el redescubrimiento de las leyes de Mendel permitieron
confirmar que se trata de una enfermedad autosémica dominante, esto es, que entre el
grupo de enfermedades neurodegenerativas, asume un papel especial basado en su
causa estrictamente genética y se debe precisamente a un aumento de tripletes de
citosina, adenina y guanina (CAG) en el exdn 1 del gen HTT. En 1993 el gen fue clonado
por un grupo de investigacion para la HD (The Huntington’s disease collaborative
Research group, 1993), este grupo también reportd que el gen se localiza en el
cromosoma 4p16.3 y codifica la proteina huntingtina (htt). Se trata de una proteina de
348 kDa, de expresién ubicua en humanos y roedores, con un desconocimiento de la
funcién exacta, pero necesaria en un gran nimero de funciones; con altos niveles en
células nerviosas, en particular de la corteza, en neuronas piramidales externas (capa lll)
y piramidales internas (capa V) que proyectan hacia el estriado (Fusco et al., 1999;
Marques Sousa and Humbert, 2013; Trottier et al., 1995).

Mediante la técnica de microscopia crio-electrénica (Crio-EM) se determind la
estructura cristalina de la huntingtina humana en su versién Wild type (Wt) asociada a
la proteina HAP40 (Huntingtin associated protein 40), quien ayudd a estabilizarla. La
proteina es en gran medida a-helicoidal y consta de tres dominios principales (Figura 1).
Los dominios amino (ATD) y carboxilo (CTD) terminales de la huntingtina contienen 21
repeticiones de HEAT dispuestas de forma solenoide. Estos dominios estan conectados
por un dominio que contiene diferentes tipos de repeticiones en tandem (Guo et al.,
2018).

El gen HTT es la causa de la HD y determina el nimero de repeticiones de CAG que a su
vez, se correlaciona positivamente a la severidad de la enfermedad y negativamente a
la edad de aparicion de los primeros sintomas (Duyao et al., 1995; The Huntington’s
Disease Collaborative Research Group, 1993), asi, el niumero de repeticiones es
determinante para la aparicidén de la enfermedad de tal manera que, las personas no
afectadas presentan entre 6 y 35 repeticiones del triplete, mientras que las personas
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1. Introduccion

con 40 o mas desarrollaran la enfermedad. El rango de 35-39 repeticiones esta asociado
con un mayor riesgo de padecer la enfermedad (Myers et al., 1988). Entre todo esto, se
muestra un grado de variabilidad con la aparicion de los transtornos psiquiatricos, que
no guardan una correlacion estrecha con el niumero de repeticiones de CAG y que
sugieren que estdn influenciados por otros factores aun desconocidos, mientras que si
se observa con el deterioro cognitivo, el dafio en el estriado y el transtorno motor
(Gusella et al., 2014; Vuillaume et al., 1998).

a ,*""Ssap Bridge

J »

J Peors. g
> - 3 '(‘ NI

c +-90°

Fig. 1 Estructura de Htt humana unida a la proteina htt-HAP40. Las figuras a, b, c y d muestran diferentes
vistas del complejo. Las lineas discontinuas corresponden a regiones no resueltas (extraido de Guo et al,
2018).

La huntingtina no mutada tiene un papel fundamental en el desarrollo del sistema
nervioso y esta presente en todo el organismo. La HD es una enfermedad causada por
una ganancia de funcién de la huntingtina mutada (mhtt), aunque se ha reportado que
lo contrario, esto es, la pérdida de funcién contribuye también al empeoramiento de la
enfermedad (Cisbani and Cicchetti, 2012). El mecanismo de la patogénesis se da de la
siguiente manera: La mhtt sufre una alteracién en su propia transcripcién debido a la
expansion del segmento de glutaminas, que tras un splicing aberrante se produce una
molécula de mRNA truncada que tan solo codifica para el exdn 1, el cual contiene el
dominio de poliglutaminas (Sathasivam et al., 2013). La otra alternativa se genera
cuando la secuencia completa de la proteina mutante es transcrita y traducida,
posteriormente se escinde mediante protedlisis para generar fragmentos N-terminales
cortos que contienen la expansion de poliglutaminas (Landles et al., 2010). Ahora estos
fragmentos N-terminales de mhtt resultarian toxicos como mondmeros y como
oligdmeros, mientras que agregaciones de orden superior podrian ser compensatorias
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mas que patogénicas (Arrasate and Finkbeiner, 2012; Dayalu and Albin, 2015; Hoffner
and Djian, 2015). Tanto en el nucleo como en el citoplasma los fragmentos se
oligomerizan y agregan provocando alteraciones celulares globales (Bates et al., 2015)

(Figura 2).
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Fig. 2 Los principales mecanismos de patogénesis celular, la agregacion y sus efectos en el nicleo y
citoplasma en la enfermedad de Huntington (extraido de Bates et al., 2015).

Sobre la huntingtina mutada (mhtt) se han descrito una gran variedad de efectos; la
capacidad de incidir en la transcripciéon de diversos genes que pueden resultar en
disfuncién neuronal y muerte celular (Landles and Bates, 2004; Steffan et al., 2000) la
disfuncién mitocondrial y supresion del metabolismo energético Cui et al., 2006; Johri
et al., 2013), ademas de producir activacién de moléculas proapoptéticas (Brito et al.,
2013, 2014), un aumento en excitotoxicidad (Chen et al., 1999; Zeron et al., 2002) entre
otras.

Es frecuente que se consideren de dos a tres estadios consecutivos para describir los
sintomas de la HD, de hecho, son los mismos sintomas y la diferencia radica en la corea,
gue se situa en un estadio inicial o final. Haciendo referencia al de tres estadios,
tenemos: el inicial, que se caracteriza tipicamente por transtornos del estado de danimo,
déficits cognitivos y alteraciones motoras sutiles. En un segundo estadio, los
movimientos excesivos, abruptos e involuntarios (corea) se convierten en el sintoma
dominante, mientras que las habilidades motoras como la marcha, la deglucién vy el
habla se deterioran rapidamente. Las capacidades cognitivas también contindan
disminuyendo, culminando en la demencia. En el tercer estadio, ocurre una severa
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pérdida de peso y un deterioro general de la salud y los movimientos coreicos son
reemplazados por bradicinesia y rigidez (Politis et al.,, 2008; Rosenblatt, 2007;
Blumenstok and Duvanova, 2020) (Figura 3).

La principal caracteristica patolégica de la HD es la degeneracién estriatal y
precisamente a mediados de la década de los 80, se establecié un sistema basado en la
severidad de la degeneracidn estriatal en tejidos post mortem, que va desde el grado 0
al 4 de acuerdo a la severidad del dafio. Grado cero (0), en este grado el dafio no es
visible si se le compara con un cerebro normal, sin embargo, en un analisis histolégico
del nucleo caudado ya se empieza a observar una pérdida neural. 1) Empieza la atrofia,
pérdida neural y astrogliosis en el ntcleo caudado. 2) Se observa una atrofia general y

Clinical status Early: subtle Late: manifest
psychomotor ! progressive
dysfunction : disease

Functional
status

Y N
A Motor
impairment

Neurobiology

Neuronal
dysfunction

Reversible
developmental
delay

/

Birth Motor diagnosis of manifest Death
Huntington’s disease

\Ncuronal
cell death

Fig. 3 Progresiéon de la enfermedad de Huntington a lo largo de la vida de un paciente. Los signos y
sintomas sutiles de la HD comienzan afos antes de un diagnostico motor y se correlacionan con cambios
neurobioldgicos como la atrofia estriatal. La corea es frecuentemente la caracteristica motora mas
temprana que se observa clinicamente, pero la bradicinesia es mas discapacitante. En estadios mas
avanzados la muerte de las células neuronales en las regiones vulnerables del cerebro es predominante y
se correlaciona con el deterioro motor severo y la discapacidad funcional (extraido de Ross and Tabrizi,
2011).

progresiva del estriado. 3) Lo mismo que en el grado anterior pero mas severo. 4) El
grado mas severo donde la atrofia y perdida neuronal es de hasta del 95% (Vonsattel et
al., 1985). En cerebros de personas con HD, los efectos iniciales son en el estriado. El
analisis post mortem revela un patréon de degeneracidn diferencial entre subpoblaciones
de neuronas de proyeccidn estriatales, esto es, que habra una pérdida de neuronas de
la via indirecta que expresa D3R en estadios iniciales de la enfermedad, a diferencia de
las neuronas de la via directa que expresan el receptor de dopamina D1 degeneran en
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estadios mucho mas avanzados (Albin et al., 2004; Deng et al., 2004; Han et al., 2010;
Reiner et al., 1988). En el estadio avanzado, con grados 3 y 4 ya se presenta una notoria,
marcada afectacidn en otras regiones del cerebro debido a la gran interconexion de los
ganglios basales: la corteza cerebral, el globo pdlido, el tdlamo, la sustancia nigra (SN),
nucleos subtaldmicos, el hipotdlamo y el cerebelo (Kassubek et al., 2004; Niccolini and
Politis, 2014). De hecho, Vonsattel and DiFiglia (1998) mencionan que el cerebro de una
persona afectada tiene un peso hasta entre un 20-30% menor que el de una persona
normal y que la variacién depende del estadio de la enfermedad (Figura 4).

(a) Control (b) Huntington’s
Disease

Fig. 4 Cerebro afectado con la enfermedad de Huntington. Cortes coronales en 2 niveles a través del
cerebro humano; a y c un caso de control representativo del hemisferio cerebral izquierdo de un hombre
de 35 afios, b y d un caso de enfermedad de Huntington de grado 3/4. a, b son a nivel del estriado y del
nucleo accumbens, ¢, d estan al nivel del globo palido. Hay una gran contraccién del nucleo caudado y del
putamen (flechas), asi como del globo palido (asteriscos). También es evidente la contraccidn de la corteza
cerebral. Nucleo caudado CN, segmento externo del globo palido GPe, segmento interno del globo palido
GPiy putamen P; Barra de escala = 1 cm (extraido y modificado de Waldvogel et al., 2015).

1.1.2 Los ganglios basales en el movimiento

La caracteristica mas notoria que presentan las personas afectadas con la HD son los
movimientos no deseados (coreicos). Los ganglios basales son quienes intervienen en la
generacién del movimiento y su coordinacién. Son nucleos funcionalmente distintos
ubicados subcorticalmente en la base del prosencéfalo. Los ganglios basales contemplan
al cuerpo estriado (nucleo caudado y putamen) que son los mas grandes, los segmentos
del globo palido (GPe y GPi), el nucleo subtaldmico (STN) y la sustancia nigra (SNc, region
compacta y SNr, regién reticulada). Al afectarse uno de estos componentes las personas
afectadas estan imposibilitadas de iniciar y terminar coordinadamente un movimiento.
(Gerfen and Surmeier, 2011).
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En ausencia de movimiento, los nucleos eferentes envian proyecciones GABAérgicas
(inhibicién tdnica) a las células de los nucleos VA/VL del tdlamo (nucleo ventral
anterior/ventral lateral), por lo que el tdlamo es incapaz de enviar proyecciones
excitadoras a la corteza. La ejecucion de movimientos precisos requiere la convergencia
de estructuras corticales y subcorticales, asi tenemos que en la via directa, al iniciar un
movimiento, las neuronas espinosas medianas (MSN) del estriado reciben aferencias
glutamatérgicas de la corteza cerebral. Especificamente, el nucleo caudado desde la
corteza asociativa mientras que el putamen desde la corteza sensoriomotora (Gerfen,
1984; Herrero et al., 2002; Kinzle, 1975). También reciben aferencias de las
interneuronas del circuito local y de la porcién compacta de la sustancia nigra. Las MSN
dan origen a su vez a proyecciones GABAérgicas inhibitorias a la porcidn reticular de la
sustancia nigra y globo palido interno (GPi), que se encontraban inhibiendo al tadlamo.
Ahora que las neuronas taldmicas estan desinhibidas envian proyecciones
glutamatérgicas a la corteza frontal formando el circuito cortico-ganglio
basaltdlamocortical y después a las neuronas motoras superiores para la ejecucion del
movimiento. En la via indirecta las MSN inhiben las neuronas GABAérgicas tonicamente
activas del globo palido externo (GPe) y acompanada de las aferencias excitadoras
directas de la corteza cerebral a las células del nucleo subtaldmico éstas se tornan mas
activas y en virtud de sus sinapsis excitadoras con células del segmento interno del globo
palido y la porcidn reticular de la sustancia negra, aumentan las eferencias inhibidoras
de los ganglios basales. Esto es, mientras la via directa facilita la ejecucién de los
programas motores, la via indirecta suprime los movimientos no deseados (Gerfen and
Surmeier, 2011).

Las neuronas espinosas medianas MSN (Medium Spiny projection Neurons) son las
neuronas mas numerosas tanto en el nidcleo caudado como el putamen, constituyendo
el 95% del total y estan formadas por arboles dendriticos grandes con las que realizan
conexiones sinapticas con las inervaciones aferentes glutamatérgicas procedentes de la
corteza y dopaminérgicas procedentes de la SNc (Graveland and DiFiglia, 1985). Las
interneuronas GABAérgicas o colinérgicas forman parte del estriado también pero solo
proyectan internamente, en un circuito local. Estas neuronas son de estructura
tipicamente espinosas (Tepper et al., 2010).

Las MSN se dividen en dos tipos de acuerdo a su blanco de proyeccion, neuropéptidos y
receptor dopaminérgico. Las MSN que forman parte de la via motora directa, proyectan
directamente al GPi y la SNr, expresan dinorfina, sustancia P y expresan receptores
dopaminérgicos tipo D1 que al unirse a la dopamina se acoplan a Gas, en tanto que, las
MSN que forman parte de la via indirecta, proyectan directamente al GPe, expresan
encefalina y receptores dopaminérgicos tipo D2 que al unirse a la dopamina se acoplan
a Gai (Yetnikoff et al., 2014; Yin and Knowlton, 2006). Esta disposicion diferenciada de
las MSNs conlleva que la liberacidon de dopamina desde la SNc active la via directa a
través de los D1Rs e inhiba la via indirecta por su accion sobre los D2Rs, de manera que
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actuando sobre las dos vias coincide la activacion del movimiento y éste se produce de
una forma controlada.

1.1.3 Afectaciones neuronales en la enfermedad de Huntington

Las dos regiones mads vulnerables a la HD son los ganglios basales y la neocorteza. De los
ganglios basales, el estriado es el mds vulnerable debido a que recibe la mayor parte de
aferencias. El desequilibrio en la actividad de las vias directa e indirecta permite explicar
las alteraciones motoras asociadas con el dafio en los ganglios basales. En la HD, en un
estadio inicial, la afectacion es sobre la via indirecta que causa los movimientos coreicos
caracteristicos. Al degenerar las MSN del estriado, no hay aferencias inhibitorias
normales que proyecten a las células del GPe, las cuales se tornan anormalmente activas
y esta actividad reduce las eferencias excitadoras del nucleo subtaldmico hacia el GPi.
Se reducen las eferencias inhibidoras de los ganglios basales y sin la influencia limitante
las neuronas motoras superiores pueden ser activadas por otro tipo de sefializacion
dando lugar a la corea (Raymond, 2017).

En la HD la susceptibilidad esta en funcidn de la mayor entrada de glutamato
proveniente de la corteza. Esta degeneracién diferencial inicial de las MSNs se debe a
varios aspectos; el primero de ellos esta relacionada a la inervacion diferencial que
reciben de la corteza, siendo las MSNs de la via indirecta las que reciben una mayor
liberacion de glutamato en las terminales corticoestriatales (Reiner et al., 2003). Un
segundo aspecto se debe a que, las neuronas piramidales corticales que inervan a las
MSNs de la via indirecta reciben una mayor excitacion debido a sus grandes arboles
dendriticos, comparado con sus similares de la via directa (Morishima and Kawaguchi,
2006) y por ultimo, se sumaria el hecho de que las MSNs de la via indirecta son mas
excitables que las de la via directa por presentar un umbral menor para el potencial de
accién y una superficie dendritica menor (Cepeda et al., 2008; Gertler et al., 2008).

En el ultimo estadio de la HD el dafio es mayor y hay pérdida generalizada, incluyendo
las MSNs de la via directa, que como consecuencia termina provocando una severa
acinesia, los movimientos coreicos cesan para pasar a una distonia y rigidez (Reiner and
Deng, 2018). En este estadio, ya se observa la pérdida de neuronas corticales de las
capas Ill, V y VI, asi como neuronas del tdlamo, hipotalamo, GP y otros nucleos
subcorticales, llevando a una atrofia generalizada de la substancia gris (Kassubek et al.,
2004; Niccolini and Politis, 2014; Raymond, 2017; Reiner and Deng, 2018) (Figura 5).
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Fig. 5 Diagrama del circuito cortical-ganglio basal-talamo y cambios en la HD en etapa temprana vs tardia.
Las aferencias glutamatérgicas corticales y taldmicas se dirigen a los nucleos caudado y putamen,
excitando tanto las MSN que expresan DiR como D:R. Las DiR-MSN se proyectan a la via directa,
facilitando el movimiento, mientras que D2R-MSN se proyecta a la via indirecta, inhibiendo el movimiento;
el equilibrio de estas dos vias es fundamental para el movimiento coordinado. En la HD temprana, la
entrada de excitacion del tdlamo se reduce, la liberacién de dopamina de la sustancia nigra pars compacta
(SNc) aumenta y la via indirecta ya muestra una funcion reducida y una eventual pérdida neuronal; estos
cambios conducen a movimientos involuntarios (corea) y una coordinacién motora reducida. (Panel
derecho) En la etapa tardia de la EH, la entrada tanto cortical como taldmica al cuerpo estriado se reduce,
la entrada de dopamina también esta disminuida y tanto la via directa DiR-MSNcomo la via indirecta
D2RMSN presentan déficits, lo que resulta en bradicinesia generalizada, rigidez y mayor deterioro de la
coordinacidn motora (extraido de Raymond, 2017).

1.1.4 Los receptores D1, H; y NMDA en la enfermedad de Huntington

En la HD hay una disfuncion dopaminérgica tanto a nivel de liberacion de dopamina
como de sus receptores; de hecho, antes de que se manifiesten los sintomas y que
empiece la degeneracién neuronal, los niveles de dopamina estriatal empiezan a
incrementarse notablemente, en tanto la expresién de receptores de dopamina a
reducirse. Posteriormente en las etapas mas avanzadas, ambos se ven
significativamente reducidos (Glass et al., 2000; Schwab et al., 2015) (Figura 6).
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Fig. 6 Alteracion de los receptores de dopamina (DRs), los niveles de dopamina estriatales y
manifestaciones clinicas en diferentes estadios de la enfermedad (extraido de Schwab et al., 2015).

En el estadio inicial de la HD y en la vision tradicional esta establecido que la afectacion
es debida a la via indirecta, ya que al degenerar las MSN del estriado no hay aferencias
normales de proyeccidon al GPe y, como consecuencia se reducen las eferencias
inhibitorias de los ganglios basales por lo que no hay manera de suprimir los
movimientos no deseados (Gerfen and Surmeier, 2011). Sin embargo, existen
evidencias que sugieren que la via directa estaria afectada previamente por la activacién
de los DiRs (Bunner and Rebec, 2016; Galvan et al., 2012), considerando que en el
estadio inicial los niveles de receptores de glutamato son elevados y la neurotransmisién
glutamatérgica esta incrementada en los MSN de la via directa que expresan DR, esta
sobreactivacion va a inhibir excesivamente a las neuronas de GPi y la SNr con la
consecuente desinhibicion del talamo. El efecto del glutamato no estd restringido a la
via directa, también tiene efectos sobre la indirecta, que como hemos visto, presenta
mayor vulnerabilidad. Entonces, la sobreactivacién de los DiR en los MSN de la via
directa y la disminucién funcional de la via indirecta provocan la corea y la posterior
bradicinesia en la HD, debido a que los movimientos coordinados se deben a la
regulacion de ambas vias que actuan de forma complementaria (Rangel-Barajas and
Rebec, 2016; Tecuapetla et al., 2016).

El glutamato ejerce su actividad via receptores glutamatérgicos ionotrépicos (canales
idnicos) y metabotropicos (receptores acoplados a proteinas G, GPCRs), los primeros se
dividen de acuerdo a la afinidad por sus agonistas; por lo tanto, tenemos el receptor de
N-metil-D-aspartato (NMDAR), el receptor de 4dacido a-amino-3-hidroxi-5-
metildisoxazolpropionico (AMPAR) y el receptor del acido kainico (KAR). La
excitotoxicidad es el resultado de un exceso de glutamato o una excesiva estimulacion
de los receptores glutamatérgicos (ionotrépicos) que conducen a la muerte neuronal
por la entrada excesiva de Ca?* (Carvajal et al., 2016; Milnerwood et al., 2010; Okamoto
et al., 2009; Parsons and Raymond, 2014). El receptor directamente involucrado es el
NMDAR, que estd constituido y funciona necesariamente como un complejo
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heterotetramérico (Hansen et al., 2010b; Traynelis et al., 2010), constituido por dos
subunidades GIuN1 asociados con dos subunidades GIuN2 o bien con una mezcla de
GIuN2 y GIuN3 (NR1 con 2A, 2B, 2C, 2D, 3A, 3B) (Papadakis et al., 2004; Sanz-Clemente
et al., 2013). Las subunidades NR12B y NR12A estdn presentes en las MSN estriatales de
proyeccién que presentan una mayor afinidad por el dcido quinolinico lo que podria
explicar la mayor vulnerabilidad (Buller et al., 1994). Los receptores de NMDA formados
por NR12B predominan a nivel extrasinaptico, mientras que los receptores constituidos
por NR12A se encuentran en la sinapsis. La activacion de NMDAR (NR12B) estd asociada
con vias relacionadas con la muerte celular, mientras que los receptores NMDAR
(NR12A) con procesos de supervivencia celular. Se ha reportado que la mhtt, ademas de
estabilizar a la subunidad GIuN2B en NMDARs extrasinapticos, redirecciona NMDARs
que contienen la subunidad GIuN3A hacia la superficie celular en neuronas estriatales,
contribuyendo a la pérdida de sinapsis, mientras que la delecidon genética de esta
subunidad es capaz de prevenir la degeneracidn sindptica, el declive motor y cognitivo
y la pérdida neuronal (Marco et al., 2013) (Figura 7).
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Fig. 7 Cambios en el sistema regulador del glutamato en presencia de mhtt. Se muestra un aumento en
los niveles de glutamato junto con un desequilibrio en los niveles de NMDAR sindptico y extrasinaptico.
Los efectos sobre GLT-1 y VGLUT1. Se muestran diferentes farmacos para modular estos mecanismos
(extraido de Anglada-Huguet et al., 2016).

La disfuncién cortical inicia el proceso de deterioro, puesto que las personas afectadas
antes de iniciar con problemas motores, experimentan alteraciones cognitivas vy
emocionales, lo que sugiere que la disfuncién cortical precederia a la estriatal.
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Continuando el proceso degenerativo, seguiria la disfuncion estriatal que, sumada a las
alteraciones celulares patogénicas de la propia mhtt, comportarian la subsecuente y
progresiva disfuncidén y degeneracién neuronales, ampliandose ademas a otras regiones
cerebrales (André et al, 2010b).

Los niveles de glutamato en las terminales corticoestriatales y talamoestriatales estan
regulados, ademds de por su recaptacion, por heterorreceptores que modulan
presinapticamente su liberacién como el D3R, el CB1R, el H3R, mGluRs o el GABAg (todos
ellos GPCRs) y se ven ademas alterados por la presencia de mhtt en las terminales
axonales, la cual impide tanto la recaptacion como la liberacidon de glutamato por la
alteracion del sistema de vesiculas (André et al., 2010a; Li et al, 2003; Molina-Hernandez
et al., 2001; Schlicker and Kathmann, 2001).

La sobreactivacion del DiR y la autooxidacién de la dopamina a metabolitos toxicos
(Chen et al., 2009; Wersinger et al., 2004) son los efectos neurotdxicos inducidos por la
dopamina. Los altos niveles de dopamina activan de manera sostenida a DiR, que
provoca una activacion continua de p-ERK a través de la via de seializacidon
cAMP/PKA/Rap1/B-raf/MEK, y en que la activacidn diferencial de las MAPKs JNK y p38
promueven la apoptosis celular (Chang and Karin, 2001; Moreno-Delgado., 2020),
mientras que la oxidacién de la dopamina puede producirse de forma regulada por
medio de la acciéon de la enzima monoamina oxidasa (MAQ) o bien producirse a pH
ligeramente basico sin intervencion enzimatica (autooxidacién). En ambos casos se
generan 6-OHDA (6-hidroxidopamina) y H,0,, éste ultimo provoca estrés celular
oxidativo, incrementando la peroxidacion de lipidos y proteinas (Lai and Yu, 1997). En
la autooxidacion de la dopamina, ademas de generarse H,0;, también se producen al
menos otros cuatro metabolitos oxidantes que, por la oxidacién directa de NADH y
NADPH celulares, acabaran causando toxicidad y muerte celular (Giménez-Xavier et al.,
2006).

Mediante estudios de uniéon de radioligandos en cerebros humanos con HD
postmortem, se determind la densidad de los receptores Hs de histamina (HsR) en
diferentes regiones del cerebro, mostrando por un lado la presencia de estos
receptores en el caudado, putamen y globo pélido interno y externo (GPiy GPe) y por
el otro, una disminucion significativa de la densidad de HsR en etapas tardias de la
enfermedad, estos datos sugieren que estos receptores estan presentes en las
neuronas de proyeccion estriatonigral de las vias directa e indirecta (Goodchild et al,
1999). Por otra parte, en el giro frontal inferior se observa un incremento de la
expresion del H3R, de hecho, hay un efecto del nimero de repeticiones del triplete
puesto que se presenta una correlacidon positiva con respecto a los niveles del RNAm
del H3R (Shan et al., 2015; van Wamelen et al., 2011).

Los HsR en su papel de heterorreceptores pueden modular la liberacidon de histamina,
glutamato y dopamina entre otros (Schneider et al., 2014a; Molina-Hernandez et al.,
2001), es decir, que pueden tener un efecto neuroprotector frente a la excitotoxicidad
y es precisamente en la etapa inicial de HD en que se presenta una disfunciéon neuronal
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sin excitotoxicidad, que los altos niveles de histamina pudieran ser los responsables del
deterioro cognitivo y la contribucidn en parte, del desequilibrio del ciclo sueno-vigilia
caracteristico en la etapa inicial de los pacientes con HD (Shan et al., 2012; van
Wamelen et al., 2011).

El receptor de histamina Hs tiene la capacidad de formar heterémeros con otros
receptores, asi, postsindapticamente en los ganglios basales y mediante la interaccidn
del HzR sobre el D1R, se puede regular la transmisién dopaminérgica por la via de las
MAPK y con ello regulando funciones propias de esta via como la plasticidad sinaptica,
supervivencia celular y actividad locomotora (Ferrada et al., 2008; Moreno et al., 2011;
Rapanelli et al., 2016; Sanchez-Lemus and Arias-Montafio, 2004). En otros estudios, el
receptor H3R también a través de su activacidon redujo la sefializacion de D1R por la via
p38MAPK que induce la muerte celular y la degeneraciéon neuronal (Moreno-Delgado
etal., 2020; Johnson et al., 2020).

1.2 Los receptores acoplados a proteinas G

1.2.1 Estructura y clasificacion de los GPCRs

Los receptores en la superficie de las células funcionan como conductos para la
informacién que fluye entre el entorno externo y el interior de la célula. Dado que la
transduccidn de sefiales se basa en la interaccidn fisica de los receptores con ligandos
extracelulares y efectores intracelulares, la unién del ligando debe producir cambios
conformacionales en el receptor que pueden transmitirse a los dominios intracelulares
accesibles a las proteinas G y otros efectores (Luttrell and Kenakin, 2011). Los receptores
acoplados a proteinas G (GPCR), también conocidos como receptores metabotrdpicos o
receptores de siete dominios transmembranales constituyen una de las familias mas
abundantes de proteinas de membrana (representan el 3% del genoma humano) y de
ella forman parte los dos receptores principalmente estudiados en esta Tesis por su
implicacion en HD: los receptores de dopamina D1 (D1R) y los de histamina Hs (HsR)
(véase seccion 1.1.4). A los GPCRs se les puede encontrar en cualquier organismo
eucariota incluidas las plantas (Josefsson, 1999), también en organismos protistas
unicelulares (Klein et al., 1988; King et al., 2003), con un origen ancestral de estas
proteinas. En el genoma humano se han descrito mds de 800 genes que codifican para
diferentes miembros de la familia de GPCR, receptores que unen y son activados por
estimulos muy diversos (Fredriksson et al., 2003; Wacker et al., 2017). Debido a la gran
variedad de funciones fisioldgicas reguladas por los GPCRs como son las inmunolégicas,
neuroldgicas, cardiovasculares, endocrinas y metabdlicas, hace que sean considerados
como dianas terapéuticas, tal y como lo demuestra el hecho que, hasta el 2016, de 1286
farmacos aprobados por la FDA (Food and Drug Administration), 460 ejercen sus efectos
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modulando la actividad de GPCRs y de este un 94% corresponden a la clase A, seguida
de un 4% que son de laclase Byun 2% ala Cy F (Chan et al., 2019) (Figura 8).
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Fig. 8 La importancia de los farmacos moduladores de la actividad de los GPCRs, por clase, receptor y
enfermedades (extraido de Chan et al., 2019).

Los GPCR muestran una gran versatilidad y pueden ser activados por ligandos de
naturaleza muy diversa (neurotransmisores, iones, aminodcidos, lipidos, entre otros)
transmitiendo sefiales extracelulares al interior de la célula desencadenando cascadas
de sefializacidon celular con sus respuestas bioldgicas (Figura 9).
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Fig. 9 Representacion de la activacidon de un GPCR por ligandos enddgenos, sus vias de sefializacidn y sus
respuestas bioldgicas (extraido de Dorsam and Gutkind, 2007).

Desde 1983 en que se publicé por primera vez la estructura primaria de un GPCR, el
receptor de rodopsina (Hargrave et al., 1983; Nathans and Hogness, 1983) y que
permitid realizar el primer modelo bidimensional que mostré la estructura
caracteristica de los GPCR, se ha avanzado considerablemente de tal manera que se ha
dilucidado la estructura de un gran numero de receptores de la clase A en diferentes
estados conformacionales: unidos a agonistas, antagonistas, agonistas inversos o a la
proteina G. Entre estos se encuentran receptores de histamina Hi, adenosina Aza,
dopamina D3 y el cannabinoide CB1 y también de las clases B, Cy F (Katrich et al., 2012;
Shonberg et al., 2015) (Figura 10).

cytoplasmic view

Fig. 10 Estructura cristalina del receptor Bz-adrenérgico (verde) unido a un agonista en la parte superior
central (esferas amarillas) y acoplado a una proteina G heterotrimérica constituida por las subunidades
Gas (naranja), G B (azul) y Gy (lila) (extraido de Rasmussen et al., 2011).

Para que una proteina sea clasificada como GPCR debe cumplir dos requisitos principales,
el primero es estar constituido por una sola cadena polipeptidica capaz de atravesar la
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membrana plasmatica siete veces (llamados también como receptores 7M), aunque no
todos los receptores con dicha estructura sefializan a través de proteinas G. Esta
estructura molecular que se repite en siete ocasiones estd formada por secuencias de
entre 25-35 residuos con un alto grado de hidrofobicidad plegados en una estructura de
a-hélice, que a su vez estdn conectadas entre si por 3 bucles tanto en el medio
extracelular (ECL1, ECL2, y ECL3) como en el intracelular (ICL1, ICL2, y ICL3), debido a que
el numero de hélices transmembrana (TM) es impar, el dominio amino terminal (ATD) se
encuentra en el exterior y el dominio carboxilo terminal (CTD) hacia el interior citosélico.
En conjunto, se forma una unidad de reconocimiento para que el ligando pueda ejercer
un efecto especifico dentro de la célula. El segundo requisito es que tenga la capacidad
de interactuar con una proteina G heterotrimérica (Figura 11) (Hoffmann et al., 2009; Lee
etal., 2017).
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Fig. 11 Estructura de un GPCR. Se trata del receptor de adenosina Aza unido a su ligando (verde), el
gradiente de color que va del rojo al blanco corresponde al grado de conservacidn. Se pueden apreciar el
sitio de unidn del ligando, los 7 dominios transmembrana (TM) y una octava hélice citoplasmatica después
del TM7 que es paralela a la superficie de la membrana. El dominio amino terminal en el exterior y en el
interior el dominio carboxilo terminal asi como los bucles extracelulares (ECL) e intracelulares (ICL)
caracteristicos de los GPCRs (extraido de Lee et al., 2017).

Los estudios de cristalizacion han revelado motivos altamente conservados en los GPCR
gue corresponden a las funciones y requerimientos del receptor, por ejemplo, en la
hélice transmembrana 3 (TM3) que esta relacionada con la conformacion inactiva del
receptor y el bloqueo de la union de la proteina G. Esta misma hélice con el segundo
bucle extracelular forman un puente disulfuro altamente conservado que participa en
la estabilizacién de la regidn extracelular y modela la entrada al centro ortostérico
(Zhang et al., 2015); en la hélice TM7, que esta fuertemente implicada en la activacion
del receptor y la region citoplasmatica de la hélice TM6, con un micro-switch que
presenta cambios substanciales entre las conformaciones activa e inactiva del receptor.
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Por su parte, la estructura intracelular con mucho menos efectores para unir, se
encuentra relativamente conservada. En el otro extremo, en lo que se refiere a las
regiones mas variables, estas se encuentran en los dominios carboxilo (CTD) y amino
(ATD) terminales, asi como en las regiones intracelulares de las TM2 y TM3 (Caltabiano
etal. 2013).

La cavidad principal, que es donde se da la unién de ligandos con el receptor esta
localizada entre las hélices TM3, 5, 6 y 7 y la cavidad menor localizada entre las TM1, 2,
3y 7 (Rosenkilde et al., 2010). Pareceria entonces que el sitio de unidn de ligandos esta
definido, sin embargo, diferentes caracteristicas como la forma, el tamaio vy
propiedades electrostaticas hacen la diferencia entre receptores y hasta entre
miembros de la misma subfamilia.

Hay dos sistemas de clasificacidén de los GPCRS, una de seis clases (A-F), que es el primer
sistema de clasificacion y se basa en la homologia de la secuencia y algunas similitudes
funcionales (Kolakowski, 1994) y el sistema GRAFS (Glutamato, Rodopsina, Adhesion,
Frizzled/taste2 y Secretina), que divide los GPCRs presentes en vertebrados en cinco
clases o familias distintas mediante analisis filogenético (Fredriksson et al., 2003)

Familia de la rodopsina o clase A: Forman parte de esta familia el 90% de todos los GPCR
(ej: la histamina, adenosina, dopamina) y se han obtenido el mayor nimero de
estructuras cristalinas. Existen pocos residuos conservados entre ellos, pero éstos son
esenciales para la estructura y funcionalidad del receptor. Poseen un motivo Asp-ArgTyr
(DRY) en la parte interna del segmento transmembrana 3 implicado en la activacion
(Ohyama et al., 2002). También existe un puente disulfuro que une el primer y el
segundo bucle extracelular (EC1-2). Pertenecen a esta familia también una gran
variedad de pequefias moléculas, péptidos, hormonas, receptores olfativos, receptores
del gusto, entre otros.

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

Familia de los receptores de clase C o de Glutamato: Estd constituida por receptores
metabotrdpicos de glutamato (mGIuR), receptores sensibles al Ca?*, receptores GABAEg,
receptores gustativos, olfativos y de feromonas. Pueden formar complejos de dos
receptores constitutivamente. Estos receptores se caracterizan por poseer dominios
carboxilo y amino terminal muy largos (500-600 aminodcidos). El lugar de unién al
ligando forma un dimero unido por un puente disulfuro que puede abrirse o cerrarse
durante la unidn. El tercer bucle intracelular es corto y esta altamente conservado (Pin
etal., 2003).

Familia de receptores de adhesién: Estos receptores estan relacionados
filogenéticamente con la familia B de la primera clasificacién, aunque difieren en el ATD,
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el cual contiene uno o mas dominios funcionales generalmente con propiedades
adherentes.

Familia de los receptores frizzled/taste2: incluye receptores involucrados en el desarrollo
embrionario y en la polaridad y divisidn celular.

Este sistema de clasificacion reciente se fundamenta en la teoria evolutiva, desde la
mayor simplicidad que presentaba en sus origenes a la enorme complejidad que
muestra esta superfamilia en la actualidad (Fredriksson et al., 2003).

1.2.2 Activacion y vias de seinalizacion de los GPCR

Clasicamente, una unidad basica de transduccién de una sefal estd formada por un
efector, el receptor y una proteina G heterotrimérica. Las vias de sefializacién empiezan
con el acoplamiento de un ligando a un receptor (GPCR), que a su vez interaccionan con
las proteinas G heterotriméricas citoplasmdticas para dar lugar a diversas cascadas de
sefializacion y distintas respuestas celulares debido a los cambios conformacionales
inducidos por la unién del ligando al receptor en el medio extracelular. Estas proteinas
G (Guanine-nucleotide binding proteins) que son el enlace comun de la mayoria de las
vias de senalizacidn estdn formadas por tres subunidades: a (39-46 kDa), B (37 kDa) y y
(8 kDa).

En el modelo considerado como cldsico y en un estado inicial, la proteina G se encuentra
unida a GDP. El ligando se une a su receptor provocando cambios conformacionales y
son transmitidos a la proteina G induciendo el intercambio de GDP (guanosina difosfato)
de la subunidad a por GTP (guanosina trifosfato), donde el receptor actia como un
guanine nucleotide exchange factor (GEF) (provocando que la subunidad Ga libere GDP
y se una a GTP). Como consecuencia, se produce la disociacién de la subunidad Ga-GTP
por un lado y el dimero GBy por otro (Marinissen and Gutkind, 2001). Ambas partes de
la proteina G pueden activar o inhibir una ruta bioquimica a través de segundos
mensajeros. La sefalizacidn finaliza mediante la actividad GTPasa de la subunidad a que
hidroliza la GTP a GDP, como consecuencia se produce la unién de la subunidad Ga al
dimero By, se reconstituye de nuevo la proteina G trimérica y la sefial puede concluir,
de hecho, la sefializacién mediada por el dimero Gy también finaliza con la reasociacién
con la subunidad Goa-GDP (Figura 12 A) (Offermanns, 2003; Hollmann et al., 2005;
Baltoumas et al., 2013).

Un nuevo mecanismo de activacién de GPCR ha surgido de varios estudios acoplados a
Gi/o (Figura 12 B). En este modelo no solamente se considera al GPCR como mondmero,
sino también al homodimero o heterodimero (seccién 1.5.1 Alosterismo en GPCRs). Los
trabajos realizados por de Oliveira et al. (2019) en los que se ha demostrado que los
homodimeros o heterodimeros pueden formar complejos con proteinas G
heterotriméricas apoyan este modelo. También se ha demostrado que las proteinas G
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pueden estar pre-acopladas formando complejos preensamblados de GPCR-proteina
Gadenilato ciclasa que se traducen en una estructura minima compuesta por: un
homodimero GPCR, una proteina G heterotrimérica y la enzima adenilato ciclasa (Galés
et al., 2006; Han et al., 2009; Navarro et al., 2018).

A Classical GPCR/G-protein activation model B Pre-coupled model(s)

@ Effector

Proteins

iz O
@ osubunt @. ‘@/ _— l
[iy-subunit i

0 a5 Effector Proteins Effector Proteins
(as AC, GIRK, PLC, PDE 6) {as AC, GIRK, PLC, PDE 6)

Fig. 12 A) Modelo clasico de activacion GPCR/proteina G. En el estado inactivo la proteina G
heterotrimérica se encuentra formando un complejo de las subunidades a (que tiene unido al GDP) con
las subunidades By (1a). La unidn de un ligando al GPCR resulta en un cambio conformacional (1b) que
permite la unién del receptor a la proteina G (2), esto provoca un segundo cambio conformacional en la
subunidad a que resulta en el intercambio de GDP por GTP y la separacién de las subunidades a de las By
(3). En este punto las proteinas G son activas y ejercen su accion sobre sus proteinas efectoras. La
activacion termina con la hidrélisis de la molécula de GTP a GDP, una reaccion que puede ser acelerada
mediante la unidn de la proteina RGS a la subunidad a (4). Por dltimo, se vuelve a formar el complejo
heterotrimérico (5). B) Modelo pre-acoplado. Los mondmeros o heterodimeros de GPCR estan unidos a
proteinas G inactivas. Cuando el GPCR es activado por un ligando (1), la proteina G se activa por el
intercambio de GDP por GTP y puede disociarse del GPCR y las subunidades pueden ejercer su accion
sobre las proteinas efectoras o permanecer asociado al complejo y ejercer su accién efectora en la
membrana (2). Ahora, en los dos casos la actividad GTPasa o por la unién de proteinas RGS terminan la
activacion del ciclo (3) (extraido de de Oliveira et al., 2019).

La sefalizacidon de finalizacion también puede darse a través de las proteinas RGS
(regulators of G-protein signaling) que actuan como GAPs (GTPase-activating proteins)
para las subunidades Ga, uniéndose a estas para acelerar la actividad GTPasa
intrinsecamente lenta de la subunidad Ga, de manera que deben estar finamente
reguladas para el mantenimiento de una apropiada potencia y duracién de la
sefializacion (Syrovatkina et al., 2016).
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Las proteinas G se clasifican en 4 familias (Gas Gai/Gao, Gag/Gally Gal2/Gal3) en base
a su estructura y funcionalidad (Simon et al., 1991).

-Familia Gas: estimula la actividad de la enzima adenilato ciclasa (AC), que cataliza la
conversion de ATP a AMPc, este segundo mensajero activa dos proteinas quinasas A
dependientes de AMPc (PKA), que a su vez fosforilan a multiples proteinas como
receptores, canales idnicos, enzimas o factores de transcripcion.

-Familia Gai/o: inhiben la actividad de la enzima AC, actuando como regulador negativo
de la actividad promovida por la subunidad Gas. Dependiendo del tipo celular, el dimero
GBy puede activar la via de sefalizaciéon dependiente de la enzima fosfolipasa CB (PLCB),
clasicamente acoplada a proteinas Gaq/11l, ademas de canales de potasio,
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) y proteina tirosina quinasa Src. Esta familia Gai es la
mas grande y diversa, estd compuesta por 8 genes y los miembros son: las proteinas
Gail, Gai2 y Gai3 inhibidoras de AC (presentes en la mayoria de tipos celulares), se
encuentran también Gatl, Gat2 y Ggust, involucradas en funciones visuales y gustativas
respectivamente, Gaz que inhibe a la AC, estimula canales de potasio e interactia con
proteinas RGS. La proteina Gao tiene dos isoformas: Gaol y Gao2 que inhibe a la AC (Se
expresa en gran medida en neuronas). (Wettschureck and Offermanns, 2005; de Oliveira
etal. 2019).

-Familia Gag/11: estimulan la proteina PLCB, que induce la hidrdlisis del lipido de
membrana fosfatidilinositol 4, 5-bifosfato (PIP;) generando los segundos mensajeros
inositol 1, 4, 5-trifosfato (IPs) y diacilglicerol (DAG). El PIP, provoca la liberacién de Ca?*
desde depdsitos intracelulares, lo que conlleva la activacién de diversas quinasas
dependientes de Ca?*, mientras que el DAG es responsable de la activacion de la
proteina quinasa C (PKC) (Newton and Johnson, 1998).

-Familia Ga12/13: presentan homologia en su secuencia, pero vias de sefalizacién
diferenciadas. Gal2 estimula a la proteina fosfolipasa D (PLD), capaz de producir DAG
(y por ello de activar a PKCs), proteinas tirosina quinasas como Src y Btk y proteina
activadora de la actividad GTPasa para Rho (RhoGAP). Gal13 es capaz de interaccionar
con multiples factores RhoGEF (Siehler, 2009).

Las subunidades GBy por su parte pueden activar distintas vias de sefializacion. Las
subunidades B y y estan estrechamente asociadas y pueden considerarse como una
unidad funcional ya que tan solo puede disociarse bajo condiciones de desnaturalizacién
(Schmidt et al., 1992). Existen 5 subtipos de subunidades GB y 12 subtipos de
subunidades Gy y se ha constatado que dimeros formados por diferentes subunidades
GPB y Gy pueden interaccionar con la misma isoforma de Ga, sugiriendo la importancia
de la expresion y la localizacion subcelular en la regulacion de la sefalizacion asociada
(Betke et al., 2014).

Las respuestas mediadas por los receptores no consisten Unica y exclusivamente en la
estimulacion de segundos mensajeros convencionales si no que son el resultado de la
integracion de diversas redes de sefializacion entre ellas, la via de las MAPKs. Existen 4
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subfamilias de vias de senalizacidon dependientes de MAP quinasas que se activan frente
a diversos estimulos: ERKs (extracellular signalregulated kinases), también llamadas
mitogen-activated protein kinases (MAPKs), que incluyen ERK1 y ERK2, c-Jun N-terminal
kinase (JNK), p38MAPK y ERK5 (Bogoyevitch and Court, 2004) (Figura 13). ERK1 y ERK2
son quinasas altamente conservadas presentando una homologia del 85% en su
secuencia y constituyen una pieza central en cascadas de sefalizacion. Aunque se
conoce como una via de sefializacién mitégena, pueden mediar una gran variedad de
procesos celulares como la proliferacidn, crecimiento, diferenciacién, migracion,
supervivencia y apoptosis. Las proteinas ERK1/2 no fosforiladas se encuentran en estado
inactivo y formando un complejo junto a las proteinas Raf, MEK (MAPK/ERK kinase) y
otras proteinas de anclaje que determinan su localizacién subcelular. La activacion de
las quinasas ERK1/2 se produce por la fosforilacion secuencial de Raf y MEK, lo que
conlleva su liberacion del complejo y la fosforilacion de mds de 150 substratos distintos
(Yoon and Seger, 2006). La disposicién en complejos proteicos facilita la fosforilacion
secuencial y la adecuada amplificacidn y regulacion de la sefial transmitida, donde la
isoforma B-Raf parece tener un papel principal actuando como conector entre Ras y
MEK (Wellbrock et al., 2004).
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Fig. 13 Subfamilias de vias de sefializacion dependientes de MAPK (extraido de Bagley et al., 2010).

La via Raf/MEK/ERK se activa principalmente a través de la estimulacién del ligando de un
receptor tirosina quinasa (RTK), sin embargo, se reporté que sin la activacion de
receptores RTK, pero con la activacion de un GPCR podia inducir la estimulaciéon de un RTK
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generando una cascada de sefializacion idéntica a la iniciada por su propio ligando (McKay
and Morrison, 2007), este fendmeno ocurre mediante una transactivacién que puede
darse por varios mecanismos como la activacién de RTK mediante tirosina quinasas
citoplasmicas (NRTK), la liberacidn de ligandos de RTK y la formacién de heterorreceptores
entre un GPCR y RTK (Marinissen and Gutkind 2001; Di Liberto et at., 2019). La proteina
Ras entonces, puede ser activada a través de proteinas G asociadas a GPCRs y por cascadas
iniciadas por receptores con actividad tirosina quinasa (RTK). La transactivacion es iniciada
por las subunidades GPy, dando lugar al reclutamiento de Sos hacia la membrana vy
activando asi el intercambio de GDP por GTP en la proteina Ras quien inicia una cascada
de sefiales activando a Raf, que a su vez, activa a MEK y este posteriormente a ERK que
fosforila a su proteina diana (Figura 14). Las subunidades GBy no son exclusivas para la
activacidon de Ras, de hecho, puede producirse a través de Gas, Gai/o y Gaq/11. Por otra
parte, se ha reportado que la inhibiciéon de PKA y PKC, quinasas importantes de las vias de
sefializacion dependientes de proteina G, evitan la activacién de ERK1/2 (Gesty-Palmer et
al., 2006).

Growth factor GPCR
T == Hormone
&T-L RTK \

Nucleus

Fig. 14 La via de las ERKs activada a través de un GPCR (extraido de Wellbrock et al., 2004)

Puede darse la sefalizacion de ERKs también por B arrestinas, que es una via
independiente de la activada por proteina G (Goldsmith and Dhanasekaran, 2007).
Cuando la cascada de sefializacion se produce mediante las proteinas G, la activacion de
ERK1/2 se da en unafase temprana, de pocos minutos, mientras que con las B-arrestinas
generalmente lo hacen en una fase mas tardia (Azzi et al., 2003). Este mecanismo no
implica la internalizacién del receptor, segun el cual el GPCR se disocia del complejo
formado por la B-arrestina y las estructuras recubiertas de clatrina (CCS) antes de que
se inicie la sefializacidn via MAPK y sin formacién de vesiculas endociticas (Eichel et al.,
2016). Lo que determinara la localizacion subcelular de ERK1/2 activadas y la intensidad
de la respuesta celular serdn las proteinas con las que interaccionen estas quinasas, asi
como la selectividad, tiempo de actuacion y concentracion de los ligandos iniciadores
de la sefializacion, promoviendo destinaciones citoplasmaticas o bien nucleares (Volmat
and Pouysségur, 2001).
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1.2.3 Actividad constitutiva y activacion por ligandos de los GPCRs

En un sistema que expresaba el receptor B,adrenérgico purificado y la proteina Gs
heterotrimérica se observd que el receptor podia encontrarse activo en ausencia de
ligando. A este fendmeno se le llamé actividad constitutiva (Cerione et al., 1984),
después fue descrito en una linea celular que expresaba de forma enddgena el receptor
6-opioide (60R), en la que antagonistas competitivos del receptor mostraban una
actividad intrinseca negativa al disminuir la actividad GTPasa en ausencia de agonista
(Costa and Herz, 1989).

La activacion de un receptor se produce cuando un ligando interacciona con su
receptor adoptando distintas conformaciones dependiendo del ligando unido, de las
proteinas efectoras asociadas y de su entorno en la membrana (Deupi and Kobilka,
2010; Yao et al., 2009). Los ligandos que actian sobre GPCRs se clasifican en agonistas
totales o parciales, antagonistas y agonistas inversos totales o parciales (Figura 15). Los
agonistas endégenos como los neurotransmisores u hormonas promueven y estabilizan
la conformacién activa del receptor, siendo el agonista total el que promueve la
conformacion mas favorable para su sefializacidn; los antagonistas, que pueden ser de
origen natural o sintéticos, se unen al sitio ortostérico pero sin influir en el equilibrio
entre las formas activa e inactiva del receptor, sin inducir ninguin efecto por si mismos;
los agonistas inversos inhiben la actividad constitutiva del receptor induciendo su
estabilizacién en la conformacion inactiva.

Efficacy (activity/signal)

100% Full agonist

Constitutive

activity
X% Neutral antagonist

0% ¥ Inverse agonist

Logarithmic ligand concentration

Fig. 15 Representaciion de la actividad de distintos ligandos sobre la actividad del receptor. (Extraido de
Wacker et al., 2017).

Este modelo se conoce como modelo de los dos estados y describe el estado basal como
la conformacién inactiva del receptor (Huang et al., 2013; Nygaard et al., 2013; Wacker
etal., 2017) (Figura 16 b).

Hay dos posibles modelos de tres estados para el receptor, el primero plantea un estado
intermedio basal, mostrando algun nivel de actividad de tal manera que los agonistas
inversos favorecerian la transicion hacia conformaciones inactivas, mientras que los
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agonistas favorecen conformaciones completamente activas (Figura 16 a); el segundo,
el receptor se encuentra en gran medida en conformaciones inactivas o basal donde los
agonistas favorecen el estado intermedio y los estados completamente activados son
promovidos por efectores de sefializacion (Bouvier, 2013) (Figura 16 c). El modelo de
tres estados no contradice los resultados de Huang et al. (2013) y esta respaldado por
estudios de cristalizacidn y resonancia magnética nuclear, en los que se demuestra que
los mayores cambios estructurales que experimenta el receptor al activarse sélo se
detectan cuando ha sido co-cristalizado junto con una proteina G o bien con un
anticuerpo que mimetice el efecto de la proteina G. Estos hallazgos sugieren que, en
presencia Unicamente del agonista, el receptor transita entre diferentes
conformaciones intermedias, que acabardn por estabilizarse en una conformacién
completamente activa gracias a la asociacién con la proteina efectora (Figura 16 c).

a RHR*HR**

Inactive Intermediary Active
nforme tior conformation

ensemble

R”Barr
Inverse
c agonists * * % Active
—— conformation
Agonists ensemble
Intermediary
; R ?
ensemble ensemble -

Fig. 16 Modelos alternativos que describen la transicion entre los estados activo e inactivo en los GPCRs.
a) El modelo de tres estados que contempla una conformacion intermedia para el receptor en estado
basal y en el que muestra cierta actividad b) El modelo de dos estados c) El modelo de tres estados en el
que el receptor en estado basal se encuentra en conformacién inactiva (extraido de Bouvier, 2013).

En base a estas observaciones, existirian distintas conformaciones activas del receptor
con una afinidad diferencial para unirse a las distintas proteinas efectoras a las que se
asocia, lo que permite explicar por primera vez el fenémeno del ligand-biased signaling
o de selectividad funcional, en que diferentes ligandos para un mismo receptor son
capaces de activar de forma diferencial distintas vias de sefalizacién (Mallipeddi et al.,
2017; Rankovic et al., 2016) (Figura 17).
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Unbiased G-protein B-arrestin
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G-protein p-arrestin G-protein B-arrestin
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Fig. 17 Representacidon esquematica de la selectividad funcional de tres ligandos para un mismo GPCR
(extraido de Mallipeddi et al., 2017).

Consecuentemente, la clasificacién clasica de los ligandos como agonistas, agonistas
inversos o antagonistas deberd ser revisada y probablemente reformulada, ya que una
molécula podria ser considerada agonista total al estudiar unas vias de sefalizacién y
antagonista al analizar otras vias (van der Westhuizen et al., 2014). Ademads, la
selectividad funcional se observa también a nivel de la sefializacién por B arrestinas, ya
qgue se ha descrito que la funcién final de la B-arrestina depende del patréon de
fosforilacion o barcode del receptor hacia el cual es reclutada (Figura 18). Esta
fosforilaciéon del receptor en su dominio carboxilo terminal (CTD) es llevada a cabo por
unas quinasas serinatreonina especificas (GRK) y el barcode resultante dependera del
subconjunto especifico de GRKs que hayan participado, que a su vez dependera del
ligando biased que se haya unido al receptor (Bahouth and Nooh, 2017; Wisler et al.,
2014; Yang et al., 2017; Zidar et al., 2009). Esto es consistente con trabajos previos con
multiples GPCRs en que se describio el requerimiento de GRK2 y GRK3 para la
internalizacion del receptor, mientras que la fosforilacién por GRK5 y GRK6 era necesaria
para la sefializacion via ERK1/2 dependiente de B-arrestina (Jones et al., 2007; Kara et
al., 2006). El fenédmeno de la selectividad funcional, ademas, presenta la particularidad
de ser dependiente del tiempo de activacién y del tipo celular (Benredjem et al., 2017;
Grundmann and Kostenis, 2017), de manera que el bias detectado para un ligando in
vitro podria no predecir lo que ocurre in vivo (Luttrell et al., 2018).
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Fig. 18 Hipotesis barcode que explica las distintas funciones de las B-arrestinas. Las conformaciones Unicas
del receptor inducidas por ligandos biased, reclutan subconjuntos Unicos de GRKs que originan patrones
de fosforilacidn diferenciales (extraido de Wisler et al, 2014).

1.2.4 Regulacion de la actividad de los GPCRs

La activacién de un receptor, la transduccidn de la sefial al espacio intracelular y el inicio
de sus vias de sefializacion, asi como la terminacion de la senalizacién son todos eventos
importantes. La interaccion de un agonista con un GPCR normalmente se da con una
rapida atenuacion de la respuesta del receptor, con ello se evitan los posibles efectos
adversos de una sobreestimulacidn celular. Este mecanismo de regulacidon negativa, en
el cual disminuye la sefalizacidn tras activarse con su agonista se denomina
desensibilizacidon (Hausdorff et al., 1990).

La forma mas rapida de desacoplamiento de un GPCR a la proteina G es a través de
quinasas intracelulares. Uno de los mecanismos de regulacién de la actividad enzimatica
y que los GPCRs también son participes, es la fosforilacion. Entonces, la desensibilizaciéon
se inicia con la fosforilacién del receptor activado por su agonista, por unas GRKs que
son quinasas de receptores acoplados a proteinas G (G protein-coupled Receptor
Kinases); los sitios fosforilables son residuos de serina y treonina del tercer bucle
intracelular y de la region del dominio carboxilo terminal (CTD) (Premont and
Gainetdinov, 2007). Cabe hacer mencién que esta familia de quinasas son selectivas
fosforilando a receptores activados por agonista (Lohse et al., 1990; Premont y
Gainetdinov, 2007). Esta fosforilacidn favorece el anclaje al receptor de B-arrestinas que
desacoplan al receptor de la proteina G, con la consecuente disminucion de la sefial
(Lohse et al., 1990). Sin embargo, la asociacién del GPCR fosforilado-B-arrestina
interacciona y recluta a proteinas denominadas clatrinas para iniciar el proceso de
internalizacion de los GPCRs en vesiculas donde serd desfosforilado y enviado a la
membrana plasmatica o bien, degradado mediante la unién de las vesiculas de clatrina
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con lisosomas. Entre las familias de GPCR hay variaciones en cuanto a la unién del
receptor a la B-arrestina; asi, en receptores de la familia A la interaccién es mas corta y
los receptores son reciclados con mayor rapidez a nivel de membrana, mientras que con
los de la familia B presentan una unién mas fuerte a las B-arrestinas y su destino final
suele ser la degradacion lisosomica (Reiter et al., 2017).

A las B-arrestinas inicialmente se les asigné la funcién como terminadores de la seial
mediada por proteinas G, sin embargo, ahora se les considera ademdas como
adaptadores multifuncionales, proteinas de andamiaje e importantes transductores de
sefiales (Jean-Charles et al., 2017). Las arrestinas unen un gran nimero de proteinas
cataliticamente activas reclutadas por los GPCRs activados, entre ellas proteinas de la
familia de tirosina quinasas Src, componentes de la familia de las MAPK como ERK1/2 y
JNK3, ubiquitina ligasa E3, fosfodiesterasas de AMPc (PDE) y DAG quinasas, entre otras
(Luttrell and Gesty-Palmer, 2010). En la ultima década, se ha evidenciado que las
Barrestinas también participan en muchos procesos de sefalizaciéon celulares
independientes de receptor, afectando a importantes funciones celulares como la
adhesién, motilidad, supervivencia y apoptosis (Gurevich and Gurevich, 2017).

En el caso de las fosforilaciones, son fendmenos que tienen lugar en segundos, mientras
gue se necesitan minutos en el caso de la endocitosis y horas para regular la expresion
de los receptores. Ademads, la desensibilizacion del receptor puede ser completa, como
ocurre en el sistema olfativo y visual, o atenuada, disminuyendo la respuesta maxima,
como ocurre con el receptor Bz-adrenérgico (Dohlman et al., 1991).

Aparte de este mecanismo mediado por las GRKs, la disminucién del nimero de
receptores debido a la disminucién del RNA mensajero y de la sintesis proteica, son otros
de los posibles mecanismos de desensibilizacion (Moore et al., 2007), que conlleva a un
menor nimero de receptores capaces de interactuar con el ligando vy, por lo tanto, de
iniciar cascadas de sefializacion.

Ademads de la regulacion directa sobre el GPCR, existe la posibilidad de regular su
sefializacion actuando sobre las proteinas implicadas en ella. Como habiamos visto, la
subunidad Ga presenta actividad GTPasa intrinseca que esta regulada por las proteinas
aceleradoras las proteinas RGS y lo hacen estabilizando el estado de transicién de la
subunidad Ga (Ga-GDP) y coordinan el posicionamiento del residuo catalitico de Ga que
es critico para su actividad GTPasa intrinseca (Kimple et al., 2011). Este mecanismo de
aceleracién en la terminacion de la sefial esta altamente conservado (Neitzel and Hepler,
2006). Puede considerarse también la reversibilidad del mecanismo catalizado por la
proteina GEF como otra via de inactivacidn de la proteina G (Stanley and Thomas, 2016).
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1.3 Sistema dopaminérgico

1.3.1 La dopamina como neurotransmisor

La dopamina es el neurotransmisor catecolaminérgico mds importante del sistema
nerviosos central (SNC). Se trata de una catecolamina enddgena precursora de la
adrenalina y de la noradrenalina, representa el 80% del contenido total de
catecolaminas del cerebro y debido a que se encuentra distribuida en diferentes
regiones cerebrales tiene también una gran variedad de funciones entre las que se
encuentran la regulacién de la conducta motora, de la afectividad, de la cognicidn, la
recompensa, la actividad neuroenddcrina, la modulacion de la actividad sensorial, la
memoria, la emotividad y la motivacién. También tiene una fuerte presencia en el
sistema nervioso periférico (SNP) como modulador de la funcién cardiovascular,
secrecién hormonal, tono vascular, funcién renal y motilidad gastrointestinal (Beaulieu
and Gainetdinov, 2011; Missale et al., 1998). Las vias de sefalizacion dopaminérgicas
son por lo tanto, cruciales para el mantenimiento de los procesos fisiolégicos y una
actividad desequilibrada puede conducir a disfunciones que estan relacionadas a las
enfermedades neurodegenerativas (Klein et al., 2018). En los afios 60 se generaron las
primeras evidencias del vinculo entre alteraciones en la transmisidn dopaminérgica y la
enfermedad de Parkinson (PD) que se debe a una disminucidon dramatica del contenido
de dopamina en el estriado por la pérdida de neuronas en la sustancia nigra (SN). La
estrategia para incrementar los niveles de dopamina y aliviar los sintomas, condujo al
uso de la levodopa (L-DOPA) que es un precursor en la sintesis de la dopamina (Yahr et
al., 1969). Aunque esta terapia funciona temporalmente, abrié la pauta para que en los
afos posteriores el sistema dopaminérgico fuera y es, motivo de una gran cantidad de
trabajos de investigacion neurobiolégicos en distintos desdérdenes bipolares y
enfermedades como la depresién, esquizofrenia, enfermedad de Huntington (HD),
trastorno por déficit de atencidn e hiperactividad (ADHD), enfermedad de Alzheimer
(AD), sindrome de Tourette, asi como en la hiperprolactinemia y los trastornos de
adiccién (Beaulieu et al., 2015; Dalley and Everitt, 2009; Iversen and lversen, 2007).

Debido a la incapacidad de atravesar la barrera hematoencefalica (BBB), la dopamina
es sintetizada en el citoplasma de las neuronas a partir del aminoacido L-tirosina,
precursor de todas las catecolaminas; de hecho, la mayor parte de la sintesis de
dopamina se produce directamente de la tirosina, pero debido a que la fenilalanina se
puede convertir en tirosina, por la fenilalanina hidroxilasa, la dopamina puede
sintetizarse también a partir de esta (Fernstron and Fernstron, 2007). La ruta primaria
estd dada por una sintesis de 2 pasos en el citosol, el primero, mediante la tirosina
hidroxilasa (TH), enzima limitante que convierte la tirosina en levodopa (L-DOPA)
utilizando tetrahidrobiopterina, oxigeno y hierro como cofactores por lo que esta sujeta
a regulacién, resultando inhibida por elevados niveles de catecolaminas; luego, como
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un segundo paso, se convierte en dopamina por la DOPA descarboxilasa (DDC) que
contiene piridoxal fosfato como cofactor. Posteriormente, la dopamina es transferida a
vesiculas mediante el transportador VMAT2 (vesicular monoamine transporter 2)
(Musacchio, 1975; Ayano, 2016) (Figura 19).
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Fig. 19 Representacidn esquematica de sintesis y liberacién de dopamina (extraido de Judrez Olguin et al.,
2017).

Los mecanismos que regulan tanto su sintesis como su liberacién de la dopamina son
muy precisos, la liberacidn al espacio sinaptico requiere la apertura de canales de Ca%*
dependientes de voltaje, que promueven la fusidon de vesiculas repletas de dopamina
con la membrana plasmatica. Alli se unirdn a sus receptores, localizados pre- y
postsindpticamente (Sulzer et al., 2016). La sefializacion dopaminérgica, que puede
presentar un patrén de liberacidon ténico con pequenas y lentas descargas para
mantener una cierta actividad basal, o bien un patrén fasico mediante rapidos pulsos de
descarga, finalizara con la eliminacién de la dopamina del espacio intersinaptico. Este
proceso serd llevado a cabo mediante su catabolismo por parte de enzimas
extraneuronales y mediante su recaptacion por las propias terminales nerviosas a través
de un cotransportador de dopamina Na*-dependiente denominados DAT (dopamine
transporter), los cuales permiten, ademads, su reciclaje (Sotnikova et al., 2006). Una vez
dentro de la célula la dopamina se acumula y se concentra de nuevo en vesiculas gracias
al VMAT2. Los receptores presinapticos son principalmente autorreceptores vy
constituyen otro de los mecanismos responsables de la regulacién de la transmisién
dopaminérgica, promoviendo la inhibicion de la liberacién continuada de dopamina
(zhang and Sulzer, 2012).
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1.3.2 Clasificacion y estructura de sus receptores

En 1972 y con la demostracién mediante métodos bioquimicos que la dopamina era
capaz de estimular la formacién de AMPc, se tuvo evidencia de este tipo de receptores
dopaminérgicos (Kebabian and Greengard., 1971). Afios mds tarde, en 1978, los
receptores de dopamina se clasificaron en dos grupos de acuerdo a su farmacologia y
efecto sobre la actividad de la enzima adenilato ciclasa (AC) como principal mecanismo
de transduccion de sefiales: los receptores activadores de la adenilato ciclasa (AC) y los
inhibidores de la AC (Spano et al., 1978; Kebabian and Calne, 1979). En 1993 y mediante
la técnica de clonaje se aislaron los 5 receptores distintos para la dopamina (Gingrich
and Caron, 1993). En funcién de sus propiedades bioquimicas y farmacoldgicas, estos
receptores pertenecientes a la clase A de GPCRs han sido clasificados en dos subfamilias:
los receptores Di-like, que comprende los receptores D1 y Ds, y los receptores Ds-like,
que comprende los receptores Dy, D3 y D4 (Tabla 1).

Las dos subfamilias presentan diferencias, la subfamilia D1-like se acopla a proteinas
Gas/olf que estimulan a la AC y por tanto incrementan el AMPc, ademas, se localizan
principalmente en los terminales postsindpticos, aunque también han sido detectados
presindpticamente en corteza prefrontal (Paspalas and Goldman-Rakic, 2005) e
hipocampo (Miklosi et al., 2018). Los receptores de la subfamilia D,-like por su parte,
estan acoplados a proteinas Gi/o, que inhiben a la AC ademas de activar canales de K*y
disminuir la entrada de Ca*? a través de canales dependientes de voltaje, y se localizan
en terminales tanto presinapticos como postsinapticos (Galvan et al., 2014).

Aparte de su acoplamiento a proteinas G y su distribucidon neuronal particular, cada
receptor presenta caracteristicas Unicas de acuerdo a estudios estructurales,
bioquimicos y farmacolégicos, incluidos la afinidad por la dopamina (Missale et al.,
2010). En lo concerniente a su homologia, entre los receptores Di-like existe una
homologia de secuencia del orden del 80%, mientras que entre los de la subfamilia D2like
es del 75% entre los receptores D2R y D3R y de un 54% entre los receptores DR y D4R.
La homologia entre las subfamilias de receptores Di-like y D-like es solo del 4246% vy las
regiones que presentan una homologia mas elevada se encuentran entre los dominios
transmembrana y en aquellos residuos clave para la unién de catecolaminas (Ayano,
2016). Los genes de los receptores D1y Ds no tienen intrones en sus regiones
codificantes en tanto que los receptores D;, D3 y D4 tienen 6, 5 y 3 intrones
respectivamente (Gingrich and Caron, 1993).
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Tabla 1 Clasificacidn de receptores de dopamina, localizacién y farmacologia

DI-Like D2-Like
Features ; )
Di D5 D2 D3 D4
Gene DRI DRDS DRD2 DRD3 DRD4
GenBank number P21728 P21918 Pl4416 P35462 P21917
Human Chromosome 5q35.1 4pl5.2 1123 3ql33 1pl54
Structural information Intronless Intronless 7 exons 7 exons 4 exons
Dy : 443 (h)
. . . 446 (h) 477( h) 444 (r) 400 (h) 387-515 (h)
Number af Amino acids
: 446 (r) 475 (r) Dys: 414 (h) 446 (r) 386 (1)
415 (r)
Signal r.-l'x.-.-i.-nﬁu'.'mn CAMP (4) CAMP (+) cAMP (-) cAMP (-) cAMP (-)
mechanism
Homology
100 ¥2 44 44 42
1.D1 receptor
2.D; recepior 44 49 100 76 54
frontal cortex,
; . f midbrain,
caudate/putamen,nucleus hippocampus, thalamus, caudate/putamen, nucleus accumbens, amvedala
o accumbens, olfactory lateral mamillary nucleus accumbens, olfactory tubercle, . vedata,
Recepror distribution hippocampus,

tubercle, hypothalamus,
thalamus, frontal cortex

nucleus, striatum,

cercbral cortex (all low)

olfactory tubercle,
cerebral cortex (low)

islands of Calleja,
cerebral cortex (low)

hypothalamus,
medulla (all low),

retina
Synaptic location Postsynaptic Both pre- and postsynaptic
inpirole -OH- T -412
Agonists SKF 38393 SKF 38393 Q"mp'.mk‘ T-OH-DPAT, FD AA12997
Bromocriptone 128907

Spiperone, SB-277011A NGD-94-L
Antagonists SCH 23390 SCH 23390 plme,nL '

Haloperidol A-381393

Pharmacological
characteristics (Kd, nM)

SCH 23390 (0.35)
dopamine (2340)

(Extraida de Pratibha and Senthil, 2012).

SCH 23390 (0.30)
dopamine (228)

spiperone (0.05)
raclopnide (1.8)
clozapine (56)
dopaming (542)

spiperone (0.61)
raclopride (3.5)
clozapine (180)
dopamine (24)

spiperone (0.05)
raclopride (237)
clozapine (9)
dopaming (43)

En lo que se refiere a la estructura, presentan peculiaridades estructurales diferenciales:
los receptores Di-like tienen un CTD unas siete veces mas largo que el de los D»-like,

mientras que estos Ultimos tienen el tercer bucle intracelular muy largo, caracteristica
comun en muchos receptores acoplados a proteina Gi (Missale et al., 1998) (Figura 20),
de hecho, se puede apreciar esta semejanza con la estructura del H3R que también esta
acoplado a Gi (Figura 25).
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Fig. 20 Representacion esquematica de las dos subfamilias de receptores de dopamina (extraido de
Pandey et al., 2013)

Los receptores Di-like comparten caracteristicas farmacolégicas, ambos son activados
por el SKF-38393 y tienen al mismo antagonista selectivo SCH-23390 con valores de
afinidad semejantes, la diferencia estd en su ligando enddgeno ya que el DsR tiene una
afinidad 10 veces superior que el D1R. Sin embargo, los Dy-like tienen una afinidad de
10-100 veces mayor por la dopamina que su similar D1-like. Los receptores de dopamina
por su ligando enddgeno permiten la activacidn preferencial de unos receptores u otros
en funcion de la cantidad de dopamina liberada (Missale et al., 1998; Tritsch and Sabatini
2012). Habria que afiadir que entre los subtipos de receptores D»-like se observa una
variabilidad en agonistas y antagonistas asi como en sus afinidades. Con respecto al
ligando enddgeno, los receptores D3y D4 presentan una mayor afinidad por la dopamina
que el Dz (Missale et al., 1998).

1.3.3 Circuito dopaminérgico y senalizacion de D4R

El nimero de neuronas dopaminérgicas no es muy elevado (<1/100.000 neuronas
cerebrales), pero tienen un papel esencial en la regulacion de multiples funciones como
la emotividad, afectividad y conducta motora entre otros. Se organizan formando cuatro
grandes vias (Moore and Bloom, 1978; Ungerstedt, 1971). Las vias dopaminérgicas
principales son: la via mesolimbica, mesocortical, tuberoinfundibular y via nigroestriatal,
esta Ultima es una via neuronal asociada con el movimiento donde la dopamina se
transmite desde la sustancia nigra al estriado (Ayano, 2016) (Figura 21).
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Fig. 21 Proyeccién del sistema dopaminérgico en el cerebro humano (extraido de Dalley and Roiser,
2012).

Mediante ensayos de union de radioligandos, de hibridacién in situ y marcajes con
anticuerpos especificos se ha obtenido la expresidon diferencial de los subtipos de
receptores de dopamina, la diversidad funcional y su importancia en el SNC. En lo que
respecta a la subfamilia D1-like, se ha demostrado que el D1R es el mds abundante y el
gue presenta mayor amplitud de distribucion (Dearry et al., 1990), de hecho, la densidad
de los receptores de dopamina en el SNC humano es D1> D;, >D3, >Ds, >Da4 (Jaber et al.,
1996). La presencia de D1iR se ha detectado en diversas regiones del cerebro como el
estriado, nucleo accumbens (NAc), tubérculo olfatorio, corteza frontal y temporal,
amigdala, hipocampo e hipotdlamo. A diferencia del D1R, el receptor DsR, presenta una
distribucién mas restringida a regiones como el talamo, el nucleo lateral mamilar, el
hipocampo, el estriado o la corteza prefrontal (Bergson et al., 1995; Centonze et al.,
2003; Jackson and Westlind-Danielsson, 1994; Rivera et al., 2002).

El receptor DR que forma parte de la subfamilia D.-like, se ha detectado
predominantemente en el estriado, NAc, tubérculo olfatorio, glandula pituitaria e
hipocampo. También se ha detectado su expresion en la region compacta de la sustancia
nigra (SNc) y en el area tegmental ventral (VTA) (Jackson y Westlind-Danielsson, 1994;
Le Foll et al., 2009), regiones anatdmicas que dan origen a fibras dopaminérgicas,
indicando que los D2R muestran aqui una localizacidn presinaptica, donde actian como
autorreceptores regulando la sintesis y liberacién de dopamina (Ford, 2014; Mercuri et
al., 1997). El receptor D3R sélo se expresa en el SNC y presenta una localizacién
postsindptica en neuronas que expresan sustancia P y neurotensina y presindptica en
ciertas terminales dopaminérgicas, como las regiones limbicas del NAc, estriado dorsal,
SNc y corteza prefrontal, por lo que se ha sugerido también una posible funcién
reguladora de la liberacidon de dopamina (Joseph et al., 2002; Le Foll et al., 2009). Por
ultimo, el receptor D4R se expresa en interneuronas GABAérgicas tanto piramidales
como no piramidales de la corteza frontal, hipocampo, bulbo olfatorio, amigdala vy
mesencéfalo (Le Foll et al., 2009; Missale et al., 1998).
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Ya hemos visto que las neuronas de la via directa expresan a los receptores
dopaminérgicos de tipo D1, mientras que las neuronas de la via indirecta expresan a los
D2R. Las neuronas de la via directa expresan altos niveles de los DiR, que estdn
acoplados a proteinas Gas/olf, activando a la AC tipo V (Hervé et al., 1993). El
incremento de AMPc permite la activacion de la proteina cinasa A (PKA), que fosforila a
la treonina 34 de DARPP-32, que a su vez inhibe a la proteina fosfatasa-1 (PP-1)
previniendo la desfosforilacién de multiples proteinas. El descubrimiento de DARPP-32
ha sido clave para entender el mecanismo de accién de la dopamina y de sus
interacciones con otros neurotransmisores (Walaas et al., 1983). La expresion de
DARPP-32 esta altamente concentrada en el estriado y en el NAc. Las neuronas
neoestriatales que contienen DARPP-32 constituyen la Unica via eferente a través de la
cual la informacion se transmite fuera de esta region cerebral y deben integrar
informacién procedente de multiples regiones cerebrales, proceso en que DARPP-32
juega un papel central (Greengard et al., 1999). Con la activacion de D1R, que incrementa
los niveles de AMPc, se activa la PKA que resulta en la fosforilaciéon de DARPP-32,
mientras que mediante la activacion de D,R DARPP-32 es desfosforilada por 2
mecanismos sinérgicos: la inhibicion de la produccion de AMPc y el incremento
intracelular de Ca?*, que es capaz de activar a calcineurina (PP2B), que a su vez
desfosforila a DARPP-32. Los demas neurotransmisores que actuan directamente
alterando la fisiologia de las neuronas dopaminoceptivas también lo hacen modificando
el estado de fosforilacion de DARPP32, y ésta a su vez promueve la fosforilacion de
aquellos receptores que han inducido su fosforilacidon (Greengard, 2001) (Figura 22).
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Fig. 22 Vias de sefializacion en el neoestriado (extraido de Greengard, 2001).

Otro blanco es la sefializacién glutamatérgica donde diferentes estudios sugieren que la
via de sefalizacion D1R/PKA tiene efectos directos sobre la funcidon y movilizacion de los
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receptores AMPA y NMDA. La activacién de PKA a través de la activaciéon del DiR
promueve la expresién en la superfice membranal de los receptores AMPA y NMDA a
través de un proceso que es dependiente de la fosfoproteina de 32 kDa regulada por DA
y AMPc (DARPP-32) (Svenningsson et al., 2004). El D1R podria favorecer la expresion
membranal de la subunidad GIuN2B del receptor NMDA a través de la fosforilacion por
PKA en Ser1166 sobre GIuN2B (Murphy et al., 2014).

Los D2R por su parte, estan expresados en altos niveles en las neuronas de la via
indirecta y acoplados a Gi/o, inhibiendo la actividad de la AC. Las subunidades GBy son
capaces de reducir la apertura de los canales de calcio Cav2 y la activacion de isoforma
B de la fosfolipasa C, permitiendo la activacion de la proteina cinasa C (PKC) mediado
por diacilglicerol (DAG) y la movilizacién de calcio de los sitios de almacenamiento
intracelulares a través de inositol trifosfato (IP3) (Hernandez-Lopez et al., 2000).

La activacion de D4R sefializa a través de la via de las MAPKs mediante la activacién de
ERK1/2, p38 y JNK en células de neuroblastoma humano a través de un mecanismo
dependiente de PKA en el caso de p38 y JNK y parcialmente independiente de PKA o
cAMP en el caso de ERK1/2 (Neve et al., 2004). La activacion de MAPKs dependera del
tipo celular y nivel de activacién del receptor, pudiéndose producir también por la
transactivacion de RTKs como la TrkB (Tyrosine receptor kinase B) o bien mediante el
reclutamiento de B-arrestinas y la internalizacidn del receptor (Kotowski et al., 2011).

1.4 Sistema histaminérgico

1.4.1 La histamina como neurotransmisor

Desde que Dale y Laidlaw en 1910, hicieron el primer reporte del efecto de la histamina
en la contraccién del musculo liso intestinal y sus efectos vasodilatadores, la
investigacidn sobre la histamina ha ido cada vez mas en aumento, un gran nimero de
hallazgos se pueden apreciar en la figura 23 y puede afiadirse y/o resaltarse
relacionandolo con el H3R y el sistema nervioso central, que en 1943 se demostrd la
presencia de la histamina en tejido nervioso (Kwiatkowski, 1943) y posteriormente su
formacioén y catabolismo en el cerebro in vitro (White, 1959). En 1983, el H3R se
identificod farmacoldgicamente y en 1999 fue clonado (Arrang et al., 1983; Lovenberg et
al., 1999). El agonista inverso del Hs3R, el BF2649, conocido como pitolisant (Wakix®), es
el Unico ligando que ha sido aprobado para su uso en narcolepsia (Ligneau et al., 20073;
Ligneau et al., 2007b; Ghamari et al., 2019).
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Fig. 23 Farmacologia de la histamina: desde Sir Henry Dale hasta el siglo XXI

Cronologia de los principales logros en la investigacion de la histamina y en la exploracidn terapeutica de
los ligandos del receptor de histamina (Hi-Ha). HDC, histidina descarboxilasa; HNMT, histamina
Nmetiltransferasa (extraido de Tiligada and Ennis, 2018).

El hecho de que H3R se exprese casi exclusivamente en el SNC, ademds de su
funcionamiento como autorreceptor y heterorreceptor ha despertado mucho interés
para tratar enfermedades relacionadas con el sistema nervioso central. En 1983, se
identific6 farmacoldégicamente el HsR como receptor presinaptico que inhibe la
liberaciéon de histamina de neuronas histaminérgicas de rata (Arrang et al., 1983). El
ligando endégeno, la histamina (2-[4-imidazol]-etilamina) esta constituida de un anillo
imidazol y un grupo etilamino como cadena lateral. Se trata de una amina biogénica
sintetizada a partir de la descarboxilaciéon oxidativa del aminoacido L-histidina por la
enzima histidina descarboxilasa (HDC) citosdlica que requiere al piridoxal-5 fosfato como
cofactor. La enzima se expresa en los cuerpos neuronales como en las terminales y es
producida tanto en tejidos periféricos como en el SNC. Debido a que la histamina no
atraviesa la BBB, su sintesis esta limitada por la HDC y por la biodisponibilidad de
Lhistidina. Una vez sintetizada, se transporta al interior de vesiculas mediante el VMAT2
(Figura 24) Ghamari et al., 2019). Ahora, una vez liberada al exterior celular, ejerce su
accion y debido a la ausencia de un sistema de recaptacion especifico, el principal
mecanismo de inactivacidn se produce a través de dos vias metabdlicas principales, una
N-metilacion y una oxidacion. La primera (en el cerebro de mamiferos), consiste en su
metabolizacién a Ntele-metilhistamina por la accidn de la enzima histamina
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Nmetiltransferasa (HNMT) (Nishibori et al., 2000; Yoshikawa et al., 2013) o por
desaminacion oxidativa a acido imidazol acético por la enzima extracelular diamino
oxidasa en tejidos periféricos. Ademads, el correcto funcionamiento de los
transportadores de monoaminas que permitan la entrada de histamina a la célula y la
posterior actuacién de la HNMT también resulta esencial en la disminucion de los niveles
de neurotransmisor en la sinapsis, no sélo de histamina sino también de dopamina y
serotonina (Yoshikawa and Yanai, 2017).
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Fig. 24 Sintesis, accidn e inactivacion de la histamina en la sinapsis histaminérgica (extraido de Ghamari
etal., 2019).

1.4.2 Clasificacion y estructura de sus receptores

Estos receptores pertenecientes a la familia de la rodopsina o clase A de GPCRs, en base
a sus propiedades farmacoldgicas, funcionales y moleculares se han identificado cuatro
tipos diferentes de receptores de histamina que se han denominado asi por el orden de
su descubrimiento (HiR, H2R, H3R y H4R) y que son expresados en diferentes tipos
celulares (Haas et al., 2008; Hill et al., 1997; Parsons and Ganellin, 2006; Schwartz et al.,
1991). En humanos, la histamina muestra una baja afinidad por los receptores HiR y H2R
en el orden de pM, en comparacién con HsR y H4R de alta afinidad que va en el orden
de nM. En la figura 25 se ilustra al H3R humano, con la caracteristica estructural de los
GPCRs que ya se han mencionado.
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Fig. 25 Estructura del HsR humano. Destacan en primer término los 7 dominios transmembranales, un ICL3
largo (142 aa). Los motivos conservados DRF y NPVLY se muestran en amarillo. Los residuos Thr 119 y Ala
122 (violeta) son responsables de las diferencias farmacoldgicas entre especies. Los residuos importantes
para el reconocimiento de agonistas estan coloreados de rosa (extraido de Nieto-Alamilla et al., 2016).

Inicialmente la existencia de isoformas fue sugerida debido a la heterogeneidad
farmacoldgica del receptor Hs expresado en varias regiones del cerebro mediante
ensayos funcionales y farmacolégicos (West et al., 1990), de tal manera que se han
descrito mas de 20 variantes de splicing para HsR (El H3R de 445 residuos es la isoforma
mejor caracterizada y es la que usamos) y 3 para HsR, lo que confiere alin mas
complejidad a la regulacidn ejercida por el sistema histaminérgico (Arrang et al., 2007;
Walter and Stark, 2012). De las 20 isoformas, 8 estan presentes en humanos (HsR 445,
HsR 453, H3R 415, H3R 413, H3R 409, H3R 373, H3R 365 y H3R 329), donde las isoformas
HsR 445 y H3R 365 son predominantes en el nucleo caudado, hipocampo, hipotdlamo y
cortex frontal, los 12 receptores restantes no son funcionales o no se ha podido
determinar la actividad bioldgica (Nieto-Alamilla et al., 2016). Las isoformas muestran
un gran potencial, de hecho, esta variabilidad hace que las isoformas ya sean
consideradas como dianas farmacoldgicas selectivas (Garcia-Galvez and Arias-Montafio,
2016) (Tabla 2 y Figura 26). Los receptores de histamina humanos exhiben grados
variables de actividad constitutiva (Arrang et al., 2007; Bakker et al., 2000; Schneider et
al., 2009; Wenzel-Seifert et al., 2001). Esta actividad basal espontdnea en ausencia de
ligando es indicadora de la importancia de los receptores histaminérgicos en el
mantenimiento del equilibrio fisioldgico y depende de la isoforma, siendo la mas activa
la H3R 365 (Kenakin, 2005; Esbenshade et al., 2006).
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Tabla 2. Isoformas del receptor H; de histamina humano

H, receptor Regions Amino acid changes compared

isoform a b c d to H, (445) receptor isoform

H, (453) +8 Eight additional C-terminal amino acids

H, (445)

H,(431) —14 85-98

H,(415) -30 234-263

H,(413) -32 274-305

H,(409) -36 7-42

H, (395) -36 -14 7-42, 85-98

H, (379) -36 -30 7-42, 234-263

H,(373) -80 +8 275-354, and eight additional
C-terminal amino acids

H, (365) -80 275-354

H,(351) -14 -80 85-98, 275-354

H, (340) —5232 a275-354, 392416

H,(329) -36 -80 7-42, 275-354

H,(829) -116 227-342

H, (326) 119 197-315

H,(309) —144 +8 274-417, and eight additional
C-terminal amino acids

H,(301) —144 274-417

H,(293) -36 —116 7-42, 227-342

H, (290) -36 -119 7-42,197-315

H,(200) Introduction of 30 additional amino

acids after residue 171 owing to a
frameshift and an alternative stop codon

Se indican los cambios en el nimero de aminoacidos con respecto a la isoforma H3R (445), asi como la
region en la que se producen (a-d, Figura 28) (extraido de Leurs et al., 2005).

a3

Figura 26. Estructura del HsR humano. Las distintas isoformas del HsR difieren principalmente en 4
regiones de la proteina (a-d) y el splicing alternativo ocurre de forma independiente en estas 4 regiones
(extraido de Leurs et al., 2005).
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1.4.3 Circuito histaminérgico y sefializacion de H3R

La histamina presente en el SNC proviene de las Unicas neuronas capaces de sintetizar
histamina que son las del ntcleo tuberomamilar (TMN) en el hipotdlamo posterior, que
proyectan a lo largo de todo el SNC (partes principales del prosencéfalo, tronco del
encéfalo, cerebelo y médula espinal), de hecho, con el desarrollo de anticuerpos
dirigidos contra la histamina y la HDC, se establecié la presencia de neuronas
histaminérgicas en el cerebro y la distribucién de sus proyecciones (axones) a otras areas
(Haas and Panula, 2003; Haas et al., 2008) (Figura 27). También se ha reportado como
lugar de sintesis de la histamina a la microglia y a las células endoteliales
microvasculares, aunque todavia se desconoce en gran medida cual es la funciéon de la
histamina no neuronal (Hu and Chen, 2017). Aparte del TMN, también los mastocitos
contienen niveles significativos de histamina cerebral y en menor grado en el talamo,
hipotdlamo, dura mater, leptomeninges y plexo coroideo (lbrahim, 1974).

Cerebral cortex

To striatum
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thalamic areas
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and substantia nigra
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y ¥
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Fig. 27 Origen (nucleo tuberomamilar) y proyecciones del sistema histaminérgico en el cerebro humano
(extraido de Bolam and Ellender., 2016).

El TMN estd constituido por un grupo de 64.000 neuronas histaminérgicas que envian
proyecciones al SNC y unas 6.400 en el de rata (Haas et al., 2008; Panula y Nuutinen,
2013). De hecho, estas neuronas no solo sintetizan exclusivamente a la histamina, sino
también pueden sintetizar otros neurotransmisores de gran importancia como la
galanina, la dopamina, la serotonina, la noradrenalina y el GABA (Flik et al., 2015;
Yanovsky et al., 2011). Los receptores de histamina presentan una distribucién
diferencial, asi, tenemos que los HiR y H2R tienen una amplia distribucidn en todo el
organismo, los HsR en el SNCy los H4R aparentemente confinados a linfocitos periféricos
y glia (Hu and Chen, 2017; Sadek et al., 2016). Los receptores HiR y H2R estan presentes
en el cerebro, especificamente en células neuronales y gliales, el H3R principalmente en
neuronas y con menor densidad en oligodendrocitos y el H4sR parece expresarse en
mastocitos y microglia pero no en neuronas, aunque sobre este Ultimo aspecto existe
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actualmente cierta controversia por la falta de anticuerpos con elevada especificidad
para HaR (Beermann et al., 2012; Chen et al., 2017; Schneider et al., 2014b).

En lo que respecta a las vias de sefalizacidn de los receptores de histamina: el HiR esta
acoplado a Gag/11 y PLC, mientras que el HR a Gas, ambos se expresan
postsinapticamente. El H4R se acopla a Gai/o y se expresa principalmente en células
inmunes, aunque se desconoce su papel en el cerebro (Beermann et al., 2012; Schneider
and Seifert, 2016). El H3R estad acoplado a Gai/o que provoca una disminucién de la
actividad enzimatica de la adenilato ciclasa (AC). Otras proteinas efectoras activadas por
la estimulacién de HsR son: MAPKs, PLC, PLA; y PI3K. La reduccion de la liberacion de
neurotransmisores se debe a que el complejo GBy de la proteina Gai/o inhibe la
apertura de los canales de Ca?* tipo Ny P/Q activados por voltaje, asi como a la inhibicion
del intercambiador de Na*/H*y a la activacion de canales de K* rectificadores entrantes
(Garcia-Galvez and Arias-Montano, 2016; Leurs et al., 2005; Nieto-Alamilla et al., 2016).
Sin embargo, con respecto a las MAPK también se ha reportado que la activacion de HsR
no induce sefializacion a través de ERKs en un sistema heterdlogo (Ferrada et al., 2009).
En la tabla 3 se muestran algunas caracteristicas de los receptores de histamina.

Tabla 3 Receptores de histamina

Characteristics Hi-Receptor H:-Receptor H;-Receptor H.i-Receptor

“"Receptor described,

3
human gene cloned (years) 1966,199

1972,191 1983,1999 1994, 2000

$ ins in hu- : ; 2 : 45 ami ids, 70 kD;
Receptorprofeins;in 487 amino acids, 56 kD 359 amino acids, 40 kD 443 amino acids 70-kD;

> ; 390 amino acids
man splice variants

“*Chromosomal location in

25 )
Hiimas 3p25, 3pl4-21

5,5q35.3 20,20q1333 18q11.2

Equilibrium constant for
B P ~10 /L ~30 I'L ~10 | 20-40 L
dissociation (Kd) &80 oS Lol g

"Receptor expression

Widespread, including neu-
rons, smooth muscle (e.g.,
airways, vascular), and other

Widespread, including
gasltric mucosa parietal
cells, smooth-muscle, heart,

High expression in hista-
minergic neurons, low ex-

High expression in bone
marrow and peripheral
hematopoietic cells, low

pression elsewhere.

types of cells.™ and other types of cells.* expression elsewhere.
‘Gene Structure Intronless Intronless Three introns Two introns
*G-protein coupling Guag/11 Gus Gilo Gilo

Ca*'T, cGMP, NF-xB,
PLCT, phospholipase A2,
and D, cAMP, NOS

Abbreviations: cAMP = cyclic adenosine monophosphate, cGMP = cyclic guanosine monophosphate, MAP = mitogen-activated protein, NF-xB = nuclear factor-<B, NOS = nitric

(extraido de Shahid et al., 2009)

**Activated intracellular
signals (principal signaling
effector molecules)

Ca™T, MAP kinaseT;
Inhibition of cAMP.

Ca*'T, MAP kinaseT;
inhibition of cAMP.

cAMPT, Ca** protein kinese
C, c-fos, phos- pholipase C

Los receptores de histamina Hs estan involucrados en la regulacién funciones cerebrales
fundamentales como el suefio/vigilia, la cognicion y la homeostasis energética (Haas and
Panula, 2003). Debido a que se expresan principalmente en el cerebro se les ha
considerado como una diana terapéutica para desérdenes cerebrales (Bolam y Ellender,
2016; Nuutinen and Panula, 2010; Ghamari et al., 2019). En efecto, esta aseveracion se
basa en el hecho de que la gran mayoria de H3Rs postsindpticos se expresan en los
ganglios basales, especialmente en el estriado dorsal y ventral, corteza, hipocampo y

NAc, pero también lo hacen en la membrana presindptica e interviene en la liberacién
de la histamina (autorreceptor) y de otros neurotransmisores (heterorreceptor) como
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dopamina, serotonina, GABA, glutamato, Ach y NA (Ellenbroek and Ghiabi, 2014; Hu y
Chen, 2017; Panula and Nuutinen, 2013; Pill6 et al., 2002; Tiligada et al., 2011; Schneider
et al., 2014a). La modulacién a estos neurotransmisores tiene la ventaja también de
presentar efectos secundarios menos severos, a diferencia de si se actla directamente
sobre sistemas de neurotransmisores excitatorios o inhibitorios.

Los farmacos para los diferentes receptores de histamina Hi, H, y Hsz han ido
evolucionando, mejorando su toxicidad, su efectividad, su traspaso de la BBB y de
disminuir sus efectos secundarios. Los agonistas desarrollados para el H3R tienen en su
estructura quimica a un grupo imidazol a semejanza de la estructura del agonista
enddgeno, de hecho, los antagonistas inicialmente también tenian como base a este
grupo, sin embargo, presentan grandes inconvenientes como la interacciéon con el
citocromo P-450, toxicidad hepatica y ocular, asi como efectos colaterales sobre otros
receptores como el H4R (Berlin et al., 2011; Leurs et al., 2005). Fue asi como aparece una
nueva generacion de antagonistas sin ese anillo imidazdlico y con mayores ventajas
desde una mejora sustancial en su capacidad de atravesar la BBB hasta una mayor
selectividad y afinidad por su receptor. Por ejemplo el BF2649 un agonista inverso (no
imidazdlico) de Hs3R conocido comercialmente como pitolisant (Wakix®) es un agonista
inverso (no imidazdlico) que hasta ahora, es el Unico que ha sido aprobado para su uso
en narcolepsia (Ligneau et al., 2007 a; Ligneau et al., 2007 b; Ghamari et al., 2019).

Ademas, es importante considerar que los receptores de histamina Hs pueden formar
heterémeros con otros receptores, por ejemplo con el receptor D1 de dopamina, de
hecho, se ha sugerido que el heterémero D1R-H3R podria actuar como una posible diana
terapéutica para regular la sobreactivacion del D1R mediante una modulacién alostérica
por parte de HsR (Ferrada et al., 2009; Moreno et al., 2011; Moreno-Delgado et al.,
2020). Considerando este efecto alostérico de HsR sobre DiR y con el antecedente de
heterorreceptor de HsR sobre DiR, hacen del heterdomero DiR-H3R una diana para la
modulaciéon de DiR. Por lo que es necesaria en primera instancia, la comprobacion
funcional y farmacolégica de esta capacidad moduladora y en funcidn de los resultados,
posteriormente evaluar las conveniencias o inconveniencias por la aparicién de efectos
secundarios adversos de esta estrategia farmacoldgica por el hecho de actuar sobre dos
sistemas de neurotransmisores simultaneamente. Debido a que varios estudios han
demostrado que la histamina y algunos antagonistas de HsR pueden unirse y modular a
otras proteinas del SNC, entre ellas los transportadores DAT y NET y el NMDAR (Burban
etal., 2010; Hansen et al., 2010a; Mena-Avila et al., 2018).
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1.5 La oligomerizacion de GPCRs

1.5.1 Alosterismo en GPCRs

Los GPCRs, a semejanza de las enzimas, tienen un sitio ortostérico, que es el lugar de
unién del ligando enddgeno; sin embargo, también pueden tener un sitio
topograficamente distinto (sitio alostérico) que con su unién pueden influir en la unién
y/o funcién del ligando ortostérico (Christopoulos and Kenakin, 2002). Los ligandos
alostéricos se unen a un sitio diferente al ortostérico por lo que su estructura quimica
no guarda ninguna similitud con el ligando ortostérico y presentan muchas ventajas
farmacoldgicas, ya que pueden distinguir mds eficazmente entre diversos subtipos de
un mismo receptor (Khoury et al, 2014; Melancon et al, 2012; Wootten et al, 2013. En
la figura 28 se aprecian los diferentes tipos de modulacion que pueden ejercer los
ligandos alostéricos. En la modulacion alostérica positiva (PAM), el ligando alostérico al
unirse a su sitio modifica el sitio ortostérico provocando que el ligando tenga mayor
afinidad por su sitio y esto se traduzca a una mayor sefalizacién. Ocurre lo contrario con
el modulador alostérico negativo (NAM), mientras que con un ligando alostérico neutro
no hay sefalizacién por parte del ligando ortostérico (Wooten et al, 2013).

Orthosteric Positive allosteric Negative allosteric ~ Neutral allosteric
agonism modulator modulator ligand

)

e vererivereatuns Wpcranenenesenotos

Unaltered

Signalling TSignalling LSignalling signalling

O Orthosteric agonist = Allosteric modulator @ Affinity modulation g:) G protein
© Allosteric ligand interaction (@ Efficacy modulation = Agonism

Fig. 28 Representacion de un sitio ortostérico, y la modulacién alostérica positiva, negativa y neutra
(extraido de Wootten et al, 2013).

Es comun que cuando se hace referencia al término alostérico se relacione con la cara
externa del receptor; sin embargo, el sitio de unidn alostérico no siempre estd en la cara
extracelular del receptor y la interaccion puede darse también en la cara intracelular,
mediante ligandos enddgenos que pueden actuar como moduladores alostéricos (van
der Westhuizen et al, 2015). Pero el concepto del alosterismo en los GPCRs es aun
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todavia mas versatil y mas complejo, puesto que pueden darse otro tipo de
interacciones alostéricas diferentes a los citados. De este modo, se han reportado tres
tipos de interacciones alostéricas: el clasico, en el que la diana del modulador alostérico
es un ligando distinto que se une al lugar ortostérico; el citosélico donde la diana se situa
en el interior celular y el lateral en el que la diana de la modulacién es un componente
del plano de membrana, es decir, otro receptor y que por la mera interaccién entre
ambos adquiere propiedades bioquimicas y farmacoldgicas diferentes (Kenakin y Miller,
2010); sobre este ultimo se centra este trabajo de Tesis, de ahi que nos enfocaremos a
este tipo de interaccion.

Por considerar que los GPCR existen y funcionan como entidades monoméricas, los
paradigmas de unidn de ligandos y transduccidn de sefales se basaron en esta hipotesis,
considerando ademads, una interaccion de los GPPCR con las proteinas G con una
estequiometria 1:1 en un sistema que podria considerarse clasico. Fue en los afios 70
cuando evidencias farmacoldgicas indirectas sugerian la posibilidad de que los GPCR
actuaran como dimeros; sin embargo, no fue hasta la década de los 90 en que por
evidencias bioquimicas y biofisicas se demostré que los GPCR, en general, no actuaban
de manera individual sino que tenian la capacidad de formar oligdmeros: dimeros,
trimeros, tetrameros y complejos oligoméricos de orden superior, siendo considerados
los dimeros como la disposicion oligomérica minima (Bouvier, 2001; Terrillon y Bouvier,
2004; Ferré et al, 2009; Ferré et al, 2014). En referencia a estas estructuras, se ha
definido a los homdmeros como las estructuras formadas por dos receptores
funcionales individuales (protdmeros) del mismo tipo; los heterémeros, por su parte,
son estructuras formadas de dos receptores funcionales individuales diferentes, y
también se considera la formacion de oligdmeros de receptores que son estructuras de
orden superior, aunque es frecuente que se use el término oligdmero para una
estructura a partir de un dimero, puesto que éste esta considerado como la unidad
minima estructural (Ferré et al.,, 2009). Con respecto a estructuras mds grandes,
recientemente y en un estudio de nuestro grupo de investigacién, Rodriguez-Ruiz et al.
(2017) demostraron que los receptores en la superficie celular no solo interacttan
formando heterodimeros sino que también pueden formar estructuras mas complejas
como heterotrimeros (D1-H3-NMDA), con receptores ionotrépicos y metabotrépicos en
sistemas de expresidn heterdloga y en corteza cerebral de rata.

Terrillon y Bouvier. (2004) mencionan las cinco etapas del ciclo de vida de un GPCR que
podrian verse afectadas por la dimerizacion, y que se muestran en la figura 29. En
algunos casos, este fendmeno de oligomerizacién es clave en la maduracién del receptor
0 proceso ontogénico, como es la salida del reticulo endoplasmatico (RE), un paso crucial
gue regula la expresion de los GPCRs en la superficie celular, en que la oligomerizaciéon
permite enmascarar las senales de retencion en el RE (Reddy and Corley, 1998). Un
ejemplo de la heteromerizacién de un GPCR de clase C, un evento aceptado desde hace
varios afos y que se reconoce como obligatoria la dimerizacién para el transporte
correcto a la membrana plasmatica, es el caso del receptor de acido y-aminobutirico
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tipo B (GABAg), compuesto por las subunidades GABAg1 y GABAg, donde la funcionalidad
solamente se da con la interaccion de ambas subunidades (Marshall et al., 1999).

El papel de la dimerizacion en la ontogenia de GPCR no excluye la posibilidad de que,
una vez que el receptor haya alcanzado la superficie celular, su estado oligomérico
pueda regularse dinamicamente (Terrillon and Bouvier, 2004). Ademas de afectar
positiva o negativamente a la unién del ligando o a la interaccidon con las proteinas
efectoras, la formacidon de heterémeros puede promover su co-internalizacion tras la
estimulacion de Unicamente uno de los protémeros del complejo o, alternativamente,
la presencia en el complejo de un protdmero resistente a la internalizacion puede inhibir
la internalizacion del complejo (Milligan, 2010).

e Pharmacological diversity
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Fig. 29 Posibles implicaciones funcionales de la oligomerizacién durante el ciclo de vida de los GPCRs. En
algunos casos, se ha demostrado que la dimerizacidn tiene un papel principal en la maduracion del receptor
y permite el transporte correcto de GPCR desde el reticulo endoplasmico (RE) a la superficie celular. (2) Una
vez en la membrana plasmatica, los dimeros pueden convertirse en el objetivo de la regulacién dinamica
mediante la unidén del ligando. (3) Se ha propuesto que la heteromerizacion de GPCR conduce a una
cooperatividad de unién de ligando positiva (+) y negativa (-), asi como a (4) potenciar (+)/atenuar (-) la
sefializacidon o cambiar la selectividad de la proteina G. (5) La heterodimerizacién puede promover la co-
internalizacion de dos receptores después de la estimulacion de un solo protomero (extraido de Terrillony
Bouvier, 2004).

Una demostracion de la formacion de heterodimeros entre GPCR fueron los estudios
realizados por Maggio et al. (1993), quienes disefiaron quimeras del receptor
muscarinico Mz y del receptor adrenérgico az A. Intercambiaron porciones del dominio
CTD de ambos receptores y llevaron a cabo ensayos de unién de radioligandos
empleando los ligandos de N-[3H] metilescopolamina y [3H] rauwolscina de los
receptores Mz y adrenérgico respectivamente. Sus resultados mostraron que solo la
coexpresion de ambas quimeras era necesaria para proporcionar curvas de unién de
radioligandos y respuestas celulares.
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1.5.2 La interaccidn entre receptores

Con la interaccidén alostérica lateral, nos referimos a una estructura en la que los
receptores deben de interactuar entre si, y esta puede darse mediante una interaccion
molecular directa de los receptores (fisica), o bien, de una manera indirecta mediante
la interaccion de receptores con proteinas de andamiaje y citosdlicas que participan en
el anclaje de estos receptores a la membrana plasmatica, contribuyendo asi al
desarrollo neuronal y la plasticidad (Ciruela et al., 2005).

Las interacciones fisicas o directas pueden producirse por enlaces propios de las
proteinas como son los puentes disulfuro y mediante interacciones electrostaticas e
hidrofdbicas, las cuales forman una interfaz de contacto entre protdmeros. De hecho,
se han reportado interacciones hidrofdbicas en los segmentos TM1, TM4 y TM5 en la
oligomerizacién de GPCRs (Guo et al., 2005; Hu et al., 2012). Las estructuras cristalinas
de los receptores p-opioide (LOR) (Manglik et al., 2012) y Biadrenérgico formando
homo-oligdmeros (Huang et al., 2013), revelaron la existencia de dos interfaces de
contacto; en la primera, que involucra residuos de TM1y TM2 y que también es la mas
conservada, ademas, de una segunda que considera a los TM4 y TM5 o TM5 y TM6. En
consecuencia y debido a la presencia constante de estas dos interfaces en este tipo de
interacciones, es probable que tengan una relevancia fisioldgica. Recientemente, se dio
a conocer la primera estructura crio-EM de dimeros de rodopsina en membranas
nativas revelando una interfaz dimérica de TM1 y hélice 8 (Zhao et al, 2019). También
se ha demostrado que TM5 forma parte de la interfaz del heteromero DiR-H3R
(Moreno-Delgado et al., 2020), como el TM4 y TM5 en la interfaz del A;aR-D2R
(Bonaventura et al., 2015; Navarro et al., 2018) y el TM5 y TM6 en la del D1R-D3R
(Guitart et al., 2014) y en la del A2aR-CB1R (Kofalvi et al., 2020). Es importante
mencionar que no existe un patrén de interfaces, pues aunque se muestre cierta
tendencia, puede haber variacion entre oligdmeros e incluso para distintas
conformaciones del mismo oligdmero. Esto afiade mas variabilidad al modelo dimérico,
considerando que un ligando especifico tiene la capacidad de estabilizar una
conformaciéon determinada de un receptor o bien provocar una afectacién en las
interfaces en la formacion del oligémero (Ferré et al., 2014).

Hasta aqui, habiamos hecho referencia a la estructura oligomérica, sin embargo,
cuando se aborda la estequiometria receptor-proteina G, nuevamente se provoca otro
tema de debate. Resulta que estudios en receptores de la familia A: con los receptores
B2-adrenérgico, rodopsina y HOR y de la familia C (metabotrdpicos) fueron capaces de
activar completamente la proteina G en una estequiometria 1:1 (Bayburt et al., 2007;
Kuszak et al., 2009; Whorton et al., 2007; El Moustaine et al., 2012). Con estos
antecedentes se abrian dos posibilidades: se fortalecia la estructura monomérica o
bien, se podria anticipar que a los dimeros se unirian dos proteinas G, una por cada
protémero. Aqui, habria que anadir que la funcionalidad de los mondmeros no es
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determinante para que sean considerados como la unidad minima funcional in vivo y
tampoco excluye la formacién de oligdmeros espontdneamente en células vivas; de
hecho, ya habiamos comentado que el dimero esta considerado como la unidad minima
estructural y de sefializaciéon debido a que un dimero estd unido a una Unica proteina
G. Una gran cantidad de evidencias estructurales y bioquimicas asi lo demuestran.

En lo que respecta a la evidencia estructural, hay estudios que sugieren que la proteina
G tiene dos sitios de union a los GPCR (Ferré et al., 2014; Oldham and Hamm, 2006), el
primero de ellos se encuentra en la subunidad Ga, especificamente en la hélice del
dominio carboxilo terminal (CTD) y que tras la activacién del receptor y el cambio de
conformacion resultante se tiene contacto en una fisura del GPCR ubicada entre los
bucles intracelulares 2 y 3 (Flock et al., 2015; Hofmann et al., 2009); el segundo se
localiza en la subunidad Gy, también en el dominio CTD. Si se consideran las distancias,
tenemos que los sitios de unidn se encuentran situados a una distancia de 55 A en la
proteina G, que es superior a los 45 A que ocupa aproximadamente un GPCR en el
plano de la membrana, esto indica que una proteina G contacta con dos receptores de
una manera asimétrica, como asi sugiere la estructura del receptor de rodopsina
(Filipek et al., 2004; Johnston y Siderovski, 2007; Palczewski et al., 2000). Por lo tanto,
dos receptores tienen espacio para una sola proteina G, resultando en una estructura
estable y completamente funcional.

Estos dimeros estables interactian con otros para formar estructuras tetraméricas que
se disponen en forma de rombo y no siguen una estructura lineal o cuadrada (Patowary
et al., 2013); de hecho, los receptores de adenosina y dopamina pueden forman un
heterotetramero, constituido por un homodimero de A;acon otro homodimero de D2R
con interfaces TM6 para los homodimeros y TM4 y TM5 para el heterodimero
(Bonaventura et al, 2015; Navarro et al, 2018). También se ha reportado el
heterotetramero formado por homodimeros de receptores A1 y homodimeros de
receptores Axa (Navarro et al, 2016), que también se encuentra en forma de rombo y
esta unido a dos proteinas G distintas, Gas y Gai/o, estableciéndose como interfaces
de contacto los TM4/5 para el homodimero y los TM5/6 para el heterodimero.

Con esta evidencia se sugiere que la estructura pentamérica constituida por un
homodimero de GPCRs y una proteina G heterotrimérica formarian la principal unidad
funcional, sin embargo, se debe resolver para cada GPCR si los heterémeros son
preferencialmente heterodimeros o bien si estan mayoritariamente constituidos por
heteromeros de homodimeros (Ferré et al., 2014).

Los criterios que deben cumplirse para demostrar una interaccién fisica entre
receptores y que forman heterémeros son tres (Pin et al., 2007). El primero, es la
colocalizacidon de los receptores mediante una interaccidén fisica o por proteinas
intermediarias que transmita una modulacién alostérica caracteristica de los
oligdmeros. Las técnicas de co-localizacidn son la coinmunoprecipitacién, el ensayo de
ligacién in situ por proximidad (PLA) y técnicas de RET (Resonance Energy Transfer). El
segundo criterio considera que los heterémeros presenten propiedades farmacolégicas
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diferentes a través de estudios de unién de radioligandos, esto es, que la activacion de
uno de los protdmeros se vea modificada por la unién del receptor acompaiiante y que
sea considerado una diana terapeutica con menos efectos secundarios que si fueran los
tratamientos directos y por separado o de sefializacién celular diferentes (Ferré et al.,
2014). El tercero, se refiere a la disrupcion del heterémero y que tenga como
consecuencia la pérdida de sus propiedades como heterémero, esto se ha realizado
mediante el uso de péptidos transmembrana que perturban la interface de interaccion
entre receptores que forman el heterémero (Gomes et al., 2016).

Los GPCRs pueden formar una diversidad de complejos (Figura 30), y la interaccion
entre ellos (interacciones alostéricas) puede alterar sustancialmente la sefializacion y
farmacologia de los protdmeros participantes. El patrén de cambios parece ser Unico
para cada heteromero y éstos pueden favorecer interacciones antagénicas o cambiar
el acoplamiento de la proteina G, por ejemplo, de Gi/o a Gq o la sefalizacion de
Barrestinas (Borroto-Escuela and Fuxe, 2019).

A2AR-D2R
heterocomplex

A2AR-FGFR1 NMDA-D2R D2R-SigmaiR
heterocomplex heterocomplex heterocomplex

Fig. 30 llustracion de la diversidad de complejos de heterorreceptores que se forman entre diferentes
familias de receptores en la membrana plasmatica mostrados como heterodimeros. El heterodimero A2aR-
D2R se muestra como un ejemplo de heterémeros GPCR-GPCR, el heterodimero A2aR-FGFR1 se muestra
como un ejemplo de heterémeros GPCR-RTK. El heterodimero NMDAR-D2R se muestra como un ejemplo
de heteromeros de receptores ionotrépico-GPCR y el heterodimero del receptor D2R-Sigmal (extraido y
modificado de Borroto-Escuela and Fuxe, 2019).
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1.5.3 Técnicas para identificar oligdmeros

Las evidencias de la existencia de interacciones moleculares entre GPCRs se han
obtenido mediante diferentes técnicas farmacoldgicas, bioquimicas y biofisicas, entre
otras, con sus respectivas variantes. Todas estas técnicas permiten determinar la
interaccidn proteina-proteina, es decir, una interaccién estrictamente directa (fisica).
Sin embargo, hay técnicas que funcionan muy bien en sistemas heterélogos pero que
tienen sus limitaciones en estudios in vivo. De igual manera, existen las técnicas
relacionadas con la sefializacidn celular que son muy valiosas para la deteccién y estudio
de propiedades de oligdémeros.

Una de las técnicas mas versatiles en los estudios de la interaccién de receptores es la
técnica de unién de ligandos, debido a que solo se observa la interaccién entre
receptores que forman parte del heterémero; por lo tanto, es muy utilizada en estudios
farmacoldgicos. Aqui abordamos algunos aspectos y que se complementan en la seccion
de Materiales y Métodos. Hulme and Trevethick (2010) mencionan tres tipos de ensayos
de unidn de ligandos mds comunes. En los ensayos cinéticos, las membranas se incuban
con una concentracién de radioligando constante y midiendo su unién con respecto al
tiempo se estiman las constantes de asociacion (kon) y disociacion (koff). En los
experimentos de saturacion las membranas se incuban con concentraciones crecientes
de un radioligando; una vez que se alcanza el equilibrio se analizan para determinar su
constante de unién (constante de afinidad K o constante de disociacion Kp) y la
concentracion de sitios de unién especificos para el radioligando (RT) o densidad del
receptor Bmax. El tercer tipo son los experimentos de competencién/desplazamiento;
en este tipo de ensayos una concentracion fija de un radioligando se incuba con la
membrana y una vez alcanzado el equilibrio, se mide el ligando marcado unido en
presencia de una serie de concentraciones logaritmicamente crecientes de un
compuesto no marcado y nos permite determinar la afinidad o constante del equilibrio
de disociacién Kp.

Debido a que los receptores se encuentran como homdmeros, mas que como
mondmeros, fue necesario desarrollar una ecuacién que considerara un modelo de
receptores dimérico y que fue desarrollada en nuestro grupo de investigacion (Casadé
et al., 2007, 2009). Esta ecuacidon contempla, por lo tanto, la existencia de dos sitios de
union ortostéricos y da la posibilidad de calcular las constantes de discociacion
macroscopicas en el equilibrio de los dos sitios de unién (Kps1 y Kpsz2), uno en cada
protémero del homodimero, esto es, permite determinar la cooperatividad positiva o
negativa, es decir, cémo la unién de un ligando al primer protdmero favorece o no la
union del mismo ligando al protdmero acompafiante. Ademas, permite obtener un
indice de cooperatividad del ligando competidor (Dcs) que indica la comunicacién
molecular en el dimero y wuna constante de interaccion alostérica
radioligandocompetidor (Kpag). La ecuacién y datos adicionales se encuentran en la
seccidon de Materiales y Métodos.
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En la secciéon de Materiales y Métodos se describen las técnicas empleadas en la
realizacion de esta Tesis y en el apartado de Resultados también se complementa esta
informacidn, por lo que en el presente apartado hemos resumido las técnicas haciendo
especial énfasis en las caracteristicas principales de cada una de ellas (Tabla 4).

Tabla 4 Técnicas para determinacion de oligdmeros

Técnica Caracteristicas principales
Farmacoldgico Estudio farmacoldgico de union |En esta técnica no presenta componentes de la maquinaria
de Radioligandos (Binding) celular que intervengan en la union de receptores, por lo
que es muy versatil por que los cambios en el experimento
solo se deben a la interacciodn fisica de los GPCRs.
Bioquimico Coinmunoprecipitacion (ColP) |Es una técnica empleada en la deteccidon de oligémeros, una
limitante es el uso de detergentes que pueden dan falsos
positivos.
Biofisico FRET Fluorescence Resonance |Se fundamenta en la transferencia de energia no radiactiva
Energy Transfer entre dos cromdforos (Fluorescentes o fluoréforos) que se
encuentre a una distancia determinada (Modelos celulares
in vivo).
Time resolved FRET Permite emplear ligandos de GPCR marcados para detectar]
oligdmeros en tejido nativo.
Biofisico BRET Bioluminiscencel Similar al FRET, solo que el dador de energia es una
Resonance Energy Transfer sustancia biolumniniscente y un fluoréforo como aceptor.
(Modelos celulares in vivo).
Biofisico BiFC Bimolecular Fluorescence |Se expresan por separado dos fragmentos no fluorescentes
Complementation de la proteina YFP, denominados n y c, fusionados a
receptores distintos, si ambos receptores interaccionan
habra fluorescencia. Permite detectar oligémeros de orden
superior formados por mas de dos receptores.
BiLC Bimolecular Luminiscence ) o o
Complementation En el BiLC es similar solo que’ implican a do’s fragmentos no
luminiscentes. La combinacion de ambas técnicas posibilita
el estudio de oligdmeros (tetrameros) en células vivas.
Microscopia PLA Proximity Ligation Assay Permite detectar interacciones proteina-proteina si éstas
confocal/ estan préximas en tejidos o muestras celulares fijadas.
Inmunocitoquimica
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1.5.4 Funcionalidad de los oligdmeros de GPCRs

En lo que se refiere a la heteromerizacion de receptores, esta presenta diferentes
componentes: uno de ellos se refiere a los posibles cambios farmacoldgicos, como son
los cambios en las caracteristicas de unién de un receptor ante la presencia o activacidn
del receptor adyacente; el otro componente es la interaccidn funcional, es decir,
posibles cambios observados a nivel de segundos mensajeros (Ferré et al., 2007, 2014)
(Figura 31 B). El primer componente y de manera especifica, hace referencia a las
variantes en las interacciones receptor-receptor alostéricas que tienen lugar; por
ejemplo, cuando la unién de un ligando a un sitio ortostérico o alostérico de un receptor
induce un cambio conformacional en el receptor asociado, o bien, que éstos ligandos
alteren su afinidad por su sitio ortostérico al tener la presencia del receptor asociado vy,
finalmente, el efecto de la coactivacién de ambos receptores (Casadd-Anguera et al.,
2016). Aungue si nos vamos a lo mads basico, es decir, a la conformaciéon dimérica, debe
considerarse que la misma oligomerizacion ya es una forma de modulaciéon alostérica,
de ahi que recientemente Johnson et al. (2020), se refieren a que una manera incluso
de modular las funciones de un GPCR, es precisamente su capacidad para formar
dimeros y oligdmeros.

Dopmaine D,R monomer Dopamine D2R- adenosine A2AR o

heteroreceptor complexes
dopamine D
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Fig. 31 llustracion de la modulacién alostérica de un mondémero de un receptor de dopamina y de un
heteroreceptor (D2R-A24R). En primer término, la activacion del mondmero A); tras la activacion de un
protémero, tiene lugar la modulacidén de los sitios de unidn ortostéricos y alostéricos del protémero
adyacente (B, C), asi como la activacidn y selectividad de su proteina Gy, por lo tanto, sus cascadas de
sefializacidn. Por ejemplo, entre otros cambios, puede producirse un cambio de la sefalizacion de la
proteina G a la B-arrestina (C). (D) Vista superior de unidn ortostérica para cada protémero en el complejo
heterorreceptor D2R-A2aR antes y después de la coactivacidon (extraido de Borroto-Escuela and Fuxe,
2019).

El oligdmero como tal, tiene un nuevo perfil farmacolégico comparado con el mondmero,
es decir, son nuevas dianas bioquimicas y farmacoldgicas; ademas poseen grandes
ventajas, entre las que destacan la disminucidn de los efectos secundarios comparados
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con farmacos dirigidos a receptores individuales ya que estan dirigidos a un heterdmero
en particular, con una distribucion tisular especifica y patologia determinada (Casadé-
Anguera et al., 2019b).

En el segundo componente, se hace referencia a la interaccién funcional a nivel de
segundos mensajeros. Aqui, la interaccidn alostérica receptor-receptor puede modular
la fuerza del acoplamiento del receptor-proteina G o cambiar el acoplamiento de la
proteina G de un tipo a otro de proteina G, como es el caso del heterémero D1R-D2R
(George et al., 2014) (Figura 31 C). Efectivamente, este heterémero DiR-D:R en
neuronas, que expresan receptores D; acoplados candnicamente a Gs y receptores D;
acoplados a Gj, en el heterémero formado estan acoplado a Gqg (Rashid et al., 2007); o
el caso del heterémero CB1iR-D2R, en que la activacién conjunta o simplemente la
coexpresion de ambos receptores en células estriatales cambia el acoplamiento de
proteina Gai, en los receptores individuales, a proteina Gas (Jarrahian et al., 2004). Otro
ejemplo es el del heterémero de Aza-CB1, en que CB1R no se acopla a proteinas Gai a no
ser que el AaR sea también co-activado (Carriba et al., 2007)

Ya hemos mencionado anteriormente los estudios que proponen la existencia de
complejos preensamblados de receptor-proteina G-adenilato ciclasa, formados por la
estructura minima compuesta por un homodimero GPCR, una proteina G
heterotrimérica y la enzima adenilato ciclasa (Galés et al., 2006; Han et al., 2009;
Navarro et al., 2018). De hecho, la sefalizacidn a este nivel muestra gran variabilidad si
consideramos que las subunidades de las proteinas G (Ga, GB y Gy) estan constituidas
de multiples subtipos de cada subunidad (Wettschureck and Offermanns, 2005). En este
trabajo de Tesis hemos abordado también los reordenamientos de la proteina G en el
heteromero D1R-H3R y hemos intentado dilucidar si hay preferencias de acoplamiento
de estos receptores para cualquiera de los cinco subtipos de proteinas Gai/o diferentes
analizados (Gaol, Gao2, Gail, Gai2 y Gai3).

Ademads de las respuestas mediadas por la estimulacién de segundos mensajeros
convencionales existen otras vias de sefializacién como la via de fosforilacion de las
MAPK (ERK1/2). El receptor D1 produce sefializacion por esta via y el H3R también lo hace
pero solamente si esta cotransfectado con D1R, demostrando con ello una interaccion
entre los dos receptores; de hecho, fue una demostracién indirecta de Ia
heteromerizacidon de D1R-HsR a través de la sefializacion mediada por ERKs (Ferrada et
al., 2009). Recientemente se reportd que el antagonista de HsR tioperamida redujo la
fosforilacion de p38MAPK tras la activacién de D1R teniendo un efecto protector contra
el efecto citotdxico del agonista de D1R SKF 81297 (Moreno-Delgado et al., 2020).

Hasta ahora, hemos hecho referencia a dimeros, pero hay estructuras mas complejas;
sin embargo, presentan los mismos fendmenos que para los complejos diméricos puesto
gue los cambios en el perfil farmacolégico estaran dados tanto por la presencia como
de la activacion de los demas receptores del complejo y las respuestas concernientes a
las vias de sefalizacion dependeran del perfil farmacolégico como de la naturaleza de
las proteinas G (Terrillon and Bouvier, 2004).
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1.6 Implicaciones farmacoldgicas y terapéuticas de la heteromerizacion de
receptores D1y Hs

1.6.1 Heteromerizacion de receptores D1

Los receptores de dopamina pueden formar heterémeros con una gran variedad de
receptores, la co-localizacién, la demostracion de su existencia in vitro e in vivo y su
distribucién en el encéfalo abren un potencial enorme como dianas terapéuticas para
muchas enfermedades (Perreault et al., 2014; Casadé-Anguera et al., 2019a) (Tabla 5).
Los primeros estudios para demostrar la heteromerizacion de D1R-D2R se realizaron
mediante ensayos de co-inmunoprecipitacion (Lee et al., 2004), afios después se
confirmé la heteromerizacion con estudios biofisicos de FRET (Hasbi et al., 2009). Pero
no solo se tiene antecedentes de una heteromerizacién de D1R-D3R, también el receptor
D3R ha mostrado su capacidad de heteromerizar con D1R. Ambos receptores presentan
una destacada co-localizacion en ciertas neuronas de la via directa nigroestriatal (Ridray
et al.,, 1998) y se ha sugerido su heteromerizaciéon tras su estudio en sistemas
heterdlogos mediante técnicas de BRET y FRET, asi como en estriado de rata mediante
una co-inmunoprecipitacion (Farré et al., 2015; Fiorentini et al., 2008; Guitart et al.,
2014; Marcellino et al., 2008).

Con respecto a los heterémeros de receptores de dopamina con los de adenosina
(A1RD1R y A2aR-D2R), se tenia antecedentes de su interacciéon en neuronas GABAérgicas
de proyeccién estriatonigral para el primero y en neuronas GABAérgicas estriatopalidal
en el segundo respectivamente, ademas, que éstas interacciones podrian proporcionar
informacidn valiosa para los transtornos de los ganglios basales (Ferré et al., 1997). Los
heteromeros (Ai1R-D1R y AzaR-D2R) han sido ampliamente estudiados y descritos por
nuestro grupo de investigacion; de hecho, la existencia del heterémero AiR-DiR fue
demostrada mediante una co-inmunoprecipitacién de los dos receptores en células de
fibroblastos y neuronas corticales de rata. En este estudio se demostrd que los agonistas
de AiR estimulan la formacion de heterdmeros y los de D4R la disminuyen, mientras que
con la coactivacién se mantiene la asociacién, pero no se estimula. Se reporté también
que la activacién de AiR influye en los D1R disminuyendo el AMPc producido cuando
ambos receptores se activan simultdneamente, demostrando asi la influencia de los A1R
sobre los D1R (Ginés et al., 2000). Poco después la presencia de este heterémero fue
demostrada también por co-inmunoprecipitacién en el nicleo accumbens (NAc) de rata
(Toda et al., 2003) y realizdandose también diversos estudios bioquimicos y funcionales
(Ferréetal., 1998; Cao et al., 2007; Sakiyama et al., 2007; Shen et al., 2013; Rivera-Oliver
etal. 2019).
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Dimer Experimental approach Sample Evidence
DyR- D4R FCS HEK cells co-localization
BiLC, CODA-RET HEK cells co-localization
PAR Sheep striatum bell-shaped curve
- cooperativity
DyR- D4R BiFC, BILC, BRET, BRET", Co-In, Co-IP, CODA-RET, FRET, PAF, HEK cells co-localization
TMp cross-antagonism
+ cross-talk (function)
TMp heteromer disruption
PAB Sheep striatum + cross-talk (affinity)
CoP Rat striatum co-localization
Co-IP, PAB Rat substantia nigra co-localization
+ cross-talk (affinity)
Ba WT and KO mouse pathological alterations
PAB, PLA Rat and monkey striatum co-localization
+ cross-talk (affinity)
D;R- D;R FRET HEK cells co-localization
Co-IP, PAF HEK cells and rat striatum co-localization
new signaling
PAB, PAF HEK cells and mouse striatum new signaling
PLA Monkey striatum co-localization
PLA, in situ FRET, Co-IP, TMp, Ba Rat and monkey striatum co-localization
TMp heteromer disruption
DiR-AR PAB Ltk cells - cross-talk (affinity)
Co-in, Co-IP, PAB Ltk cells and rat cortical neurons co-localization
- cross-talk (affinity)
PAF Mouse striatum (slices) - cross-talk (function)
BiFC, BRET, PAF, PLA, TMp HEK and Ltk cells co-localization
- cross-talk (function)
TMp heteromer disruption
PAF, PCE, PLA, TMp Mouse spinal cord (slices) co-localization
DyR-H4R BRET, PAB, PAF SK-N-MC and HEK cells co-localization
- cross-talk (affinity)
Cross-antagonism
new signaling
PAF Mouse striatum (slices) - cross-talk (function)
cross-antagonism
new signaling
DR-GHSR1a BRET, Co-IP, IS, PAF HEK and SK-N-5H cells. Mouse brain (slices) co-localization
+ cross-talk (function)
new signaling
In st FRET, PAF Mouse hippocampus (neurons and slices)  co-localization
new signaling
Ba Mouse memory activation
BRET, PAF HEK cells and rat striatum (neurons) co-localization
cross-antagonism
D,R-uOR BRET, Co-ln HEK cells co-localization
b internalization
BRET, Co-IP, PAF HEK cells. Mouse and rat striatum co-localization
{neurons) cross-antagonism
Ba WT and KO mouse Cross-antagonism in
lecomation
DyR-NMDAR Co-IP, PAF, PCE Rat hippocampus (neurons) co-localization
+ cross-talk (function)
BRET*, Co-In HEK and COS cells, Striatal neurons co-localization
b internalization
Co-IP, mini genes, PAF HEK and COS cells, Rat hippocampus co-localization
{neurons) + cross-talk (function)
PAF, PCE, PLA, TMp Mouse striatum (neurons and slices) co-localization
+ cross-talk (function)
TMp heteromer disruption
Ba, TMp Mouse cocaine sensitization
TMp heteromer disruption
DiR- 1R BRET, PAF HEK cells co-localization
+ cross-talk (function)
PAF WT and KO mouse striatum (slices) - cross-talk (function)

(extraida y modificada de Casadé-Anguera et al., 2019a)

Por

su

parte, el

heterémero  A;aR-D2R  fue

identificado

también  por

coinmunoprecipitacion en células de neuroblastoma y se demostré que la activacion de

receptores Aza disminuye la unidon de dopamina a receptores D3 (Hillion et al., 2002).
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Ademas, se report6 evidencia de su estructura heterotetramérica (Bonaventura et al.,
2015) y su potencial para enfermedades neurodegenerativas entre ellas la enfermedad
de Parkinson (PD) (Casadd-Anguera et al., 2016).

Se ha reportado también la heteromerizacién del receptor DiR con el receptor
ionotropico de NMDAR (D1R-NMDAR) (Lee et al., 2002; Fiorentini et al., 2003). Estudios
posteriores evidenciaron la capacidad de regularse mutuamente (Lee et al., 2011; Cabhill
et al., 2014); también se ha demostrado que receptores de Hz son capaces de modular
al NMDAR (Burban et al., 2010). En estudios realizados en nuestro grupo de
investigacion, se demostré la formacion de heterémeros formados por receptores de
dopamina D3, histamina Hz y NMDA de glutamato en sistemas de expresién heterdloga
y corteza cerebral (Rodriguez-Ruiz et al., 2017). Los heterémeros se detectaron
mediante co-inmunoprecipitacién y ensayos de ligacidn por proximidad (PLA) en corteza
cerebral de rata y ratones, donde agonistas del receptor Hs, por un fendmeno de
crosstalk negativo y antagonistas de Hs, por un fendmeno de cross-antagonismo,
disminuyeron la sefalizacion inducida por agonistas del receptor D1 determinada por
fosforilacion de ERK 1/2 o Akt y, ademads, contrarrestaron la muerte celular excitotdxica
mediada por el receptor Di. Por su parte, antagonistas de los receptores D1 y de los Hs
también contrarrestaron la toxicidad inducida por NMDA, sugiriendo una interaccién
compleja entre el receptor NMDA vy la funcién del heterémero DiR-HsR. Debido
probablemente a la heteromerizacién, los receptores Hs actian como reguladores
alostéricos de los receptores D1 y NMDA. Mediante transferencia de energia por
resonancia de bioluminiscencia (BRET) demostraron que tanto los receptores D1 como
los Hz pueden formar heterémeros con las subunidades NR1A/NR2B del receptor
NMDA. Se detectaron complejos de receptores Di1-H3-NMDA (heterotrimero) mediante
BRET por complementacion fluorescente. La expresién endégena de estos complejos en
corteza de ratdn se determind mediante ensayos de PLA y observaron una expresidn
similar en ratones control y ratones APP/PSI. Por interaccién alostérica, antagonistas del
receptor Hs redujeron la muerte celular excitotéxica mediada tanto por el receptor
NMDA como por el D1 en cultivos organotipicos corticales (Rodriguez-Ruiz et al., 2017).

1.6.2 El heterémero D1R-H3R como diana terapéutica para la HD

Los receptores de histamina Hs se identificaron por primera vez como autorreceptores,
localizados en terminaciones nerviosas histaminérgicas (Arrang et al., 1983). Mas tarde
se descubrié que actuaban como heterorreceptores que modulan la liberacion de varios
neurotransmisores entre ellos el glutamato y la dopamina (Leurs et al., 2005). La
histamina es un neuromodulador con una importante funcién en el estriado, de hecho,
el estriado precisamente contiene una de las mas altas densidades de HsR en el cerebro
(Pollart et al., 1993; Goodchild et al, 1999; Brown et al., 2001). Tanto el H3R como el D1R
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estan expresados en las neuronas GABAérgicas dinorfinérgicas (Ryu et al., 1994; Pillot
et al., 2002).

Considerando que el H3R estd acoplado candnicamente a la proteina Giy el D1R se acopla
a Gas/olf, esto es, inhibiendo y estimulando a la adenilato ciclasa (AC) respectivamente,
se demostrd que en cortes estriatales de rata, la activacion de HsR inhibe eficientemente
la activacion de la AC mediada por D1R. A pesar de la interaccién entre estos receptores
a nivel de sefalizacién celular no se reportd evidencia de una interaccién directa de
ambos receptores (Sanchez-Lemus y Arias-Montafio, 2004). En otro estudio realizado en
nuestro grupo de investigacidn, se presentaron evidencias de una posible interaccion
directa mediante la técnica de BRET en células vivas y se estudié ademas, el efecto de
tratamientos sobre la actividad locomotora mediante el uso de ratones reserpinizados.
Con respecto al heterémero D1R-H3R, se demostré in vivo que el agonista selectivo del
HsR imetit inhibe, mientras que el antagonista tioperamida del HsR potencia la
activacion locomotora inducida por el agonista SKF 38393 del receptor D4R, pero si se
coactivan ambos receptores se presenta un efecto maximo (Ferrada et al., 2008).

También se demostré en estriado dorsal de rata, el efecto de la coactivacion de los
receptores D1R y H3R sobre la liberacién de dopamina; asi, el agonista de D1R SKF 38393
redujo de manera significativa la liberacion de dopamina; este efecto se inhibid
mediante la coadministracién del agonista Immepip de H3R y que a su vez fue bloqueado
por el antagonista tioperamida de HsR. Estos resultados indican que la coestimulacién
de los receptores postsinapticos D1 y Hs pueden regular indirectamente la liberacion de
dopamina basal en el estriado de rata y proporcionan evidencia de una interaccién
funcional in vivo (Alfaro-Rodriguez et al., 2013). En conjunto, estos resultados no
aportaban evidencias contundentes de una interaccién directa entre los dos receptores.

En estudios realizados por nuestro grupo de investigacién, Ferrada et al. (2009)
demostraron la heteromerizaciéon de los receptores D1R y H3R. Los ensayos se realizaron
en células HEK 293 transfectadas transitoriamente con los dos receptores y se utilizé la
técnica de BRET. En este trabajo se determind también si el agonista RAMH del H3R era
capaz de modular la union de SKF 38393 a su receptor (DiR), que constituye el
homodimero D1R-D1R y que a su vez forma parte del heterotetramero D1R-D1R-H3R-H3R.
Para estos estudios de unién de ligandos, los receptores Hzy D1 fueron expresados de
manera estable en células de neuroblastoma humano (SK-N-MC/D1Hs) y en el que el
antagonista tritiado del DR, el [3H]SCH 23390 compitidé con el agonista de DiR (SKF
38393) en ausencia y presencia de RAMH (agonista de H3R); por otra parte, el agonista
del H3R [BHJRAMH compitid con su homélogo no tritiado en ausencia y presencia de SKF
38393 (agonista de D1R). Los resultados del experimento indicaron la presencia de un
crosstalk entre estos receptores en el cual la activacion del receptor Hs elimind la unién
cooperativa que presenté el receptor D1 por su agonista y también una disminucién en
la afinidad. Esto significa también que ambos receptores estan formando una estructura
oligomérica. Por su parte, la activacidn del receptor D1 no tuvo ningun efecto sobre HsR
indicando que el sentido del crosstalk solo va de H3R a DiR (Tabla 6). Experimentos
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similares a este se realizaron en la presente Tesis doctoral pero con una libreria de
ligandos de HsR; es necesario mencionar que obtuvimos un resultado idéntico al
reportado en este trabajo.

Tabla 6 Parametros de experimentos de competicién de [*H]SCH 23390 vs SKF 38393
en la presencia y ausencia de RAMH

Agonists Parameters

Ryfpmol-(mg protein)_lj Kpgi1 (nmol-l,_l) Kpg2 (,umol-l._l ) Dcp
SKF 38363 0436=0.011 41=3 13=0.1 -0.85

SKF 38393 + RAMH 0.404 = 0.007 0520 > 0

w

Dcs indice de cooperatividad dimérico para la union de SKF 38393; Kpg1 y Kpsz, constantes de disociacidn
para la primera y segunda unidén de SKF 38393; RAMH (R-a-metilhistamina; RT, cantidad total de
receptores diméricos (extraido de Ferrada et al., 2009).

En este trabajo realizaron ademas, estudios de sefializacién celular a través de la via de
las MAPKs y de la produccién de AMPc, en ambos casos se utilizaron células de
neuroblastoma humano (SK-N-MC)/D1Hs. Para la via de las MAPKs, reportaron que en
células transfectadas solamente con el receptor HsR (SK-N-MC/Hs) éste no produce
sefializacion a menos que se coexpresen con el receptor de dopamina SK-N-MC/D1Hs,
es decir, constituyen un “dispositivo” para dirigir la sefalizacion dopaminérgica e
histaminérgica hacia la via MAPK de manera independiente de la proteina Gs y
dependiente de la proteina G;; de hecho, al coexpresar el D1R y H3R mutado (incapaz de
unir agonistas, ni de sefializar) observaron que la activaciéon del DiR por su agonista
especifico no activaba la via de las MAPKs, lo que confirma que la sefial del D1R a través
de la MAPKs esta mediada por el HsR. Utilizando la misma técnica, también reportaron
un efecto de cross-antagonismo entre D1R y H3R, puesto que la tioperamida, antagonista
del H3R no solo contrarresta el efecto de su agonista RAMH sino también al efecto del
SKF 81297 (agonista de D1R) y que por su parte el SCH 23390, antagonista de D1R no solo
contrarresta el efecto de su agonista SKF 81297 sino también al efecto del RAMH
(agonista de H3R); esto es, que los antagonistas de los receptores del heterdmero D1-Hs
pueden inducir cambios conformacionales en el otro receptor y bloquear las sefiales
especificas originadas en el heterémero Ferrada et al. (2009).

Anteriormente ya habiamos visto, como los receptores pueden cambiar su sefializacion
cuando estan en un estado monomeérico respecto cuando forman un heterdmero. En
este sentido y en lo que respecta al AMPc y con el mismo tipo celular que coexpresen
los receptores D1y H3 (SK-N-MC/D1H3s), Ferrada et al., (2009) reportaron que se produce
un cambio en la proteina G que se acopla al receptor Dj, que pasa de Gs a Gj, a la cual
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los receptores Hs ya estan unidos. Por lo tanto, al activar el D1R no puede activar a la
adenilato ciclasa, por el contrario la inhibe, mientras que el Hs3R si puede sefializar a
través de la enzima inhibiéndola (Ferrada et al., 2009). Hasta aqui, los estudios acerca
de lainteraccion entre estos receptores (D1R-H3R) se hicieron en un sistema heterélogo,
sin embargo, era necesario determinar su expresion en tejidos nativos para establecer
su significado fisioldgico.

Las técnicas biofisicas como el BRET o FRET producen muy buenos resultados en células
transfectadas (Mllligan and Bouvier, 2005; Pfleger and Eidne, 2006), pero su aplicacion
en estudios in vivo es complicado. En el estudio previo de Ferrada et al. (2009),
demostraron la formacion del heterdmero D1R-H3R por BRET y se estudiaron también
sus caracteristicas bioquimicas a través de la via de las MAPKs; este ultimo tipo de
estudios considerados como técnicas indirectas son muy Utiles para la deteccién de
heterémeros en tejidos nativos, puesto que las caracteristicas bioquimicas que son
determinados en un sistema celular heterélogo (caracteristicas propias del heterémero)
pueden usarse como una “huella bioquimica” o “huella dactilar” para demostrar su
existencia en el tejido nativo, donde también debe observarse dicha “huella”, se trata
de trasladar la existencia y la importancia funcional de los heterémeros a tejidos nativos,
lo cual debe de depender de la verdadera heteromerizacion y no de la mera coexpresién
de los receptores (Ferré et al., 2009).

En un trabajo realizado también por nuestro grupo de investigacién y ampliando el
estudio del heterémero D1R-H3R, se comprobd si las caracteristicas bioquimicas propias
del heterémero ya determinadas en el estudio anterior podian observarse en muestras
de tejido nativo (Moreno et al., 2011). De esta manera, en un experimento similar de
sefializacion celular, pero ahora utilizando cortes de estriado de rata, se evaluo el efecto
de los antagonistas del DiR y H3R, el SCH 23390 vy la tioperamida respectivamente, sobre
la activacién de la via de las MAPK mediada por los agonistas de ambos receptores. El
resultado fue el mismo que en el experimento heterdlogo, un cross-antagonismo que
demostré de forma indirecta la heteromerizacion de ambos receptores. Este estudio
también demostré: a) que la capacidad del Hs3R para activar la via de las MAPK
fosforilando ERK 1/2 se observa Unicamente en cortes estriatales de ratones que
expresan DiR, pero no en ratones deficientes de este receptor; b) se reportd que la
activacion de la via de las MAPKs por parte de H3R Unicamente se producia en neuronas
GABAérgicas de la via directa, pero no en las neuronas de la via indirecta; c) que la
respuesta de fosforilacion de ERKs 1/2 es mayor cuando se activan los DiR y H3R por
separado que cuando se activan conjuntamente con ambos receptores. De hecho, a muy
bajas concentraciones de dopamina, la histamina puede promover sefializacién por
MAPK mediante la activacion de los H3R en las neuronas que expresan DiR-Hs3R. Por el
contrario, cuando los dos neurotransmisores estan presentes, la activacién de MAPK en
la via estriatonigral esta reprimida (Moreno et al., 2011).
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Se ha reportado también la interaccién de HsR con D1R o D3R en el estriado, confirmando
in vivo que la histamina modula la sefializacién de D1R tanto a nivel bioquimico, a través
de las vias que activan MAPK/MSK/rpS6 y las que activan Akt/GSK3p, (pero no en cambio
a través de la via cAMP/PKA), como a nivel de organismo, disminuyendo la actividad
locomotora inducida por la activacién de D1R, hecho que se demostré por primera vez
en animales intactos no reserpinizados (Rapanelli et al., 2016).

Todo parece indicar que el heterdmero D1R-H3R trabaja como un procesador que integra
seflales mediadas por dos neurotransmisores distintos, la dopamina y la histamina,
capaz de procesar las distintas sefiales. Asi lo demuestran todos estos hallazgos in vitro
como in vivo. Debido a que la via de las MAPKs es considerada critica en la consolidacién
de las sinapsis (Cohen-Matsliah et al., 2007; Thiels and Klann, 2001; Thomas and
Huganir, 2004), estos resultados muestran que no sélo la dopamina sino que también la
histamina juega un papel importante en la neuroplasticidad dependiente de MAPKs en
la via estriatonigral.

Ahora, con antecedentes in vitro e in vivo y dada la trascendencia, asi como el aporte
bioquimico del heterémero D1R-H3R, buscamos estudiar lo aspectos mas farmacolégicos
de esta interaccion. De hecho, en un estudio reciente realizado también por nuestro
grupo de investigacion, se demostré tanto en células Wt y HD, como en cortes
organotipicos de cerebros de ratones HD, que la muerte celular inducida por la
sobreactivacion del D1R y las cascadas de seiializacién responsables de esta muerte
fueron moderadas por la tioperamida, un antagonista del H3R. Ademas, que en ambos
tipos celulares, p38MAPK es una via implicada en la muerte celular mediada por DiR.
Demostraron también que el heterémero D1R-H3R se expresa en ratones HD en etapas
tempranas de la enfermedad pero no en las tardias y el mismo resultado obtuvieron con
muestras humanas de pacientes de diferentes estadios de la enfermedad de acuerdo a
una clasificacién de degeneracién estriatal en tejidos post mortem (Moreno-Delgado et
al., 2020) (Figura 32).
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Fig. 32 Presencia de los heteromeros DiR-H3R en HD. A) llustraciéon de la presencia y ausencia de
heterémeros en la fase inicial y tardia de la enfermedad de Huntington. B) Ensayos de PLA de cortes
estriatales humanos con respecto al grado de la enfermedad. A) extraida de Johnson et al. (2020); B)
extraida de Moreno-Delgado et al. (2020).

58



1. Introduccion

Los estudios realizados en esta Tesis de doctorado intentan prevenir, retardar o paliar la
aparicion de la sintomatologia propia de la alteracién en los niveles de
neurotransmisores. Es necesario hacer la precision que en muchas de las estrategias
utilizadas en el disefio de farmacos se ha considerado convencionalmente que los
receptores son monoméricos y no se ha considerado que los GPCRs, como es el caso del
D1iR, pueden interaccionar entre si para formar heterémeros, por ejemplo con HsR. El
grupo de Neurobiologia Molecular en el cual se ha realizado este trabajo ha demostrado
la existencia e importancia de la heteromerizacién de GPCRs y propone que en muchos
casos estas serian las dianas reales y no los mondmeros de GPCRs. El H3R posee
caracteristicas muy interesantes para que en su estado heteromérico con DiR sea
considerado como una diana farmacoldgica (Figura 33).
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Fig. 33 Caracteristicas relevantes del HsR que le otorgan un gran potencial como diana farmacoldgica.
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1.6.3 La farmacologia del receptor Hs de histamina

Uno de los receptores mas versatiles por su potencial terapéutico es el H3R, este hecho
se pone de manifiesto en la figura 34, que muestra los antagonistas/agonistas inversos
del HsR que ya estdn en las pruebas clinicas para una gran variedad de desdrdenes
relacionados con el SNC (Ghamari et al., 2019).

Sleep disorders

30%

Schizophrenia
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Cognitive impairmaent
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Allergic rhinitis

-

16%
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9%

Fig. 34 Antagonistas/agonistas inversos del receptor Hs en pruebas clinicas. AD: enfermedad de
Alzheimer; TDAH: desorden hiperactivo y déficit de atencidn; MS: esclerosis multiple; TS: sindrome de
Tourette (extraido de Ghamari et al., 2019).

De hecho, en el 2016 el antagonista/agonista inverso BF2649 (1-[3-[3-(4-Chlorophenyl)
propoxy] propyl]-piperidine hydrochloride), conocido como pitolisant (Wakix®) fue
aprobado por la Comision Europea (es el Unico ya aprobado para H3R) para ser usado en
la narcolepsia con y sin cataplexia. Para la sintesis se realizé una modificacion estructural
sustituyendo el anillo imidazélico por una piperidina y con ello se redujo también el
efecto hepatico colateral que presentaban los ligandos imidazdlicos (Kollb-Sielecka et
al., 2017; Syed, 2016; Ghamari et al., 2019).

El desarrollo de agonistas y antagonistas selectivos del H3R ha brindado la oportunidad
de explorar las propiedades farmacoldgicas del receptor Hs de histamina, un receptor
que fue identificado en 1938 y que posteriormente con el descubrimiento del agonista
altamente selectivo RAMH y el antagonista tioperamida permitié una caracterizacion
farmacoldgica mas precisa (Arrang et al., 1987). De hecho, tanto a la tioperamida como
al clobenpropit, ambos antagonistas imidazodlicos, se les considera como antagonistas
clasicos y se siguen utilizado para caracterizar al H3R. No es de extrafiarse entonces, que
en un inicio tanto en la investigacion cientifica como en la industria farmacéutica
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consideraran como base al anillo imidazdlico tanto en el estudio como el disefio y
produccién de nuevos antagonistas. Sin embargo, estos antagonistas imidazdlicos
tenian muchos inconvenientes para ser utilizados clinicamente, entre los que se
encuentran: la inhibicién de citocromo P450, baja afinidad por el H3R humano (en
algunos casos), la falta de selectividad puesto que también presentaban afinidad para
HsR, una penetracion limitada en el cerebro y efectos téxicos tales como la
hepatotoxicidad, reportada con la tioperamida. Por ello se empezaron a obtener
ligandos no imidazélicos, que podria considerarse que pertenecen a la segunda
generacion de los ligandos de Hs3R; se trataba no solo de superar los inconvenientes de
los imidazdlicos sino que también tuvieran una mayor selectividad, un mejor perfil
farmacocinético y penetracion al CNS (Ganellin et al., 1988; Yang et al., 2002).

Una clasificacién muy general de los antagonistas de HsR de acuerdo a su caracteristica
estructural es la siguiente: imidazdlicos y no imidazélicos. Atendiendo a esta
clasificacién, en la presente Tesis doctoral evaluamos 20 ligandos en total, considerando
8 agonistas, de los cuales uno es no imidazdlico y 12 antagonistas, de los cuales 4 no son
imidazdlicos. En la tabla 8 (Materiales y Métodos) se citan las estructuras quimicas y
otras caracteristicas principales de los ligandos comerciales utilizados en este trabajo.

El primer ligando contemplado fue la histamina, el agonista endégeno del HzR. Su
estructura quimica esta constituida de un anillo imidazdlico y un grupo amino conectado
por una cadena corta de dos dtomos de carbono; asi que ese anillo imidazol fue clave
para la obtencién de nuevos ligandos agonistas puesto que si era sustituido la actividad
se perdia parcial o totalmente; la estrategia fue entonces hacer modificaciones
estructurales en la cadena lateral de la histamina los cuales también mostraban una alta
afinidad. El resultado fueron nuevos y potentes agonistas selectivos, en los que una
constante en todos ellos es el anillo imidazol (Garbarg et al., 1992).

El grupo metilo es uno de los grupos funcionales mdas dindamicos en las moléculas
biolédgicamente activas, de tal manera que mas del 60%% de los farmacos de molécula
pequefia contienen al menos un grupo metilo y es que la adiciéon a una estructura
guimica de este pequefio grupo funcional puede mejorar o cambiar sus propiedades de
manera significativa (Schonherr and Cernak, 2013). Sin embargo, la metilacion no puede
ocurrir en cualquier sitio y solo estd permitido en la posicion a y B. Fue asi como
surgieron el RAMH y su enantidmero el SAMH. La introduccidn de un grupo mas grande,
como un etilo o propilo elimina significativamente la actividad, esto era indicio que el
sitio de unidn es relativamente pequefio; sin embargo, hay otros factores en el disefio
de farmacos como lo demuestran Kitbunnadaj et al. (2004) quienes le dan rigidez a la
estructura con la incorporacidon en la cadena lateral de un anillo de piperidina. Esta
modificacion le da origen al immepip, un antagonista con un incremento en la afinidad
y eficacia. Debido a las ventajas que se generaba y partiendo del immepip, se sustituyé
el anillo de piperidina por uno de piridina que es mas rigido, de esta manera se obtuvo
a otro agonista, la immethridina.
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En algunos casos y como puede apreciarse con el siguiente ejemplo, hay una brecha muy
pequefia estructuralmente entre un agonista y un antagonista. Tomando como punto
de partida al agonista immepip, cuando a éste solo se alarga la cadena que une a los dos
anillos, es suficiente para que pase a ser un antagonista, el VUF 5681. Otro ejemplo
parecido, es el caso del imetit (agonista) por su cadena lateral que contiene una
isotiourea, esto es, tres grupos funcionales: un amino, imino y un tiol, una estructura
muy parecida al clobenpropit (Van der Goot et al., 1992). El BF2649 por su parte,
conocido como pitolisant (Wakix®) es un agonista inverso (no imidazélico) y de todos los
gue hemos evaluado es el Unico que ha sido aprobado para su uso en narcolepsia
(Ligneau et al., 2007a; Ligneau et al., 2007b; Ghamari et al., 2019).

Como ya habiamos comentado, la tioperamida esta considerada un antagonista clasico
del H3R y con el GT 2016 comparte un proceso de desarrollo secuencial en tiempo. La
tioperamida contiene en su estructura quimica lateral una tiourea, que le da efectos
secundarios indeseables y, por lo tanto, un limitado uso clinico; debido a eso, se
empezaron a obtener ligandos como el GT 2016 que carecia precisamente de este
componente (Tedford et al., 1995). Dentro de los antagonistas, también consideramos
dos derivados de productos naturales; la carcinina, un antagonista imidazélico (Chen et
al., 2004) y la conessina, un ligando selectivo no imidazélico y que se ha tomado como
base para la obtencidn de otros ligandos con mas ventajas farmacolégicas (Santora et
al., 2004). Ademds, se considerd el VUF 4904, un andlogo de la impentamina con un
grupo isopropil en el grupo amino de la cadena lateral (Wieland et al., 2001).

Debido a los efectos indeseables que genera el anillo imidazdlico, se empezaron a
obtener antagonistas no imidazélicos, un grupo de ligandos considerados como de
nueva generacion con respecto a HsR. Entre ellos estd el A331440 con un bifenilo
caracteristico y que presenta una alta selectividad para el H3R (Hancock et al., 2004). Los
ligandos JNJ 5207852 y JNJ 10181457 se obtuvieron mediante el analisis de las
caracteristicas estructurales comunes a varias series de ligandos no imidazdlicos dando
como resultado un modelo de farmacéforo. Este modelo condujo al disefio del JNJ
5207852, un antagonista a base de diamina con buena eficacia in vitro e in vivo pero con
una vida media larga indeseable. Sin embargo, mediante modificaciones estructurales
se obtuvieron varias series de compuestos que incluyen al JNJ10181457, con un perfil
farmacocinético relativamente mejorado (Bonaventure et al., 2007).

La modulacién directa de la sefializacion sobre D1R como potencial tratamiento de HD
no es factible por los efectos secundarios nocivos asociados. Un tratamiento
farmacoldgico enfocado a reducir la sefializacion de DiR que en el cerebro humano
forma complejos D1R-H3R puede ser beneficioso para prevenir o retrasar la muerte de
las células estriatales debido a que el DiR es un gran ejecutor de las cascadas de
sefializacion final que conducen a la muerte celular. Una alternativa consiste en
modificar indirectamente la sefializacién de D1R a través del receptor acompaiiante HsR,
gue es un neuromodulador de histamina. Esto se ve respaldado por el hecho de que D1R
estd en exceso sobre D;R en el estriado, por lo que es plausible que el primero se active
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mas significativamente que el segundo con el aumento de los niveles de DA (Moreno-
Delgado et al., 2020). Las propiedades farmacolédgicas del heterémero DiR-Hs3R
demuestran que es una diana factible, para prevenir los sintomas motores, cognitivos y
psiquidtricos de la HD, aunque sélo en las etapas iniciales.
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2. OBIJETIVOS

Las multiples evidencias experimentales generadas por nuestro grupo de investigacién
y otros grupos confirman la existencia de la formacién de heterémeros de GPCRs.
Asimismo, demuestran la relevancia farmacolégica y funcional de las modulaciones
alostéricas que se dan a través de las interacciones entre estos receptores, que los
convierten en nuevos blancos que repercutirdn en el desarrollo de nuevos farmacos mas
eficaces para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas. Considerando estos
aspectos nos planteamos una serie de objetivos que contemplan, por un lado, a los
receptores como entidades diméricas o multiméricas dotadas de propiedades
bioquimicas y funcionales Unicas y, por otro, el papel neuromodulador que posee el
receptor de histamina Hs. En base a esto, nuestra hipétesis es que los complejos de GPCRs
DiR-H3R, DiR-NMDAR y Hs3R-NMDAR pueden ser blancos farmacoldgicos en la
enfermedad de Huntington y que actuando de forma selectiva sobre ellos, podriamos
desarrollar terapias farmacoldgicas mds eficientes y que presenten menos efectos
secundarios. Para demostrar esta hipotesis se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo general

El objetivo general de esta Tesis es describir la localizacién y caracterizar farmacolégica y
funcionalmente los complejos heteroméricos de receptores DiR-H3R, D:R-NMDAR y H3R-
NMDAR para proponer estrategias terapéuticas para tratar la enfermedad de
Huntington, que actien de forma selectiva sobre dichos heterémeros. Tales estrategias
seran presumiblemente mas eficientes y presentaran menos efectos secundarios que las
terapias farmacoldgicas clasicas, basadas en la accién sobre GPCRs monoméricos.
Concretamente se pretende reducir farmacoldgicamente la sefial del receptor DiR de
dopamina para prevenir el daio celular producido por la sobreactivacion de este receptor
mediante el uso de agonistas, antagonistas o moduladores alostéricos del receptor de
histamina HsR, considerando el complejo de receptores DiR-HsR. También se pretende
determinar las modulaciones alostéricas que se producen en los complejos DiIRNMDAR y
HsR- NMDAR para dilucidar el papel de la activacion de NMDAR en la sefializacion celular
producida por DiR y H3R.
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Objetivos especificos

1.- Demostrar, a través de la técnica de Proximity Ligation Assay (PLA) en células control
STHAdh?"/?7y modelo de HD, STHdhQ111/Q111 |3 interaccidn directa y diferencial o no entre
los receptores D1R y NMDAR y entre HsR y NMDAR, asi como entre otros receptores
implicados en la enfermedad de Huntington.

2.- Evaluar las propiedades funcionales de los heterdmeros de receptores D1R-NMDAR y
H3R-NMDAR analizando la fosforilacion de ERK 1/2 y la produccién de AMPc en células
control y modelo de enfermedad de Huntington.

3.- Determinar la modulacién que ejerce una libreria de ligandos de H3R sobre el D4R en
el heterémero D1R-H3R, a nivel del efecto sobre la unién ortostérica de la dopamina y de
la activacion de proteinas G, asi como estudiar qué subtipos de proteinas Ga se
encuentran acoplados al heterédmero DiR-H3R y son activados por ligandos
dopaminérgicos y de histamina.

4.- Determinar la afinidad de unidn y la potencia y eficacia de sefalizacidn de una libreria
de ligandos de H3R sobre D1R-H3R con la finalidad de encontrar ligandos de HsR selectivos
del heterémero D1R-H3R que permitan modular la activacion del D1R.
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3. MATERIALES Y METODOS

Células y cultivos celulares

Las razones para elegir una linea celular particular son multiples y van desde la
naturaleza de los receptores enddgenos, proteinas o vias de sefializacion, la eficacia de
la expresidn heterdloga de proteinas de interés por la célula, el tamafio adecuado para
la manipulacidn, la tasa de divisidon apropiada hasta la susceptibilidad a manipulaciones
bioquimicas o inmunocitoquimicas, entre otros (Thomas and Smart, 2005). Para este
trabajo se emplearon las siguientes lineas celulares:

Linea celular con receptores endégenos

Se utilizaron células STHdhY /9 y STHdhQ11/A111 que son lineas celulares provenientes
de progenitores neuronales de estriado, inmortalizadas de forma condicional y descritas
(Trettel et al., 2000), que expresan niveles enddgenos de huntingtina con 7 repeticiones
de glutamina en la forma normal o Wild Type (Wt) (STHdh?7/?7) y 111 en |la forma mutada
0 HD (STHdh®111/Q111) Estas células fueron generadas a partir de embriones Hdh¥ y
Hdh@11 cultivadas en placas de 150 mm de didmetro y/o en flascones de 25 ml y
mantenidas en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) Gibco® by Life
technologies™, Maryland E.E.U.U) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS)
con el sistema del complemento inactivado por calor, aminoacidos no esenciales,
glutamina 293 mM, piruvato de sodio 50 pg /ml, penicilina 100 pg /ml, estreptomicina
100 pg/ml y Geneticina (G418) 400 pg /ml (Invitrogen) e incubadas a 33°C en atmésfera
humidificada de CO; al 5%.

Linea celular de neuroblastoma para transfeccion estable

Las células de neuroblastoma SK-N-MC se cultivaron en medio (Eagles Minimal Essential
Medium) suplementado con 10% de FBS, 50 pg/ml penicilina, 50 pg/ml de
estreptomicina, aminoacidos no esenciales, 2 mM de glutamina y 50 pug/ml de piruvato
de sodio a 37°C en una atmédsfera humidificada de 5% de CO, a 80% de confluencia. Para
obtener las células SK-N-MC que expresan establemente los receptores H3 y D1 humanos
(SK-N-MC / D1Hs), las células SK-N-MC que expresan establemente el H3R humano
(SKNMC / Hs) (provisto por Johnson & Johnson Pharmaceutical Research &
Development, LLC) se cultivaron hasta un 30-40% de confluencia en platos de 60 cm? en
presencia de 600 pg/ml G418 (Invitrogen) y se transfectaron con el ADNc
correspondiente a D1R humano usando Lipofectamine ™ 2000. Se permitié que las
células receptoras SK-N-MC / D1Hs se recuperaran durante 24 h antes de la adicién de
G418 y 300 pg/ml de higromicina B (Invitrogen), y las colonias que sobrevivieron a la
seleccion se cultivaron y analizaron sus perfiles de activacion mediante cambios en la
DMR (Distribucién dinamica de masa) para asegurar funcionalidad.

71



3. Materiales y Métodos

Linea celular para transfecciones transitorias

Las células HEK-293T (Human embryonic kidney) fueron cultivadas y mantenidas en
medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) suplementado con FBS 5%,
penicilina 50 50 pg/ml, estreptomicina 100 pug/ml, aminoacidos no esenciales, glutamina
2 mM y piruvato de sodio 50 ug/ml e incubadas a 37°C en atmdésfera humidificada de
CO; al 5%.

Ensayos de ligacion por proximidad (PLA, Proximity Ligation Assay).

Esta técnica in situ permite la deteccién de interacciones proteicas, tanto en células
como en cortes de tejido, similar a la inmunoprecipitacion, pero con la ventaja que no
requiere la solubilizacion de la membrana. La técnica consiste en el reconocimiento de
los receptores de estudio por dos anticuerpos primarios de especies diferentes, los
cuales son reconocidos a su vez por 2 anticuerpos secundarios marcados con
oligonucledtidos (PLA probes) capaces de generar una seial que se amplifica solo si las
proteinas estan lo suficientemente cerca (<16 nm). La sefial de cada pareja de PLA
probes se visualiza como un Unico punto fluorescente, que puede ser cuantificado y
asignado a una localizacién subcelular especifica basada en imagenes de microscopia.

La presencia de los heteromeros D1R-NMDAR, HsR-NMDAR, asi como A1R-D1R, A2aR-D2R
y D1R-D3R tanto en células Wt como en HD, se determiné a la vez que las interacciones
D3R-NMDAR D1R-CBiR, H3R-CB1R, receptores que no heteromerizan y que fungieron
como controles negativos del experimento, asi como la utilizacién de Unicamente un
anticuerpo (anti D1R o anti A2aR) que no da sefial de PLA (controles negativos de la
técnica). Los ensayos se realizaron con sus respectivas particularidades con el siguiente
protocolo:

Las células STHAh® /@7 y STHdhQ!11/Ql11 e cultivaron sobre cubreobjetos de vidrio y se
fijaron con paraformaldehido al 4% durante 15 minutos, se lavaron con PBS-glicina 20
mM para inactivar los grupos aldehido y se permeabilizaron con PBS-glicina que contiene
Tritdon X-100 al 0.2 % durante 5 minutos. Posteriormente las células se incubaron con
una solucién de bloqueo durante una hora a 37°C. Las muestras se trataron con
anticuerpos primarios especificos contra los receptores y se procesaron utilizando
sondas de PLA que detectan anticuerpos de conejo y cabra (sonda Duolink Il PLA frente
a conejo plus y sonda Duolink Il PLA frente a cabra minus). La PLA se llevé a cabo con
sondas que detectan anticuerpos de conejo o de ratéon (sonda Duolink Il PLA frente a
conejo plus y sonda Duolink Il PLA frente a ratén minus (Fig. 1). Los nucleos se marcaron
con Hoechst (1/200; Sigma-Aldrich. Las muestras se montaron con Mowiol al 30%
(Calbiochem). Finalmente, las muestras se observaron en un microscopio confocal Leica
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SP2 (Leica Microsystems) equipado con un objetivo de inmersion en aceite 63X
apocromatico (N.A. 1.4) y lineas laser de 405 nm y 561 nm. En cada campo se tomaron
imagenes en dos canales diferentes, uno para cada marcaje (azul para los nucleos, rojo
para los heteromeros) y siguiendo el eje Z, con una distancia entre imagenes de un
micrometro. El nimero de células que contiene uno o mads puntos rojos frente al total
de células (numero de nucleos en azul) y la ratio (r, nimero de puntos rojos/célula) en
las células que contiene puntos, se determiné mediante el software Duolink Image.

Fig. 1 Representaciéon esquematica de in situ Proximity ligation assay (PLA) (Extraido de Duolink® PLA).

Ensayo de Distribucion Dinamica de Masa (DMR)

Se midié un perfil de sefalizacion celular global o DMR (Dynamic Mass Redistribution
assay) usando un lector de placas multimodo EnSpire (PerkinElmer, Waltham,
Massachusetts, EE. UU.). En esta técnica se utiliza una placa de 384 pozos que contiene
un biosensor integrado que guia las ondas refractivas. De este modo, se pueden
observar los cambios en la densidad éptica que se miden a 150 nm por encima de la
superficie del sensor. Los movimientos de masa celular inducidos por la activacién del
receptor se detectan iluminando la parte inferior del biosensor con luz policromatica y
se miden como cambios en la longitud de onda de la luz monocromatica reflejada. Estos
cambios son una funcién del indice de refraccién. La magnitud de este cambio de
longitud de onda (en picémetros) es directamente proporcional a la cantidad de DMR
(Fig. 2). Las células SK-N-MC que expresan DiR, H3R o ambos receptores se
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resuspendieron y sembraron a una densidad de 10,000 células por pocillo en
microplacas de sensor de 384 pocillos en 30 ul de medio de cultivo mds G418 e
higromicina B y se cultivaron durante 24 h a 37°Cy 5% de CO,, para obtener monocapas
a 70-80% de confluencia. Antes de comenzar el ensayo, las células se lavaron dos veces
con tampdn de ensayo (MEM suplementado con HEPES 20 mM, pH 7.15, DMSO al 0,1%
y BSA al 0,1%) y se incubaron 2 h en 40 pul por pocillo en el lector a 24°C. En lo sucesivo,
se escaneo la placa del sensor, y se registrd una firma dptica de referencia durante 10
minutos antes de agregar 10 ul del agonista y se registréo durante 30 minutos. Los
resultados cinéticos se analizaron utilizando el software EnSpire Workstation v 4.10.

Step 1: Grow cells overnight to acquire Step 2: Add compound and measure
baseline measurement signals

PCR Dynamic Mass
.ﬂlo C .'_ Redistribution
Analytes ¢ 7

A7 ;ﬁ'ﬁ'-"' N

Broadband  Measurements \,,I/{vvm;(,(,‘;:h Bre »1! \r} Messurements Refl x 1

Source Wavele

Fig. 2 Fundamento de la técnica de DMR (extraido de Drug Discovery Trends, 2014).

Transformacion celular para produccion de plasmidos

Para la preparaciéon de los plasmidos de ADN, aproximadamente 25 ul de E. coli
guimicamente competentes (a-Select Bronze efficiency, Bioline) se mezclaron con 2 pl
de ADN e incubados en hielo durante 30 minutos. Los tubos fueron transferidos a un
bafio a 42°C durante 45 segundos y devueltos al hielo. Las células se resuspendieron en
250 pl de medio LBy se incubaron durante 1 hora a 37°C en constante agitacién de 220
rpm. Posteriormente a la incubacién, 100 pl de bacterias fueron propagados en placas
de LB agar con el correspondiente antibidtico para la seleccién. Las placas fueron
incubadas durante 16 horas a 37°C. Se recolectaron colonias individuales, que fueron
incubadas en 3 ml de LB con el antibiético apropiado a (20 pg/ml) durante 2 horas y
posteriormente transferidos a 200 ml de LB con el antibidtico correspondiente e
incubado a 37°C en agitacion constante durante 16 horas. Los cultivos se recogieron por
centrifugacién a 4500 rpm durante 10 minutos. El ADN fue purificado de la bacteria
utilizando kits de maxiprep de Qiagen y Life technologies siguiendo el protocolo
comercial. Una vez purificado el ADN se determind su concentracion con un
espectrofotémetro NanoDrop (Thermo Fischer Scientific).
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3. Materiales y Métodos

Transfeccion transitoria

La transfeccidn es una técnica empleada para introducir fragmentos de ADN foraneo en
células en cuestién. El método ideal en una determinada linea celular debe tener una
alta eficiencia de transfeccidn, una baja toxicidad, efectos minimos sobre la fisiologia
normal, facilidad de uso y reproducible (Kim and Eberwine, 2010).

La linea celular HEK-293T se transfectd de manera transitoria con el cDNA (D1R fusionado
a YFP y/o HsR a Rluc) por el método de PEI ramificado (PolyEthylenimine, Sigma, St.
Louis, MO, Estados Unidos), técnica con la que hemos obtenido una éptima eficacia de
transfeccion, y se realizé de acuerdo al protocolo de la casa comercial. Es necesario
mencionar que la fusién de RLuc y YFP a los receptores de Hz y D1 respectivamente, no
modifican los parametros de los experimentos de competicion ni de sefializacién celular,
tal y como describieron Ferrada et al. (2009).

Dia 1 (siembra).

Células de neuroblastoma SK-N-MC o de la linea celular HEK-293T se sembraron en
placas de cultivo de tamafio de 150 mm (para la obtencién de membrana) y en flascones
de 25 ml (para experimentos de sefializacion celular). Las células se mantuvieron en la
incubadora por 24 horas.

Dia 2 (transfeccion).

En este momento las células se encuentran totalmente adheridas a las placas y/o
flascones y tienen de un 40-50% de confluencia. Se prepard en primer término el mix
(NaCl + PEI) utilizando 150 mM de NaCl y 2 uM de polietilenimina ramificada (PEI). A
tubos de 50 ml se afiadid el NaCl y posteriormente se afiadieron las cantidades del ADNc
del receptor y/o receptores de estudio con agitacion en vortex. Enseguida se afiadio el
mix con una posterior agitacion en vértex e incubando por 10 minutos. Transcurrido este
tiempo, se afiadieron 10 ml de medio no suplementado (placa) o 2 ml (flascén). Esta
mezcla sustituyé por 4 horas al medio suplementado en que crecian las células,
transcurrido ese tiempo, se aspiraron y se afladié nuevamente el medio suplementado.
Asi permanecieron incubadas por 48 horas (dia 3).

Dia 4 (Experimento).

Para la obtencion de membrana se siguid con el protocolo que se cita posteriormente.
Para experimentos de sefializacion celular, 2 horas antes de iniciar el experimento se
sustituyd el medio de crecimiento por medio no suplementado, y posteriormente se
cuantificd la presencia de los correspondientes receptores de acuerdo con el protocolo
del siguiente apartado.
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Determinacion de la presencia equitativa y funcionalidad de los receptores Hs en
células HEK (H3R) y D1-Hs en HEK (D1R-H3R)

Con la finalidad de asegurar la presencia de un nivel equitativo, asi como la
funcionalidad del receptor Hs-Rluc en células HEK-293T, realizamos el cultivo y
transfecciones con diferentes cantidades de cDNA de HsR. Una vez transcurridas 48
horas después de la transfeccidn, se obtuvieron las membranas con las que
posteriormente se realizaron ensayos de competicion de [3H]-RAMH versus RAMH con
la finalidad de cuantificar el receptor (Bmax). Para cada tratamiento se cuantificé
también el valor de luminiscencia correspondiente (el H3R esta fusionado a una enzima
bioluminiscente, la luciferasa RLuc, que permite su deteccidn). La correlaciéon que se
presentd entre el valor de Bmax especifico (pmol/mg de proteina) y la expresion de
luminiscencia nos permitio: a) conocer la cantidad de cDNA del receptor Hs3R para
transfectar transitoriamente a las células al nivel requerido y b) que en experimentos
posteriores (tanto de unién de radioligandos como de sefializacion celular) al cuantificar
los valores de Rluc conoceriamos aproximadamente los valores de Bmax y de esta
manera se aseguraba el nivel y funcionamiento de HsR.

Con el mismo propdsito, pero ahora con los receptores D1y Hz (D1R-YFP-H3R-Rluc), se
realizd un experimento similar al anterior solo que manteniendo constante uno de los
receptores y variando la cantidad del otro y viceversa. Para cuantificar los niveles de D1R
se realizaron ensayos de competicion de [2H]-SCH 23390 versus SKF 81297. En este caso
el receptor D1R esta fusionado a la proteina fluorescente amarilla (YFP). De igual manera
la correlacion entre el valor de Bmax especifico (pmol/mg de proteina) y la expresién de
fluorescencia nos permitié conocer la misma informacion que para HsR. Para determinar
los niveles de H3R en (D1R-YFP-HsR-Rluc) se usaron las mismas condiciones sefialadas en
el primer experimento.

Para la determinacién de luminiscencia (HsR-Rluc) y fluorescencia (D1R-YFP), las células
se resupendieron con tampdn HBSS (Hank’s balanced salt solution que contiene NaCl
137 mM, KCI 5 mM, NaHPO4 0.34 mM, KH2PO4 0.44 mM, CaCl; 126 mM, MgS04 0.4 mM,
MgCl, 0.5 mM y HEPES 10 mM pH 7.3), se centrifugaron a 3200 rpm por 5 minutos, el
sobrenadante se aspird y se resuspendieron nuevamente con el tampon HBSS. Se
ajustaron a 2 mg/ml de proteina mediante el ensayo de Bradford (Bio-Rad Laboratories,
Hércules, California, E.E.U.U.) utilizando albimina de suero bovino como patrén. La
luminiscencia se cuantificé a 480 nM en una placa blanca de 96 pocillos a los 10 minutos
de la adicidn de la coelenterazina H5 uM (P.J. K. GmbH, Kleinblittersdorf, Alemania). La
fluorescencia fue determinada en placas de 96 pocillos negras con fondo transparente
(Porvair Sciences Ltd Leatherhead, R. U.) cuya excitacion se da a una A de 485 nm y emite
a 510 nm. Para la cuantificacion de ambos se realizé con un aparato MITRAS LB 940 HTS
Il multimode reader (BERTHOLD Technologies).
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Experimentos de seiializacion celular

Se realizaron los siguientes experimentos de sefializacion celular: la fosforilacién de ERK
1/2 y la determinacion de los niveles intracelulares de AMPc en dos bloques distintos.

En primera instancia se hicieron experimentos de la fosforilacién de ERK 1/2 y AMPc en
células STHAh® /@7y STHdhQ111/A1L ytilizando los ligandos de la tabla 1.

Tabla1l Agonistas y antagonistas de los receptores D:R, H3;R y NMDAR utilizados para la primera
serie de experimentos de sefializacion celular

RECEPTOR AGONISTA ANTAGONISTA
DiR SKF-81297 SCH-23390
NMDAR NMDA MK-801
HsR RAMH Tioperamida

En un segundo bloque se hicieron estos ensayos con las células HEK-293T transfectadas
transitoriamente con los receptores D1 y Hs (D1R-YFP-H3R-Rluc). En ambos casos, los
experimentos se realizaron con los siguientes protocolos:

Determinacion de la fosforilacion de ERK 1/2 (Extracellular signal-regulated kinases).

Las células STHdhY /Y y STHdhQ'11 /A1 con receptores enddgenos, no dependen de las
pausas de tiempo al que son sometidas las células transfectadas transitoriamente por lo
qgue una vez que los cultivos alcanzaron el 80% de confluencia iniciamos con el
experimento. Mientras que las células HEK-293T transfectadas transitoriamente es
hasta las 48 horas después de la transfeccion como lo establece el protocolo.

Ambos tipos de células se cultivaron en flascones de 25 ml y dos horas antes del
experimento, el medio suplementado con el que crecian fue cambiado por medio no
suplementado (este procedimiento evita la interaccién entre componentes del FBS y las
células que puedan dar lugar a variaciones en los niveles de fosforilacion de ERKs 1/2) a
continuaciéon, se activaron con la adicion de los ligandos a las concentraciones
correspondientes por 7 minutos (este tiempo fue determinado por un experimento
inicial de dosis-respuesta). Una vez pasado este tiempo de cada activacion, se pusieron
en hielo y se hicieron 2 lavados con PBS al 1% (PBS; NaCl 140 mM, KCI 3 mM, Na;HPO4 4
mM, KH2POs 1.5 mM, pH 7.2). A continuacidn, se lisaron las células con 500 uL de
tampodn de lisis a 4°C (50 mM de Tris-HCl pH 7.4, 50 mM de NaF, 150 mM de NaCl, 45
mM de glicerol-3-fosfato, 0.02mM de éxido de fenil-arsina, 0.4 mM de NaVOsy Tritdn
X-100 al 1%) que contenia también inhibidores de proteasas y de fosfatasas. Se
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resuspendieron con ayuda de un raspador de células y se centrifugaron a 13 000 x g
durante 10 min y 4°C para separar la parte citoplasmatica del resto. Hicimos la
determinacién de proteinas del sobrenadante utilizando el método BCA (bicinchoninic
acid assay) (Pierce Chemical Co., Rockford, IL, USA) utilizando albimina de suero bovino
como estandar y ajustamos todas las muestras a la misma concentracién de proteina
con el tampdn de lisis y se agregd el SDS correspondiente y posteriormente todas las
muestras se calentaron por 10 minutos a 100°C. Para el Western-blot, se separaron
cantidades equivalentes de proteina (10 pg) por electroforesis en un gel de
poliacrilamida y SDS (SDS-PAGE) al 7.5% y posteriormente las proteinas se transfirieron
a una membrana de PVDF-FL Immobilon-FL (Millipore).

La membrana se incubd con el tampdn de bloqueo Odyssey (LI-COR Biosciences, Lincoln,
Nebraska, USA) durante 90 min y posteriormente toda la noche con una mezcla del
anticuerpo de ratén anti-fosfo-ERK1/2 (1:2500, Sigma), para medir la fosforilacion de
ERK 1/2, y el anticuerpo de conejo antiERK1/2 (1:40000, Sigma) que reconoce tanto las
ERK 1/2 fosforiladas como las no fosforiladas. Las bandas se visualizaron por incubacidn
con una mezcla de un anticuerpo anti-conejo IRDye 680 (1:10000, Sigma) y un
anticuerpo anti-ratén IRDye 800 (1:10000, Sigma) durante 1 h. La membrana se escaned
mediante el escaner de infrarrojos de Odyssey (LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska,
Estados Unidos). Las densidades de cada banda se cuantificaron usando un programa de
software exportado a Excel (Microsoft, Redmond, WA, Estados Unidos). El nivel de
proteina fosforilada se normalizd respecto a la intensidad de las bandas de proteina ERK
1/2 total.

Determinacion de la concentracion de AMPc

Como lo habiamos comentado, las células STHdh®’ /97 y STHdhQ!11/Q1 con receptores
enddgenos, no dependen de las pausas de tiempo al que son sometidas las células
transfectadas transitoriamente por lo que una vez que los cultivos alcanzaron el 80% de
confluencia iniciamos con el experimento. En este experimento las células fueron
pretratadas o no durante 15 minutos con los ligandos a las concentraciones indicadas
en las figuras y durante otros 15 minutos mas con forskolina.

Por su parte a las células HEK-293T una vez transcurridas las 48 horas después de la
transfeccidn, se cuantificaron los valores de Rluc y YFP como se menciona en la seccién
Determinacion de la presencia equitativa y funcionalidad de los receptores Hz en células
HEK (H3R) y Di-H3 en HEK (DiR-H3R) y asegurar de esta manera la presencia y
funcionalidad de los receptores (D1R-YFP-HsR-R/uc). Con estas células se realizaron dos
series de experimentos distintos:

En la primera serie, se evaluaron los efectos de los agonistas sobre los niveles de AMPc
estimulados previamente por la forskolina, para ello, las células fueron pretratadas con
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forskolina 0.25 pM durante 15 minutos y después otros 15 minutos con la bateria de
agonistas de HsR a diferentes concentraciones en un rango de (0.01 nM - 10 uM).

En la segunda serie, las células fueron pretratadas 15 minutos con la bateria de
antagonistas H3R a diferentes concentraciones en un rango de (0.1nM - 1uM) enseguida,
otros 15 minutos con una concentracion fija de RAMH (100 nM) y otros 15 minutos con
forskolina 0.50 uM.

La determinacion de AMPc se realizé con el siguiente protocolo:

El procedimiento inicial es similar para el experimento de las ERKs. Las células se
sembraron en flascones de 25 ml y cuando alcanzaron un 80% de confluencia o bien
transcurridas las 48 horas, se mantuvieron 2 horas con medio no suplementado (este
procedimiento evita la interacciéon entre componentes del FBS y las células que puedan
dar lugar a variaciones en los niveles de AMPc intracelular). Las células se
resuspendieron con ayuda de un raspador de células, después se centrifugaron a 1500
rpm por 3 minutos, posteriormente se resuspendieron en un medio de cultivo que
contenia HEPES 5 mM, zardaverina 32 uM (Tocris Bioscience; Bristol, UK) y BSA 0.1% a
un pH de 7.4 (tampdn de estimulacidn), se cuantificaron y después se colocaron en
microplacas de 384 pocillos. Las células se activaron con los ligandos correspondientes
(que tienen como base el tampdn de estimulacidn) de acuerdo al experimento en
cuestion (arriba). La determinacion cuantitativa de la produccidon de AMPc se realizé una
hora después de la incubacién con anticuerpos especificos para AMPc (reactivos de
deteccion) a temperatura ambiente. Las medidas de la transferencia homogénea de
energia fluorescente resuelta en el tiempo (HTRF) se realizaron con un kit LANCE® Ultra
cAMP (Perkin-Elmer®). La fluorescencia se analiz a 665 nm con un lector de microplacas
PHERAstar Flagship equipado con un mdédulo éptico para HTRF (BMG lab Technologies,
Offenburg, Alemania).

El fundamento del ensayo de determinacidn de AMPc intracelular es un TR-FRET entre
el AMPc del kit marcado con europio excitado a una A de entre 320y 340 nm y que emite
aunaAde 615 nmy el fluordforo de los anticuerpos frente a AMPc capaz de absorber la
energia de emisidon del Eu y emitir a una A de 665 nm. El ensayo consiste en una
competiciéon por la unién al anticuerpo marcado con el fluoréforo entre el AMPc
marcado con Eu y el AMPc intracelular, que provoca cambios en la sefial de TR-FRET. El
resultado se expresa como el porcentaje de disminucién en el nivel de AMPc intracelular
con respecto al 100 % representado por el tratamiento solo con forskolina (Fig. 3).
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Fig. 3 Fundamento del ensayo de determinacién de cAMP intracelular. (Extraido de LANCE® Ultra cAMP.
Perkin-Elmer).

Ensayo de BRET

Para determinar la formacion del heterotetrdmero DiR-DiR-H3R-H3R en células
transfectadas, se cotransfectaron células HEK-293T transitoriamente con polietilenimina,
con una cantidad constante de vectores de expresion que codifican para D1R fusionado a
la parte N-terminal de la proteina luminiscente RLuc (D1R-nRLuc), D1R fusionado a la parte
C-terminal de RLuc (DiR-cRluc) y con cantidades crecientes de los vectores de expresién
correspondientes a HsR fusionado a la parte N-terminal de la proteina YFP (H3R-nYFP) y
HsR fusionado a la parte C-terminal de la proteina YFP (H3RcYFP). Las células obtenidas
fueron lavadas y resuspendidas en PBS. Para determinar la expresién de Venus
reconstituida, se distribuyeron 20 pg de proteina en placas de 96 pocillos (placas negras
con fondo transparente) y fue cuantificada la emisiéon a 530 nm después de la excitacion
a 500 nm con un Mithras LB940 (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Alemania). La
expresion de proteina fluorescente se determind como la fluorescencia de la muestra
menos la fluorescencia de las células que expresan los receptores fusionados a nRLuc y
cRLuc. En paralelo, la luminiscencia y la sefial BRET se determinaron como la relacién de
la luz emitida por Venus (530 nm) sobre la emitida por la coelenterazina H (485 nm) 1
minuto después de la adicién de 5 uM de coelenterazina H (Invitrogen) usando un Mithras
LB940. Para cuantificar la expresién del receptor-RLuc, también se realizaron lecturas de
luminiscencia después de 10 minutos de la adicidn de coelenterazina H. EI BRET neto se
definié como [(emisidn de longitud de onda larga) / (emision de longitud de onda corta)]
- cf.], donde cf. corresponde a [(emisidn de longitud de onda larga) / (emisién de longitud
de onda corta)] para el receptor - RLuc expresado solo en el mismo experimento. BRET se
expresa como unidades miliBRET (mBU; net BRET 1000). Los datos se ajustaron a una
ecuacién de regresién no lineal, asumiendo una curva de saturacion monofasica con el
software GraphPad Prism 5.

Ensayos de BRET de activacion de proteina G

Los ensayos de BRET se aplicaron también para detectar eventos inducidos por el ligando
del receptor de activacion de distintos subtipos de proteina Gi/o, transfectando células
HEK-293T con vectores de expresion que codifican la subunidad de proteina Gai/o
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fusionada a RLuc 8 y la proteina Gy2 fusionada a mVenus para el par BRET, junto con
el/los receptor/es de interés y construcciones GB1 sin etiquetar como se reporté
previamente (Sanchez-Soto et al., 2016). Las células obtenidas se lavaron y
resuspendieron en solucién salina tamponada de fosfatos. Aproximadamente 200,000
células/pocillo se distribuyeron en placas de 96 pocillos, y se afiadid coelenterazina H 5
UM (sustrato para luciferasa) a cada pocillo. Dos minutos después de la adicién de
coelenterazina H, se agregaron agonistas a cada pocillo, mientras que los antagonistas
se agregaron 10 minutos antes de la coelenterazina. La fluorescencia del aceptor se
cuantificé (excitacion a 500 nm y emisién a 540 nm con registros de 1 s) en Mithras
LB940 (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Alemania) para confirmar los niveles
constantes de expresion en los experimentos, paralelamente, se determind la sefial
BRET del mismo lote de células como la relacién de la luz emitida por mVenus (530 nm)
sobre la emitida por RLuc (485 nm). La activacion de la proteina G se calculé como el
cambio BRET (relacion BRET para el farmaco correspondiente menos la relacion BRET en
ausencia del medicamento) observado 10 minutos después de la adicién de los ligandos.
Las curvas BRET se analizaron por regresién no lineal utilizando el Prism 5 comercial
(software GraphPad).

Ensayos de CODA-RET (COmplemented Donor-Acceptor Resonance Energy Transfer)

Las células HEK-293T se cotransfectaron con Gail-mVenus humano, GB1 y Gy2 sin
etiquetar, y el par de receptores de interés se fusionaron con la hemiproteina RLuc 8
correspondiente usando polietilenimina en una proporcién 1:2 en placas de cultivo
celular de 100 cm?. Todos los experimentos se realizaron aproximadamente 48 horas
después de la transfeccidn. Las células fueron obtenidas, lavadas y resuspendidas en
solucién salina tamponada con fosfatos. Se distribuyeron aproximadamente 200,000
células / pocillo en placas de 96 pocillos, y se agregaron agonistas dos minutos después
de la adicién de Coelenterazina H 5 uM a cada pocillo. Se agregaron antagonistas 10
minutos antes de la coelenterazina H. Se cuantificd la fluorescencia del aceptor
(excitacién a 500 nm y emisién a 540 nm con registros de 1 segundo) en Mithras LB940
(Berthold Technologies, Bad Wildbad, Alemania) para confirmar los niveles constantes
de expresidn a través de experimentos. Paralelamente, se determiné la sefial BRET del
mismo lote de células como la relacion de la luz emitida por mVenus (530 nm) sobre la
emitida por RLuc (485 nm). La activacion de la proteina G se calculé como el cambio
BRET (relacién BRET para el farmaco correspondiente menos la relacion BRET en
ausencia del farmaco) observado 10 minutos después de la adicién de los ligandos. Los
valores de Emax se expresaron como el porcentaje del efecto de cada ligando sobre el
efecto de la dopamina o la histamina dependiendo del experimento. Los datos se
ajustaron a una ecuacion de regresién no lineal, suponiendo una curva de
dosisrespuesta monofasica con el software GraphPad Prism 5. La cantidad y proporcién
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transfectadas entre el receptor y las proteinas G heterotriméricas se analizaron para
determinar el rango dindmico optimizado en BRET inducido por farmacos.

Ensayos de union de radioligandos

Las técnicas de unién de radioligandos a receptores constituyen una herramienta para
el estudio farmacoldgico del receptor, permitiendo tanto el establecimiento de las
caracteristicas intrinsecas del mismo como la determinacion de la afinidad y selectividad
qgue el radioligando u otros ligandos tienen por el receptor a estudio, siendo de gran
interés en el desarrollo de nuevos farmacos. La versatilidad del uso de preparados de
membrana radica en la ausencia de la maquinaria de sefializacidn intracelular y permite
de esta manera la deteccién de interacciones alostéricas entre receptores adyacentes
(dimeros). Estos ensayos son reacciones quimicas reversibles que tienen lugar entre un
ligando marcado radioactivamente, un receptor y un competidor en un medio
determinado.

En este tipo de ensayos, existe la particularidad de que el radioligando que ha
conseguido unirse al receptor es facilmente detectable gracias a la técnica del contaje
mediante centelleo liquido. El marcaje con un radiois6topo no suele variar las
caracteristicas fisicoquimicas del ligando. Por lo tanto, se deberd disponer, por un lado,
de un radioligando adecuado y con la suficiente selectividad (capacidad de
discriminacion frente a otros receptores y subtipos del mismo) y afinidad. La reaccién
tiene lugar en un medio en el que se han fijado previamente parametros como la
concentracion de radioligando y proteina, pH, temperatura y concentraciones del
ligando no marcado entre otros. Todos estos factores se controlaron puesto que pueden
influenciar en gran medida la unién del radioligando al receptor a estudio. Los isdtopos
radiactivos tritiados que utilizamos tienen una vida media relativamente larga, ademas
gue estos isétopos cumplen con el requisito de no variar las propiedades fisicoquimicas
ni la actividad bioldgica del compuesto y tienen una actividad especifica de 30-100
Ci/mmol.

Los radioligandos empleados en este trabajo fueron: [3H]-SCH 23390, antagonista de
DiR y [3H]-RAMH agonista del H3R (ambos de Perkin Elmer Life and Analytical Sciences,
Wellesley, MA). La alta afinidad de estos ligandos ha permitido su uso en las formas
tritiadas para la identificacién de sus receptores en preparaciones de membranas
celulares.

En términos generales, en los ensayos de desplazamiento o competicidn se incuba el
radioligando a una concentracidn fija con la suspension proteica (membrana) junto a
concentraciones crecientes de un ligando frio o no marcado que puede ser el mismo
ligando o bien un agonista o antagonista que también se una al receptor en el mismo
sitio. En ausencia del ligando competidor, el radioligando esta unido a una fraccién de
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receptores, de tal manera que al incrementar la concentracién del inhibidor compite con
el radioligando y lo desplaza de su sitio de uniéon disminuyendo el complejo
radioligandoreceptor. La unién inespecifica se mantiene constante sea cual sea la
concentracion del ligando competidor, dado que no es saturable.

En esta Tesis se realizaron dos series de experimentos de unién de ligandos, ambos
fueron ensayos de competicidn y las particularidades se mencionan a continuacién, el
resto del protocolo es comun en ambos experimentos.

El primer grupo de experimentos de unidn de ligandos se realizé utilizando membranas
de células de neuroblastoma humano que expresan los receptores Hzy D1 (SKNMC/D1Hs)
de manera estable. El radioligando utilizado fue el [3H]-SCH 23390 (antagonista de DR)
gue compitié con la dopamina no marcada en un rango de concentraciones de 0.001 nM
a 10 uM, en ausencia y presencia de concentraciones fijas de una bateria de ligandos del
receptor Hs de histamina (tabla 8). La unidn inespecifica se determiné en la presencia de
SCH 23390 10 puM.

El segundo bloque de experimentos de unién de radioligandos se realizé utilizando
membranas de células HEK-293T transfectadas transitoriamente con los receptores D1
y/o Hs (D1R-H3R) y (H3R-H3R). El radioligando utilizado fue el [2H]-RAMH (agonista del
HsR) que compitioé con la bateria de ligandos no marcados de la tabla 8 considerando un
rango de concentraciones diferentes de 0.01 nM a 10 pM. La unidn inespecifica se
determind en la presencia de RAMH 10 uM. Los niveles del H3R en las células HEK
transfectadas con HszR-H3R y DiR-H3R fueron determinadas por ensayos de unidn
puntuales de [*H]-RAMH versus RAMH y para D1R con [3H]-SCH 23390 versus SKF 81297.

Libreria de ligandos de H3R

Los ligandos selectivos del H3R en base a su estructura quimica fueron 6 agonistas, un
agonista inverso (no imidazélico) 8 antagonistas imidazélicos y 4 antagonistas no
imidazélicos. En la tabla 8 se muestran sus estructuras quimicas y otros aspectos
relacionados a su afinidad y selectividad. Todos los compuestos fueron de (Tocris
Bioscience; Bristol, UK y de Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA).

Amplificacion de células

Debido a que este tipo de ensayos requieren una gran cantidad de proteina, en primer
término, iniciamos con la amplificacién de células de acuerdo al experimento a realizar y
con las condiciones sefaladas en el apartado Células y cultivos celulares. Una vez que se
conté con una cantidad adecuada de placas, en el caso de las células SK-N-MC/D1Hs se
procedido a la obtencién de membranas; en el caso de las células HEK-293T se
transfectaron como se indica en el apartado de Transfeccion transitoria. Transcurridas 48
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horas después de la transfeccion tal y como lo establece el protocolo, procedimos a la
obtencién de membrana.

Preparacion de membranas para ensayos de union de radioligandos.

Iniciamos con la obtencidn de membranas aspirando el medio a cada placa y partir de
este momento se trabajo manteniendo estrictamente la temperatura a 4°C. En seguida
se agregaron 4 ml de tampdn frio de fosfato salino al 1%, se desengancharon de las
placas y esta preparacion se centrifugd a 1,000 g por 3 min a 4°C, se desechd el
sobrenadante y las células fueron resuspendidas en 4 ml de tampén frio de Tris-HCI 50
mM pH 7.4 conteniendo una mezcla de inhibidores de proteasas 1/1000, (Sigma, St.
Louis, MO, USA) este ultimo para evitar degradaciones proteicas durante el proceso.
Posteriormente fueron homogenizadas 3 veces por un periodo de 5 segundos con un
Polytron (PTA 20 TS rotor Kinenatica, Basel, Switzerland, ajustado a 3) manteniendo
siempre la preparacion en hielo. Las membranas fueron obtenidas por centrifugacién a
105,000 g por 45 minutos a 4°C, el sobrenadante fue desechado y se resuspendieron
nuevamente con Tris-HCI 50 mM pH 7.4 repitiendo el proceso de homogenizacion y
centrifugacion bajo las condiciones ya descritas, posteriormente se guardaron los pellets
a -20°C para su uso en ensayos de union de radioligandos. Para las células HEK-293T
transfectadas transitoriamente, con la finalidad de conocer si realizamos bien la
transfeccion y tenemos receptores funcionales al nivel requerido y equitativo,
realizamos una cuantificacion de fluorescencia y luminiscencia a una de las placas del
cultivo celular como se cita en el apartado Determinacion de la presencia equitativa y
funcionalidad de los receptores Hs en células HEK (H3R- H3R) y Di-Hsz en HEK (D1R-H3R). Si
los valores de fluorescencia y luminiscencia entraban en un rango establecido,
aseguraba en gran medida la presencia y funcionalidad de los receptores. Ensayos de
union de radioligandos.

El dia del experimento, el pellet se resuspendié en 4 ml de Tris-HClI 50 mM frio, se
homogenizé con el Polytron manteniendo siempre la preparacién en hielo y se tomé
una muestras para la realizacion de la primera determinacidn de la concentracién de
proteina mediante el ensayo de BCA (bicinchoninic acid assay) usando diluciones de
albumina de suero bovino como estandar y de esta manera se determiné el volumen de
Tris-HCI 50 mM pH 7.4 que se afiadid para tener una suspension de membrana de 0.2
mg de proteina/ml. La preparacion se centrifugd a 105 000 x g durante 45 minutos a 4°C,
se elimind el sobrenadante y se agregd el volumen de tampdn de Tris-HCI 50 mM pH 7.4
frio calculado por el pre-BCA., se homogenizd con el Polytron durante 5 segundos y
nuevamente se tomé una muestra para la segunda determinacidn de proteinas
(postBCA) que es la cantidad de proteina por vial.

Los ensayos se llevaron a cabo en tubos conteniendo la membrana suspendida (0.2 mg
de proteina/ml), Tris-HCI 50 mM pH 7.4, 10 mM de MgCl, y una concentracion fija de
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radioligando tritiado de acuerdo al experimento (como se cita arriba). Los tubos se
incubaron por 2 horas a 25°C. La unién inespecifica se obtuvo incubando el ligando con
la proteina y ademds con un exceso de un ligando frio que puede el mismo que se utilizé
como radioligando o uno distinto pero que presente una afinidad nano molar para el
receptor.

El ligando no unido o libre se separd del unido por filtracidn rapida de alicuotas de 500
ul en un recolector celular (Brandel, Gaithersburg, MD, USA) a través de filtros Whatman
GF/C embebidos en polietilenimina al 0.3%, posteriormente se lavaron con 5 ml de
TrisHCI frio por 5 segundos. Los filtros fueron incubados con 10 ml de liquido de
centelleo (Perkin EImer, Boston, MA, USA) durante toda la noche en agitacidn constante
y a temperatura ambiente. Posteriormente, el contaje de la radioactividad lo
efectuamos con el contador de liquido de centelleo Tri-Carb 2100 o 2800 (Perkin EImer,
Boston, MA, USA), con una eficiencia del 62% (Sanchez-Soto et al., 2016; Sarrio et al.,
2000).

Andlisis de datos:

Los datos fueron analizados de acuerdo al “modelo dimérico de dos estados”
“Twostatedimer model” de Casado et al. (2007). El modelo asume dimeros de GPCR
como una unidad funcional principal y brinda un analisis mas robusto y contundente de
los parametros obtenidos de los experimentos de competicidn con ligandos ortostéricos,
comparado con el usado comunmente “el modelo con dos sitios independientes”
“two(Casadd et al., 2007) independent-site model” (Casadd et al., 2007; Ferré et al.,
2014). (Vincent Casado et al., 2007b)En experimentos de competiciéon el modelo analiza
las interacciones de los radioligandos con un ligando competidor y proporciona la
afinidad del ligando competidor para el primer protémero en el dimero vacio (Kpg1), la
afinidad del ligando competidor por el segundo protdmero cuando el primer protdmero
aun estd ocupado por el ligando competidor (Kps2) o por el radioligando (Kpag), y un
indice de cooperatividad del ligando competidor (Dcg). Un valor positivo o negativo de
Dcg implica un incremento o decremento en la afinidad de Kpsz versus Kpg1 y su valor
absoluto proporciona una medida del grado de incremento o decremento de afinidad.

Las curvas de competicion de radioligandos fueron analizadas por una regresién no lineal
usando el software Grafit curve-fitting (Erithacus software, Surrey, UK), ajustando los
datos del binding al modelo mecanistico de dimeros de receptores, como se describe
con detalle en Casadd et al, 2009. Para calcular las constantes de disociacion
macroscépicas en equilibrio de experimentos de competicion la siguiente ecuacion fue
considerada:

A unido= (Kpa2A + 2A2 + Koa2A B / Koas) Rt/ (Kpa1 Koa2 + Koa2A + A2+ Koa2 A B / Koas + Koai Kpaz
B / Kpg1 + Kpa1 Kpa2 Bz/ (KDsl Kosz)) + A unién no especifica (1)
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Esta ecuaciodn aplica para el experimento de la tabla 2 de la seccidn de Resultados.
Donde A representa la concentracion del radioligando libre (el antagonista del D1R
[3H]SCH 23390), Rres la cantidad de receptores diméricos, Kpa1y Kpa2 son las constantes
de disociacion macroscépicas en equilibrio que describen la unién de la primera y
segunda molécula del radioligando (A) al receptor dimérico; B representa la
concentracion del compuesto competidor del ensayo (dopamina); por su parte Kpgi Y
Kps2 son las constantes de disociacion macroscdpicas en el equilibrio del primer y
segundo sitio de B, respectivamente. Mientras que, Kpags es la constante de disociacion
hibrida de equilibrio radioligando/competidor, la cual es la constante de disociacién de
la unién de B al receptor dimérico semicopado por A.

El indice de cooperatividad del ligando competidor (dopamina) fue calculado mediante la
siguiente expresion (Casadé et al., 2007; Gracia et al., 2008).

Dce = log (4Kps1/Kbs2)

Cuando el valor es cero no hay cooperatividad, un valor positivo o negativo indican
cooperatividad positiva y negativa respectivamente.

Para la segunda serie de experimentos de unién de radioligandos en el cual el radioligando
A ([3H] RAMH) presenta un comportamiento no cooperativo (Casadd et al.,
2007; Franco et al., 2006) la ecuacién 1 fue simplificada a la ecuacién 2 debido a que

Kpa2= 4Kpa1 ¥ Kpas= 2Kpg1 por lo tanto:

A unido= (4KDA1 A+ 2A2 + 4Kpa1 A B/ KDAB) Rt / (4KDA12 + (4KDA1 A+ A2 + 4Kpa1 A B / Kpas +
4Kpa1? B / Kos1 + 4Koa1? B? / (Kos1 Kps2)) + A unidn no especifica. (2).

Analizamos los datos con el programa de regresiéon no lineal Grafit (Erythaws, UK). Para
el cdlculo de la constante de afinidad aparente (ICso), los datos se ajustaron a los
modelos de uno o dos estados descritos en Casado et al. (2009).

Los valores de constante de disociacion del inhibidor fueron calculados mediante la
ecuacién de Cheng and Prusoff (1973), donde ICsp es la concentracién del ligando frio o
no marcado que inhibe el 50% de la unidn del radioligando, [F] es la concentracién del
radioligando usado, Kp es la constante de afinidad del radioligando por el receptor y Ki
es la constante de equilibrio de la disociacién para un inhibidor competitivo del receptor:
Ki= |C5o(1 + [F]/KD)

86



3. Materiales y Métodos

Andlisis estadistico para ensayos de union de radioligandos

El uso de un ajuste bifasico o monofasico es seleccionado de acuerdo al valor de x> dado
por el programa de regresion no lineal. El test de significacidon para dos poblaciones con
una varianza diferente se basa en la distribucion de F. Utilizando el test F, una
probabilidad mayor al 95% (p < 0.05) se considera como criterio para la seleccién del
modelo mds complejo (bifasico). Los valores de ICso obtenidos con el uso de las
ecuaciones anteriores tienen un significado ambiguo, ya que dependen del radioligando
utilizado. Mediante el uso de la ecuacion de Cheng and Prusoff (1973), que correlaciona
las constantes aparentes ICso, ICson Yy ICso. del compuesto B con las correspondientes
constantes de disociacién Kp, Kon y Ko.. De esta manera hemos sido capaces de
determinar los valores de afinidad de los diferentes ligandos de HsR para el receptor de
Hs en la ausencia o presencia de D1R, de forma independiente del radioligando utilizado
y su concentracion.

Andlisis de datos para los demds experimentos

Los resultados estdn expresados como promedios * SEM. Las comparaciones
estadisticas fueron realizadas con pruebas de t de Student o ANOVA de una via seguida
por post hoc de Dunnett o Bonferroni. Las diferencias fueron consideradas
estadisticamente significativas cuando el valor de p era inferior a 0.05 y como se
menciona en los pies de figura.
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Estructuras quimicas, nombres y una breve descripcion de la bateria de ligandos

evaluados que corresponden a los agonistas, antagonistas imidazédlicos y antagonistas no
imidazélicos (Tocris.com/pharmacology/histamine-h3-receptors).

ESTRUCTURA QUIMICA CARACTERISTICAS

Histamine dihydrochloride

Chemical Name:
2(4lmidazolyl)ethylamine
dihydrochloride

I MHz
o
ZHCI

Description: Endogenous histamine receptor
agonist

Biological Activity. Endogenous agonist at histamine
receptors (Hi4).

Technical Data. M. Wt.: 184.07

Formula CsHgN3.2HCI

Imetit dihydrobromide

Chemical Name: 5-[2-
(Imidazol-

5 MNH
<y:]//“xvz \Tp
M MH;
H

Description: Standard Hs and Ha agonist (Hs > Ha)

Biological Activity An extremely potent, high affinity
agonist at Hs and Ha receptors (Ki values are 0.3 and

Chemical Name: 4-
(1HImidazol-
4dylmethyl)piperidine
dihydrobromide

AN NH

2HBr

2HBr H
4yl)ethyl]isothiourea 2.7 nM respectively).
dihydrobromide
Technical Data. M. Wt.: 332.06
Formula CeH10N4S.2HBr
Immepip dihydrobromide Description: Standard Hs agonist. Also Hs agonist

Biological Activity Potent histamine Hs receptor
agonist. Also binds to Ha receptors (Kivalues are 0.4
and 9 nM at human recombinant Hs and Ha
receptors respectively). Equipotent to or slightly
more active than (R)-a-methylhistamine at Hs
receptors.

Technical Data. M. Wt.: 327.06

Formula CoH1sN3.2HBr

Immethridine
dihydrobromide

Chemical Name:
4(1HImidazol-
4ylmethyl)pyridine
dihydrobromide

w
4% 2HBr

Description: Potent Hz agonist, highly selective over
Ha

Biological Activity Potent and highly selective
histamine Hs receptor agonist (pECso = 9.74) that
displays 300-fold selectivity over the Hs receptor
(pKivalues are 9.07 and 6.61 respectively). Does not
bind to Hi1 or Ha receptors at concentrations up to
10 pM.

Technical Data. M. Wt.: 321.01

Formula CsHgN3.2HBr
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(R)- (-)-a-Methylhistamine
dihydrobromide

Chemical Name: (R)-(-)
aMethyl-1H-
imidazoledethanamine
dihydrobromide

2HBr

Description: Potent, standard Hs agonist

Biological Activity Very potent, high affinity Hs
agonist (Ko = 50.3 nM) that displays > 200-fold
selectivity over Ha receptors. Inhibits H3-mediated
histamine synthesis and release in the CNS and
stimulates Hs-mediated eosinophil shape change
(ECso = 66 nM).

Technical Data. M. Wt.: 287

Formula CsH1:N3.2HBr

(S)-(+)-a-Methylhistamine
dihydrobromide

Chemical Name: (S)-(+) -
aMethyl-1H-
imidazole4ethanamine
dihydrobromide

M MH;
( :H/”Hif

M Me

H

2HBY

Description: Hs agonist, less active enantiomer

Biological Activity Less active enantiomer of
Hs agonist R-(-)-a-methylhistamine; 120-fold
less potent than R-(-) at Ha.

Technical Data. M. Wt.: 287

Formula CeéH11N3.2HBr

Proxyfan oxalate

Chemical Name: 4-
[3(Phenylmethoxy)propyl]1Hi
midazole oxalate

Description: High affinity Hs ligand

Biological Activity High affinity histamine Hs
receptor ligand (pKi = 8.62) that acts as a
protean agonist at recombinant and native

receptors.

Technical Data. M. Wt.: 306.32

Formula C13H16N20.C2H204

BF 2649 hydrochloride

Chemical Name: 1-[3-[3-
(4Chlorophenyl)propoxy]prop
y l]-piperidine hydrochloride

A0

HCl

Description: Hs receptor inverse
agonist/antagonist

Biological Activity Histamine Hs receptor inverse
agonist (ECso = 1.5 nM) and antagonist (Ki=0.16
nM). Exhibits nootropic effects in cognitive
disorders; reduces locomotor hyperactivity
induced by methamphetamine. Brain penetrant.

Technical Data. M. Wt.: 332.31.

Formula C17H26CINO.HCI

89


https://www.tocris.com/products/r-a-methylhistamine-dihydrobromide_0569
https://www.tocris.com/products/r-a-methylhistamine-dihydrobromide_0569
https://www.tocris.com/products/r-a-methylhistamine-dihydrobromide_0569
https://www.tocris.com/products/r-a-methylhistamine-dihydrobromide_0569
https://www.tocris.com/products/r-a-methylhistamine-dihydrobromide_0569
https://www.tocris.com/products/r-a-methylhistamine-dihydrobromide_0569
https://www.tocris.com/products/r-a-methylhistamine-dihydrobromide_0569
https://www.tocris.com/products/r-a-methylhistamine-dihydrobromide_0569
https://www.tocris.com/products/r-a-methylhistamine-dihydrobromide_0569
https://www.tocris.com/products/r-a-methylhistamine-dihydrobromide_0569

3. Materiales y Métodos

A 331440 dihydrochloride

Chemical Name: 4'-[3-
[(3R)3(Dimethylamino)-

1pyrrolidinyl]propoxy](1,1'biphenyl]-

4-carbonitrile dihydrochloride

Description: Selective Hsz antagonist

Biological Activity High affinity histamine Hs
receptor antagonist (Ki values are 21.7 and
22.7 nM for rat and human Hs receptors,
respectively). Exhibits selectivity for human
Hs over Hi, H2 and Ha receptors (Ki values are
2940, 14400 and >10000 nM respectively).

Technical Data. M. Wt.:422.39

Formula C22H27N30.2HC

Carcinine ditrifluoroacetate

Chemical Name: 3-Amino-N- [2-(1H-

imidazol-
4yl)ethyl]propanamide
ditrifluoroacetate

2CF,COH

Description: Highly selective Hs antagonist

Biological Activity Highly selective Hs
receptor antagonist (Ki values are 0.30, 365
and 3621 uM for Hs, H2 and Hi: receptors
respectively). Acts as a natural antioxidant
with hydroxyl radical scavenging and lipid
peroxidase activities.

Technical Data. M. Wt.:410.27

Formula CgH14N40.2CF3CO2H

Clobenpropit dihydrobromide
Alternative Names: VUF 9153

Chemical Name: N-(4-
Chlorobenzyl)-S-[3-
(4(5)imidazolyl)propyl]isothioure
a dihydrobromide

H
" AL
£ :

N 2HBr el

Description: Highly potent Hs antagonist and
Ha partial agonist

Biological Activity An extremely potent
histamine Hs antagonist/inverse agonist
(pA2=9.93). Also displays partial agonist
activity at Ha receptors; induces eosinophil
shape change with an ECso of 3 nM.

Technical Data. M. Wt.:470.65

Formula C1sH17CIN4S.2HBr

Conessine

Chemical Name: (3p)-
N,Ndimethyl-con-5-enin-3amine

Description: Potent and specific antagonist
of histamine Hs receptors

Biological Activity. Potent antagonist
(Ki=5.37 for human receptors. Conessine is
1860 —fold selective for Hs over Hs and does

not bind to Hi or Hareceptors.

Technical Data. M. Wt.:356.59

Formula C22Ha0N2
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GT 2016

Chemical Name: 5Cyclohexyl-
1-[4-(1H-

imidazol-5-yl)-1-
piperidinyl]1pentanone

Description: Selective Hsz antagonist

Biological Activity High affinity Hs receptor
antagonist (Ki = 43.8 nM). Displays selectivity
against Hi and Ha receptors (ICso >10 puM).
Increases the release of histamine in the
cerebral cortex. Displays no activity at
histamine methyltransferase in vitro at
concentrations up to 3 M. Brain penetrant.

Technical Data. M. Wt.: 317.47

Formula C19H31N30

Impentamine dihydrobromide

Chemical Name:
4(5Aminopentyl)imidazole
dihydrobromide

Description: Selective H3 antagonist

Biological Activity Potent and highly
selective histamine Hs receptor antagonist
(pA2 = 8.4); displays > 30000-fold selectivity
over Hi and Hz receptors. Can act as a partial
agonist in SK-N-MC cells expressing human
Hs receptors.

Technical Data. M. Wt.: 315.05.

Formula CgH1sN3.2HBr

JNJ 10181457 dihydrochloride

Chemical Name: 4-[3-
[4[Piperidinyl]butlynyl]benzyllmorp
holine dihydrochloride

A

2ZHCI

Description: Hz antagonist

Biological Activity Histamine Hs receptor
antagonist (pKi values are 8.15 and 8.93 for
rat and human Hs receptors respectively).
Increases extracellular norepinephrine and
acetylcholine levels in rat frontal cortex but
does not stimulate dopamine release. Brain
penetrant.

Technical Data. M. Wt.: 385.37.

Formula C2oH2sN20.2HCI

JNJ5207852 dihydrochloride

Chemical Name: 1-[3-
[4(1Piperidinylmethyl)phenoxy]p
ropyl]piperidine hydrochloride

O \/@/O\/\/
H isle]

S

Description: High affinity Hs receptor
antagonist

Biological Activity High affinity histamine Hs
receptor neutral antagonist (pKi values are
8.9 and

9.2 in rat and human respectively). Brain
penetrant and orally active. Has 3- and 100-
fold higher affinity than thioperamide for rat
and human Hs receptors respectively.

Technical Data. M. Wt.: 389.4.

Formula C2oH3:N20.2HCI
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ROS 234 dioxalate

Chemical Name: N-[3-
(1HImidazol-4-yl)propyl]-
1Hbenzimidazol-2-amine dioxalate

HM,

§

2 CyH;04

WN’E@

Description: Potent Hs antagonist

Biological Activity Potent Hz antagonist (pKs
at guinea-pig ileum Hs-receptor = 9.46).
Limited blood brain barrier permeability
(EDso = 19.12 mg/kg i.p.).

Technical Data. M. Wt.:421.37

Formula C13H15Ns.2CoH204

Thioperamide

Chemical Name: N-
Cyclohexyl-4-(imidazol-4-
yl)1piperidinecarbothioamide

leeas ey

Description: Hs antagonist; also Ha4 inverse
agonist

Biological Activity Potent histamine H3 and
H4 antagonist/inverse agonist. Ki values are
25 and 27 nM for human recombinant Hz

and Ha receptors respectively.

Technical Data. M. Wt.: 292.44

Formula CisH24N4S

VUF 4904 y J\ Description: Potent Hs receptor silent
CTT antagonist
HN
Chemical Name:[5-(1 Himidazol-4-yl) Biological Activity Potent histamine Hs
pentyllisopropyl-amine receptor silent antagonist (pKi = 7.9).
Technical Data. M. Wt.: 340.1
Formula C11H21N3.2HBr
VUF 5681 dihydrobromide N Description: Potent Hs receptor silent
e Gy " lantagonist

Chemical Name: 4-[3-
(1HImidazol-
4yl)propyl]piperidine
dihydrobromide

Biological Activity Potent histamine Hs
receptor silent antagonist (pKi = 8.35).

Technical Data. M. Wt.:355.11

Formula C11H19Ns.2HBr
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4. RESULTADOS

La enfermedad de Huntington (HD) es un desorden neurodegenerativo caracterizado
por la aparicién de corea progresiva, deterioro cognitivo y perturbaciones emocionales.
(The Huntington’s disease collaborative research group, 1993). Se ha propuesto que,
conforme avanza la enfermedad, se produce una desconexidn progresiva entre las
estructuras corticales y subcorticales (Cepeda et al., 2007; Ross and Tabrizi, 2011) y que
muchos de los sintomas de HD estan asociados con alteraciones en las funciones
reguladas por la dopamina y el glutamato, incluyendo la modulacién de la dopamina
sobre la excitacién e inhibicién en la corteza y los ganglios basales (André et al., 20103;
Paoletti et al., 2008). Aunque se ven afectadas muchas otras areas, la neuropatia mas
obvia se observa en la corteza y el estriado cerebral. En este ultimo, la poblacién de
neuronas espinosas medianas (MSN) que expresan encefalina y el receptor D, de
dopamina (D2R) se pierden preferentemente en estadios iniciales y presintomaticos,
mientras que las MSN que expresan la sustancia Py los receptores D; de dopamina (D1R)
son mas estables en los estadios iniciales. Esta pérdida inicial de MSN de la via motora
indirecta induce desequilibrios en las conexiones eferentes del estriado y contribuyen a
las alteraciones motoras de la enfermedad (movimientos coreicos). Debido a esta
pérdida neuronal y a que en pacientes con HD los niveles de dopamina son mds elevados
gue en individuos sanos (André et al., 2010b), los DiR de las MSN de la via directa
pueden estar sobreactivados y esto contribuye no solo al desequilibrio entre las vias
directa/indirecta, sino que también se ha relacionado con un incremento de la muerte
celular. El problema que surge de esta estrategia terapéutica, es que farmacos dirigidos
a los D4R pueden provocar numerosos efectos secundarios dado que estos receptores
se encuentran ampliamente distribuidos en el sistema nervioso central donde llevan a
cabo multiples funciones. Concretamente, en nuestro grupo de investigacidon se
descubrio que los DiR y los receptores Hs de histamina (H3R) pueden formar
heterémeros (Ferrada et al., 2009). Trabajos posteriores (Moreno et al., 2009)
demostraron que los heteromeros D1R-H3R se expresan en las MSN de la via directa,
donde funcionan como un procesador que integra sefiales dopaminérgicas e
histaminérgicas que controlan la funcién de las MSN de la via directa. Por este motivo
se propuso que los heterémeros DiR-H3R podrian actuar como una posible diana
terapéutica para regular la sobreactivacion del Di1R que se da en HD. Recientemente, en
un trabajo realizado por nuestro grupo de investigacion, (Moreno-Delgado et al., 2020)
demostraron tanto en células Wt y HD como en cortes organotipicos de cerebros de
ratones modelos de HD, que la muerte celular inducida por la sobreactivacion del D1Ry
las cascadas de sefializacién responsables de esta muerte, fueron moderadas por la
tioperamida, un antagonista del HzR. Demostraron también que el heterémero D1R-H3R
se expresa en etapas tempranas de la enfermedad pero no en las tardias en ratones y
en muestras humanas de pacientes de diferentes grados de la HD. En el presente trabajo
se busca ademas, conocer si se produce la heteromerizacion de estos receptores con los
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NMDAR (DiR-NMDAR y Hs3-NMDAR) en células Wt y HD, su sefalizacion celular
diferencial en dichas células, como base para considerarlos implicados como tales en
esta enfermedad, dado que ya se habia reportado la interaccidon de estos receptores
(Lee et al., 2002) y Rodriguez-Ruiz et al., 2017). Nuestro grupo de investigacion ha
estudiado y descrito también la existencia de heteromeros formados por receptores de
adenosina AiR o AxaR y de dopamina DiR, D2R o D3R y se ha demostrado una gran
implicacion en la regulacidn de la via directa e indirecta de los ganglios basales y, por
tanto, podrian ser posibles dianas para tratar los desérdenes motores en la HD
(Bonaventura et al., 2015; Ferré et al., 2018; Guitart et al., 2014).

4.1 Ensayos de colocalizacion por PLA de los heterdmeros D;R-NMDAR y H3R-
NMDAR y de otros heteromeros posiblemente implicados en la HD en células
Wty HD

Con esta serie de experimentos damos cumplimiento al primer objetivo de esta tesis.
La técnica de In Situ Proximity Ligation Assay (PLA), es una técnica directa muy util para
el estudio de heterémeros de receptores si se dispone de anticuerpos especificos para
ellos (Carmena et al., 2012; Hervouet et al., 2011; Renfrow et al., 2011). La técnica se
fundamenta en que si los receptores se encuentran a una distancia inferior a 16 nm las
sondas unidas a los anticuerpos secundarios hibridaran y detectaremos la presencia de
los heterémeros como puntos rojos al ser analizados mediante un microscopio confocal.
La existencia del heterdmero DiR-HsR en las células Wt y HD ya fue demostrada
mediante esta técnica por Moreno et al. (2011). Por lo tanto, en el presente trabajo,
aplicamos esta técnica para detectar la presencia de los heteromeros D1R-NMDAR vy
H3RNMDAR en ambos tipos celulares (Figura 1).

En la Figura 1 A, analizamos el % de células que presentaban heterémeros respecto al
total de células y encontramos que éste es ligera pero significativamente superior en Wt
gue en HD, tanto para los heterémeros D1R-NMDAR como para HsR-NMDAR. En la Figura
1 B se muestra la densidad o ratio, es decir, el nimero de puntos rojos (heterémeros)
identificados en cada célula positiva, y observamos una relacién de 2 a 1 de las células
Wt respecto a las HD, tanto para los heterdmeros DiR-NMDAR como H3R-NMDAR,
pudiendo concluir que las células Wt tienen significativamente mas heterémeros
D:RNMDAR y H3R-NMDAR que las células HD. Esta densidad menor de estos
heterédmeros en las células HD, quizas pueda ser debida a las alteraciones celulares
originadas por la huntingtina mutada. La utilizacién de Unicamente un anticuerpo (anti
D1R) no da sefnal de PLA y éste se utiliza como control negativo de la técnica. Como
controles negativos del experimento se usan las combinaciones D1R-CB1R, H3R-CB1R vy
D3R-NMDAR, que ya se conoce que no forman heterémeros y, por tanto, no detectamos
ningun tipo de sefial mediante la técnica de la PLA.
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Fig. 1 Deteccion de los heterémeros DiR-NMDAR y HsR-NMDAR en células Wt y HD mediante la técnica
de proximity ligation assay (PLA). Los heterémeros fueron visualizados como puntos rojos que rodean a
los nucleos en azul (arriba). La figura A muestra el numero de células que contienen uno o mas puntos
rojos, expresadas como porcentaje respecto al numero total de células (nucleos con dapi). En la figura B
se muestran los datos de ratio o r (nimero de puntos rojos/células que contienen puntos). Los datos son
las medias £ SEM de un total de 150-200 células de 10 muestras diferentes. ** p<0.01, *** p<0.001 vs. Wt

(test t de Student).

Formando parte aun del objetivo uno, se analizé también la presencia diferencial en
células Wt y HD de otros heterémeros de receptores de dopamina de interés en el
estudio de la enfermedad de Huntington. Esto se hizo mediante la técnica de la PLA y los

resultados se muestran en la Figura 2.
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Fig. 2 Deteccion de los heterémeros A1R-D1R, A2aR-D2R y D1R-D3R en células Wt y HD mediante la técnica
de Proximity ligation assay (PLA). Los heterdmeros fueron visualizados como puntos rojos que rodean a
los nucleos en azul, se muestran imagenes representativas (arriba). La figura A muestra el nimero de
células que contienen uno o mas puntos rojos, expresados como porcentaje respecto al nimero total de
células (ntcleos con dapi). En la figura B se muestran los datos de ratio o r (nimero de puntos rojos/células
gue contienen puntos). Los datos son las medias + SEM de un total de 150-200 células de 10 muestras
diferentes. * p<0.05 vs. Wt (test t de Student).

En las células Wt y HD observamos la existencia de los heterdmeros Ai1R-D1R, A2aR-D2R y
D1R-D3R, con escasas diferencias entre los dos tipos de células (Fig. 2A y B). Estos
heterédmeros entre receptores de adenosina A1R o A2AR y dopamina D1R, DR o0 D3R han
sido ampliamente estudiados y descritos por nuestro grupo de investigacion
(Bonaventura et al., 2015; Ferré et al., 2018; Guitart et al., 2014; Rivera-Oliver et al.,
2019). La utilizacidon de Unicamente un anticuerpo (anti D1R o anti A;aR) no da sefial de
PLA y estos se utilizan como controles negativos de la técnica. Como controles negativos
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del experimento se usaron las combinaciones D1R-CB1R y DsR-NMDAR, las cuales ya se
conoce que no forman heterémeros y, por tanto, no detectamos ningun tipo de sefial
mediante la técnica de la PLA. Es importante sefialar que los ensayos de PLA se utilizan
como técnicas complementarias para detectar la interaccion proteina-proteina tanto en
sistemas heterélogos como nativos y la razén es que proporciona informacién sobre una
gran aproximacion entre los receptores. Sin embargo, no proporciona informacién
acerca de la funcionalidad entre ellos por lo que a continuacién realizamos
experimentos de sefializacién celular.

4.2 Estudios de senalizacion celular de los heteromeros D1R-NMDAR y
HsRNMDAR mediante la fosforilacion de ERK 1/2 y la produccion de AMPc en
células Wty HD

Para estudiar las propiedades funcionales de los heterdmeros DiR-NMDAR vy
HsRNMDAR vy alcanzar el cumplimiento del objetivo dos de esta tesis, se analizd la
sefializacion celular a través de estudios de la fosforilacion de la via de las ERKs 1/2 y de
variacion de niveles de AMPc intracelular, utilizando los agonistas y antagonistas
selectivos mostrados en la Tabla 1.

Tabla 1. Agonistas y antagonistas de los receptores D:R, HsR y NMDAR utilizados

RECEPTOR AGONISTA ANTAGONISTA
DiR SKF-81297 SCH-23390
NMDAR NMDA MK-801
HsR RAMH Tioperamida

4.2.1 Ensayos de fosforilacion de ERKs1/2

Para asegurar la funcionalidad de los heterémeros D1R-NMDAR y HsR-NMDAR en células
Wt y HD, realizamos un experimento previo de tiempo-respuesta con los agonistas SKF
81297 (D1R), RAMH (H3R) y NMDA (NMDAR) que determiné que el tiempo 6ptimo de
tratamiento con agonistas y antagonistas de los receptores de interés es de siete
minutos, asi como las concentraciones éptimas de activacion citados en las figuras
(datos no presentados).

Para el heterémero D1R-NMDAR en células Wty en HD (Figuras 3 Ay 3B), se puede apreciar
un fendmeno de cross-talk negativo, es decir, la coactivacion con el agonista SKF 81297 del
D1R y el agonista NMDA del NMDAR produce un efecto menor que la suma de sefiales
producidas por cada uno de estos agonistas por separado sobre el heterémero. A su vez se
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Fig. 3 Porcentaje del nivel de fosforilacién de ERK 1/2 con respecto al basal (células sin activar) de los
heterémeros DiR-NMDAR (A y B) y H3R-NMDAR (C y D). Las células STHdh®/%7 (Wt, Ay C) y STHdh111/al11
(HD, B y D) fueron incubadas durante 7 minutos con los agonistas. En la presencia de antagonistas, las
células fueron incubadas durante 7 minutos con el antagonista y posteriormente otros 7 minutos mas con
el agonista. La fosforilacién de ERK 1/2 estd representada como las medias + SEM (n=4) del porcentaje de
fosforilacidn relativo al nivel basal de las células no tratadas (100%). * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs.
basal; # p<0.05, #* p<0.001 vs. NMDA; & p<0.05, & p<0.01, &%& p<0.001 vs. SKF (one-way ANOVA con test

post-hoc de Bonferroni).

observa un fendémeno de cross-antagonismo, ya que los antagonistas SCH 23390 del D1R
y MK 801 del NMDAR bloquean significativamente, no sélo la sefial de su propio receptor
(antagonismo ortostérico), sino también la sefial emitida al activar el otro receptor del
heterédmero con su respectivo agonista (antagonismo alostérico o cross-antagonismo).

El heterdmero H3R-NMDAR en las células Wt (Figura 3 C) también se observé el
fendmeno de cross-talk negativo; asi, mediante la coactivacién con el agonista RAMH
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del H3R y el agonista NMDA del NMDAR se produjo un efecto menor que la sefial
producida por cada uno de estos agonistas por separado sobre el heterémero, mientras
que el cross-antagonismo no fue significativo.

Para el heterémero HsR-NMDAR en las células HD (Figura 3 D) se observo el fendmeno
de cross-talk negativo al coactivar con sus respectivos agonistas y también se observé el
fendmeno de cross-antagonismo mediante el uso de los antagonistas tioperamida del
HsR y MK 801 del NMDA. Estos bloquearon, no sélo la sefial de su propio receptor, sino
también la seial emitida al activar el otro receptor del heterémero con su respectivo
agonista, de forma especialmente significativa en el bloqueo del NMDAR. Estos
fendmenos bioquimicos indican que tanto los receptores D1 como los de Hs, estan
interaccionando con el NMDAR en estos 2 tipos celulares, y este tipo de estudios son
también considerados como una prueba indirecta de la existencia de oligomerizacién
entre ellos.

4.2.2 Senalizacion mediante la adenilato ciclasa

Para continuar estudiando las propiedades funcionales de los heterémeros D1R-NMDAR

y HsR-NMDAR, siguiendo con el objetivo 2 de esta tesis, se estudid la interaccion entre
estos receptores cuando forman heterémeros mediante la via de sefalizacién
dependiente de la adenilato ciclasa, concretamente analizando la acumulacién de AMPc
intracelular.

En la Figura 4 (A y B) para las células Wt y HD se muestra el efecto del SKF 81297, un
agonista selectivo del receptor DiR, que activa la produccién de AMPc solo, y en
presencia de forskolina (FK) esta activacion es mds elevada, por la suma de activaciones
sobre la adenilato ciclasa. Por su parte, los receptores de NMDA activados con el
agonista NMDA no tienen ningln efecto sobre la produccién de AMPc ni sobre Ia
inhibicién de la accion de la forskolina. Al tratar con ambos agonistas (SKF y NMDA) el
AMPc producido es menor que el AMPc generado por el SKF solo, lo que es debido a la
interaccion alostérica (cross-talk) negativo del NMDA sobre la sefial generada por el SKF
81297 en el heterémero. Esta interaccién se presentd (todo y que de forma no
significativa) en los dos tipos celulares, pero en mayor grado en las células HD, aunque
serd preciso aumentar en un futuro el nimero de repeticiones de dichos experimentos
para poder confirmarlo.
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Fig. 4 Sefalizacion intracelular de la adenilato ciclasa para los heterémeros DiR-NMDAR y HsR-NMDAR en
células STHAhY/Q7 (Wt) y STHAhQ!/Q11L (HD), Las células fueron pretratadas o no durante 15 minutos con
SKF81297, agonista de DiR; RAMH, agonista de HsR o NMDA, agonista de NMDAR a las concentraciones
indicadas en las figuras y durante otros 15 minutos mas con forskolina. En las graficas se representa el
porcentaje de AMPc producido con respecto al tratamiento con forskolina (Fk, 100%) como medias + SEM
(n=4). * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs Basal; # p<0.05, ** p<0.001 vs lo mismo sin RAMH; & p<0.05 vs

Fk + RAMH (one-way ANOVA con test post-hoc de Bonferroni).

En la Figura 4 (Cy D), para el heterémero HsR-NMDAR, se puede observar que RAMH,
un agonista selectivo de HzR se acopla a la proteina Gai inhibiendo significativamente la
formaciéon de AMPc inducido por la forskolina. El efecto se observd en presencia de
forskolina, ya que el agonista sélo no produce ningin efecto. Nuevamente no hay efecto
del agonista NMDA sobre la produccién o inhibicion de AMPc. Las células Wt
presentaron un cross-talk positivo ya que el agonista NMDA hace que RAMH disminuya
significativamente mas los niveles de AMPc inducidos por la forskolina y se confundan
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con el nivel basal. En las células HD se observod un cross-talk negativo ya que el NMDA
hace que RAMH disminuya significativamente menos los niveles inducidos por la
forskolina. De nuevo esta caracteristica bioquimica especifica demuestra de manera
indirecta la existencia del heterédmero HsR-NMDAR vy, a su vez, muestra un
comportamiento diferencial de las células HD respecto las Wt.

4.3 Interaccion intermembrana entre los receptores de D1 y Hs en el
heteromero D1R-H3R

En muchas de las estrategias para el disefio de fdrmacos se ha considerado
convencionalmente que los receptores son monoméricos y pocas veces se tiene en
cuenta que los GPCRs, como es el caso del D1R, pueden interaccionar entre si o con otros
receptores para formar complejos homoméricos y heteroméricos, respectivamente. El
grupo de Neurobiologia Molecular en el cual se realizé este trabajo, ha demostrado en
numerosos articulos cientificos la existencia e importancia de la heteromerizacion de
GPCRs y propone que en muchos casos estos heterémeros deberian ser las dianas
farmacoldgicas reales a considerar, y no los monémeros. Concretamente, en nuestro
grupo de investigacion se descubrié que los D1R y los H3R pueden formar heterémeros
in vitro (Ferrada et al., 2009). Trabajos posteriores (Moreno et al., 2011) demostraron
gue los heterémeros DiR-H3R se expresan en las MSN de la via directa y mas
recientemente Moreno-Delgado et al. (2020) han demostrado su papel en la HD. Sin
embargo, faltaba profundizar en estudios farmacolégicos sobre estos heterdmeros
D1RH3R, para sentar las bases a su posible uso como diana terapéutica en la regulacién
de la sobreactivacién del DiR que se da en HD. Asi, en este apartado estudiamos que
ligandos de H3R son selectivos de los heterémeros DiR-HsR y cuales ejercen un mayor
cross-talk negativo sobre el D1R. También analizamos en este apartado los subtipos de
proteina G que son activados por los diferentes ligandos en los heterémeros D1R-H3R.
Estos estudios forman parte del objetivo tres.

4.3.1 Obtencion de una linea celular estable con una expresion funcional de
heterotetrameros D1R-H3R.

Para comprobar si la union de ligandos sobre H3R es capaz de modular alostéricamente
D4R, presumiblemente por las interacciones directas previamente reportadas entre estos
receptores, Ferrada et al., 2009; Moreno et al., 2011) realizamos ensayos competitivos
de unidn de radioligandos. Para esto, primero obtuvimos una linea celular de
neuroblastoma (SK-N-MC) que expresara de manera estable el D1R (Rr=0.15 pmol/mg de
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proteina) y H3sR humanos (Rr=1.25 pmol/mg de proteina), ambos mostrando una alta
afinidad por su radioligando selectivo (Kp1 (scH23300) = 0.14 + 0.02 nM y Kp1 (ramH) = 0.11 #
0.02), segun lo determinado por las curvas de unién de saturacidon (Figuras no
presentadas). En esta linea celular, la cantidad de DiR fue aproximadamente 8 veces
menor que la del HsR, para favorecer la formaciéon de heterémeros D1R-HsR sobre los
homoémeros DiR-DiR y evitar asi el enmascaramiento de posibles modulaciones
alostéricas ejercidas por H3R. Ademas, la existencia de los heterotetrameros D1RD1RH3R-
HsR se demostrd por BRET con un ensayo de saturacién de complementacién bimolecular
luminiscente y fluorescente (Figura 5).
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Fig. 5 Los receptores de Dopamina D1 e histamina Hz forman el complejo heterotetramérico en células
HEK-293T. Experimentos de BRET con complementacion bimolecular luminiscente y fluorescente, se
realizaron con células HEK-293T que coexpresan las construcciones receptor Di—nRLuc, receptor Di—
cRLuc, receptor Hs—nYFP y receptor Hs—cYFP. Las cotransfecciones se realizaron aumentando cantidades
de plasmido-n/cYFP (0.5 a 9 ug de cada DNAc) mientras que los niveles de Rluc complementados se
mantuvieron constantes (2-3 pg de cada DNAc). Tanto la fluorescencia como la luminiscencia de cada
muestra fueron medidas antes de cada experimento para confirmar expresiones de donadores similares
(alrededor de 50,000 unidades luminiscentes) mientras se monitorea el incremento de la expresion del
aceptor (5,000-20,000 unidades de fluorescencia). La cantidad relativa de BRET se da como la relacién
entre la fluorescencia del aceptor (YFP complementado) y la actividad luciferasa del donante
(complementado con Rluc). Los datos BRET se expresan como medias de 5 experimentos realizados por
duplicado.

Para asegurarnos de que ambos receptores fueran funcionales y se expresaran
correctamente en esta linea celular, detectamos sus perfiles de activacion mediante
cambios en la DMR (distribucién dindmica de masa). Esta técnica permite la deteccion
de cambios en la densidad dptica local debido a la redistribucién de la masa celular
inducida por la activacién del receptor, que refleja principalmente la sefializacién
dependiente de la proteina G. Tanto el agonista selectivo de H3R (RAMH) como el
agonista selectivo del D1R (SKF 81297) pudieron activar la sefializacion celular en la linea
celular SK-N-MC que expresa H3R y D1R, aunque con un perfil diferente debido a la
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activacion de las diferentes subunidades de proteinas Ga (Gai y Gas, respectivamente)
(Figura 6 A). Como control de la especificidad de estas respuestas, las células SK-N-MC
gue expresan de manera estable solo DiR o solo H3R no fueron capaces de inducir la
sefalizacion celular cuando fueron activadas por agonistas de HsR o DiR,
respectivamente (Figuras 6 B y C). Ademas, pudimos detectar una inhibicién reciproca
entre DiR y HsR cuando las células doblemente transfectadas se activaron
simultdneamente con agonistas de ambos receptores, ya que los co-tratamientos
mostraron una activacion menor en comparacion con la suma tedrica de ambos
receptores activados por separado (Figura 6 A). Esta inhibicion mutua o cross-talk
negativo representa la “huella digital” molecular del heterémero D1R-H3R previamente
reportada, de modo que los resultados de DMR confirman no solo la funcionalidad
correcta de ambos receptores, sino también sus interacciones heteroméricas
funcionales en esta linea celular.
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Fig. 6 Expresion funcional de DiR y HsR en células SK-N-MC. DMR inducida por el agonista RAMH de HsR,
el agonista SKF81297 de D1R 0 ambos en un ensayo con doble transfeccion estable de D1R y HzR (A), células
transfectadas de manera estable con D:R (B) y transfectadas de manera estable con HsR (C). Los cambios
en la DMR representan cambios en la longitud de onda de la luz reflejada (en picdmetros) a lo largo del
tiempo (s). Las lineas solidas son la media de un experimento realizado por triplicado y las lineas de puntos
muestran la coactivacion tedrica expresada como la suma de las activaciones individuales de los ligandos
indicados. Cada panel es un experimento representativo de diferentes experimentos n =3
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4.3.2 Modulacion alostérica de ligandos de H3R sobre la afinidad en la union de
dopamina al D1R

Para dar cumplimiento al objetivo tres, utilizando células de neuroblastoma humano
que expresan los receptores D1y H3 (SK-N-MC/D1Hs) de manera estable, se determind si
una bateria de ligandos de HsR (agonistas y antagonistas, tabla 2, seccion Materiales y
Métodos) eran capaces de modificar las propiedades de uniéon de la dopamina
(modulacién alostérica) a su receptor (D1R), formado por el homodimero D1R-D1R, que
a su vez forma parte del heterotetramero DiR-D1R-H3R-H3R. Para ello realizamos
ensayos de competicién con una concentracion fija del radioligando marcado [*H]-SCH
23390 (antagonista de DiR) e incrementando las concentraciones de dopamina no
marcada y en ausencia o presencia de concentraciones fijas de ligandos del receptor H3R
no marcados. Es importante hacer mencién que los radioligandos marcados no alteran
las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas del compuesto (Ferrada et al., 2009).

Las curvas de competicidon obtenidas fueron ajustadas al modelo de receptor dimérico
desarrollado previamente por Casadod et al. (2007) y se calcularon los valores de Kps1y
Kpez2 de la dopamina que corresponden a las constantes de afinidad al primer y segundo
protémero, respectivamente, debido a que la dopamina desplaza de forma bifasica al
[*H]-SCH23390.

En la Tabla 2 se muestran estos valores que, comparados con el control (Unicamente
dopamina como competidor), permite observar que los ligandos de HsR ejercen una
modulacion alostérica principalmente sobre la Kpgz2 de la dopamina y, en algunos casos,
eliminaron la cooperatividad negativa presentada por la dopamina (Dcg). Los ligandos de
HsR que mostraron una significativa modulacién alostérica positiva son los agonistas
imetit y RAMH que disminuyeron 58 y 18 veces, respectivamente, la Kpsz con respecto
al control, mientras que los antagonistas A 331440 (no imidazélico) y VUF 4904 hicieron
lo mismo 44 y 137 veces, respectivamente. En menor medida también los antagonistas
carcinina con 27, el clobenpropit con 8 y el antagonista no imidazdlico conessina con 17
veces.

Los agonistas de HsR imetit, immepip y SAMH por su parte tienen un apreciable efecto
sobre el valor de afinidad Kpg:1 de la dopamina (2-6 veces menor). También los
antagonistas clobenpropit, GT 2016, VUF 4904 y VUF 5681 aumentaron dicha afinidad.
La tioperamida por su parte incrementd mas de 3 veces Kpg1y elimind la cooperatividad
negativa de la dopamina. Ambos receptores presentaron una alta afinidad por sus
ligandos selectivos (Kp1 (SCH 23390) = 0.14+0.02 nM y Kp1 (RAMH) = 0.11+0.02 nM).
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Todos estos resultados demuestran que la modulacion alostérica (cross-talk) de los
ligandos de histamina sobre la unién de la dopamina a D1R depende del ligando utilizado.
Un ejemplo de las curvas de competicidon obtenidas se muestra en la Figura 7.

Tabla 2. Parametros de afinidad de la dopamina por el receptor D; en ausencia y presencia de
ligandos del receptor de histamina Hs; en células SK-N-MC con doble transfeccion estable de

receptores D; y Hs.
Tipo de Ligando de

ligando HaR [1] Kpg1(nM) Kpe2(nM) Dcs Kps1 control/ Kps2 control/
Kps: modulador  Kpg> modulador

Control 5.0+0.8 44020 -1.3 1 1
Histamina 300 nM 2.610.9 680+28 -1.8 1.9 0.7
Imetit 30 nM 1.9+0.2 **7.620.8 0 2.6 58
Immepip 30 nM 1.7+0.6 150+50 -1.3 2.9 3

Agonista Immethridina 10 nM 9+2 400410 -1 0.6 1.1
RAMH 30 nM 611 **24+4 0 0.8 18
SAMH 1puM 1.3+0.3 115+25 -1.3 3.8 3.8
Proxyfan 30 nM 5+1 460t14 -1.4 1 1

Agonista

) BF 2649 10 nM 3.5+0.6 210440 -1.2 14 2.1

inverso
A 331440 300 nM 2.510.6 **10+2 0 2 44
Carcinina 1uM 4.1+0.8 **16+3 0 1.2 27
Clobenpropit 30 nM 1.0+0.3 *55+15 -1.1 5 8
Conessine 300 nM 6.3£1.5 **25+6 0 0.8 17
GT 2016 300 nM 2.0£0.6 11030 -1.1 2.5 4

Antagonista Impentamina 30 nM 2.310.3 320460 -1.5 2.2 14
JNJ 10181457 30 nM 3.0£0.5 26060 -1.3 1.7 1.7
INJ 5207852 30 nM 2.310.4 22050 -1.4 2.2 2
ROS 234 30 nM 3.2+0.6 220+60 -1.2 1.6 2
Tioperamida 300 nM - *76:16 O 0.3 5.8
VUF 4904 300 nM 0.80.2 **3.240.8 0 6.3 137
VUF 5681 300 nM 1.0+0.2 *60+10 -1.2 5 7.3

Pardmetros de inhibicidn competitiva de [3H] SCH 23390 versus dopamina y/o ligandos del receptor Hs
en preparaciones de membrana de células SK-N-MC de expresidn estable de los D1R y H3R. [3H] SCH 23390
tiene una Kpa1= 0.14 + 0.02 nM y no presenta cooperatividad (Dca = 0, siendo Kpaz = 0.56 + 0.08 nM). Los
valores de Kps1 y Kps2 fueron obtenidos de acuerdo al modelo dimérico de dos estados. Los valores son
medias + SEM de tres experimentos realizados por triplicado. Diferencias estadisticas entre pardmetros
de afinidad versus ligandos tratados de HsR fueron calculados por ANOVA de una via, seguida de una
prueba post hoc de Dunnett (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001). En verde los antagonistas no
imidazdlicos.
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Fig. 7 Ejemplo representativo de las curvas de competicién de [3H]-SCH23390 vs el incremento de
concentraciones de dopamina en ausencia y presencia de ligandos de HzR en células SK-N-MC/D1Hs. A)
dopamina (control), B) dopamina + ROS (antagonista) y C) dopamina + immethridina (agonista). Los datos
se ajustaron al modelo dimérico de dos estados. Los valores corresponden a un experimento realizado por
triplicado.

4.3.3 Modulaciones alostéricas a nivel de activaciéon de proteina G en el heterémero
D1iR-H3R

Debido a que las modulaciones alostéricas entre protémeros de un receptor dimérico se
producen no solo a nivel de unién de ligandos (farmacolégico) sino también a nivel de
activacion de efectores (Han et al.,, 2009), realizamos ensayos de CODA-RET
(transferencia de energia por resonancia con complementacién bioluminiscente) para
estudiar posibles modulaciones entre D1R y H3R a nivel de activacién de proteina G. Esta
técnica combina la complementacién de proteinas con la transferencia de energia de
resonancia e implica la dimerizacidn de dos receptores, cada uno fusionado a una mitad
complementaria de la Renilla luciferasa 8 (Rluc). Tras la dimerizacién y la adiciéon de
sustrato, el Rluc reconstruido podra transferir energia de luminiscencia a la proteina
fluorescente mVenus fusionada a una subunidad Ga (Yano et al., 2017). En estos ensayos
utilizamos células HEK-293T, ya que no expresan niveles significativamente detectables
de receptores de dopamina ni de histamina (Atwood et al., 2011) y pueden transfectarse
de manera eficiente con multiples construcciones de cDNA.

A pesar de que estd establecido que DiR se une a Gas y HsR a Gai, lo que provoca la
activacién e inhibicién canénica de la enzima adenilato ciclasa, respectivamente, el
subtipo de proteina Ga que se une al heterémero DiR-HsR no era tan evidente vy
anteriormente se propuso que seria a Gai (Ferrada et al., 2009; Moreno et al., 2011).
Por lo tanto, primero realizamos experimentos con el sistema homomeérico, de modo
gue pudiéramos tener un control del funcionamiento adecuado del sistema celular
transfectado y confirmar la subunidad Ga asociada con el receptor D1 mediante esta
técnica biofisica altamente especifica (CODA-RET). Como era de esperar, la dopamina y
agonistas selectivos del receptor tipo D1 en el sistema homomérico DiR-DiR
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promovieron la activacion de la proteina Gas (Figura 8 Ay Tabla 3) pero no la proteina
Gai (Figura 10 A).
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Fig. 8 A) Perfil farmacolégico de activacion de proteina G de agonistas selectivos del tipo DiR en
homodimero D1R-DiR obtenidos mediante ensayos de CODA-RET. Las células HEK-293T se transfectaron
transitoriamente con DiR-nRLuc y DiR-cRLuc junto con Gas-mVenus y subunidades GB1 y Gy2 no
fusionadas. Los experimentos CODA-RET fueron realizados como se describe en la Metodologia, las células
fueron tratadas con concentraciones crecientes de agonistas selectivos del DiR. B) Las células se
transfectaron transitoriamente como en A) y fueron tratadas con concentraciones crecientes de
antagonistas selectivos del DiR (arriba) o a una concentracién fija (1 pM) de cada agonista con
concentraciones crecientes de los respectivos antagonistas selectivos (curvas decrecientes). Los
resultados fueron ajustados por regresion no lineal a una ecuacién dosis-respuesta sigmoidal en funcién
de la concentracién de agonistas (A, tabla 3); antagonistas (arriba) y agonistas mds antagonistas (B). Los
graficos son representativos de tres a cuatro experimentos independientes realizados por triplicado
(barras de error=SEM). Los diagramas indican las construcciones expresadas: DiR (marrdén) fusionado a la
hemiproteina Rluc (rojo; L1: N terminal; L2 C terminal) correspondiente en su extremo C terminal, proteina
Ga fusionada a mVenus (amarillo), las subunidades GB1 (verde) y Gy2 (azul); la flecha representa la
transferencia de energia de la molécula donadora Rluc a la aceptora mVenus.
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Para asegurar que los cambios conformacionales detectados en las proteinas G fueron
inducidos por la activacion especifica del D1R, realizamos experimentos activando con
dosis crecientes de antagonistas/agonistas inversos especificos del receptor, solos o
antes de la activacion con cantidades fijas de agonistas del mismo receptor (Figura 8 B).
Las curvas crecientes muestran la activacién de la proteina G dependiente de la dosis
inducida por cantidades crecientes de cada agonista aplicado solo, mientras que las
curvas decrecientes muestran la inhibicién total por parte de los antagonistas de la
activacion de la proteina G inducida por una dosis fija de agonista, lo que senala la
especificidad del receptor de las activaciones producidas sobre la proteina G.

Una vez comprobada la capacidad del homédmero de D1R de activar a la proteina Gas,
procedimos a estudiar qué subtipo de proteina Ga se unia al heterémero Di1R-H3R.
Ademas, estos experimentos también servirian para caracterizar funcionalmente un
conjunto de ligandos agonistas y antagonistas selectivos de DiR y verificar posibles
cambios en su potencia o eficacia debido a las modulaciones alostéricas entre
protémeros dentro del heterdmero D1R-HsR. Para ello, las células se transfectaron con
las diferentes combinaciones de receptores: DiRnRluc y DiRcRluc para estudiar el
homoémero y DiRnRluc y H3RcRluc para estudiar el heterémero y con las subunidades
Gas o Gail y las subunidades GB1y Gy2.

Sorprendentemente, con la combinacién heteromérica D1R-HsR, los agonistas de DiR
(Figura 9 A, 9 B) demostraron su capacidad no solamente de activar la subunidad Gas,
sino también la Gai, aunque esta ultima a concentraciones mas altas de agonistas de
D1R. Por lo tanto, estos resultados demostraron que el heterémero DiR-H3R puede
activar diferencialmente ambos subtipos de proteina G. Como era de esperar, los
antagonistas del receptor DiR no fueron capaces de activar ninguna de las dos
subunidades de Ga (Figura 9 C, 9 D).

Los valores de la potencia y eficacia obtenidos a partir de los experimentos de las Figuras
8 A, 9 Ay 9 B, se encuentran concentrados en la Tabla 3. En la tabla se pueden comparar
los resultados de cada sistema homomérico con los de los complejos heteroméricos,
para analizar si existen diferencias en la potencia o la eficacia relativa (respecto al
ligando enddégeno) de los agonistas debido solo a la presencia del heteroreceptor
asociado en el complejo. Se observo que la potencia que activa el heterémero D1R-H3R
se redujo 2, 4y 2 veces para la dopamina, SKF81297 y SKF77434, respectivamente, pero
aumentd 4 y 10 veces para SKF38393 y SKF83959, respectivamente; sin embargo,
mostraron una eficacia significativamente reducida, en relacién con el homémero
D1RD1R (Tabla 3). Estos resultados sefalan nuevamente la existencia de modulaciones
alostéricas selectivas de agonistas entre D1R y H3R debido a su heteromerizacién, que
ocurre incluso sin la co-activacién del receptor asociado en el complejo.
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Fig. 9 Perfiles farmacoldgicos de activacion de proteina G de agonistas y antagonistas selectivos de DiR en
heteromeros DiR-HsR obtenidos por ensayos CODA-RET. Las células HEK-293T se transfectaron
transitoriamente con DiR-nRLuc y HsR-cRLuc junto con Gas-mVenus (A) o Gail-mVenus (B) y las
subunidades GB1 y Gy2 sin fusionar. Los experimentos CODA-RET se realizaron como se describe en la
Metodologia. Cada sistema celular fue tratada con concentraciones crecientes de agonistas (A, B) o
antagonistas (C, D) selectivos del D1R. Los resultados se ajustaron por regresion no lineal a una ecuacién
dosis-respuesta sigmoidal contra la concentracion de agonistas/antagonistas. Los graficos son
representativos de tres a cuatro experimentos independientes realizados por triplicado (barras de error
=SEM) y los datos correspondientes a los agonistas son presentados en la Tabla 2. Los diagramas indican
las construcciones expresadas: DiR (marrén) fusionado en su extremo C terminal a parte N terminal de la
hemiproteina Rluc (L1), H3R (purpura) fusionado en su extremo C terminal a parte C terminal (L2) de la
hemiproteina Rluc, la proteina fluorescente mVenus se inserta en posicién 91 de la subunidad Ga
(amarillo), las subunidades GB1 (verde) y Gy2 (azul); la flecha representa la transferencia de energia.
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Tabla 3 Caracterizacién funcional de agonistas selectivos del DiR en los complejos D;R-D:R y
D:R-H3R mediante ensayos de CODA-RET

Gas Gaiy
Agonistas DiR-D:R DiR-H3R DiR-H3R
del D;R
ECso (nM)  Emax(%) ECso (nM) Emax(%) ECso (nM) Emax(%)
DOPAMINA  101+7 1007  184+44  100+6  4775%2374  100+10
SKF 38393 12 £ 3%%* 76 £13 2.8 £0.2%*# 43 £ 1¥** 525+ 203 85+12

SKF 81297 3£ 1R 93+ 10 _ 103 11 3241 + 1387 129 + 10
SKF 83959 27 +3***  75+17 2.7 +0.7%* i 36 + gx** 882 + 249 105 +21
SKF 77434 25+ 12*** 57%5 41 + 25* 36 + 7x*x 2815 + 1319 133+ 14

Ewmax = eficacia de agonistas del receptor D1 como porcentaje respecto a los valores de dopamina (%); ECso

= potencia de cada agonista del receptor D1 (nM). Los valores se obtuvieron de una funcién sigmoidal
concentracion-respuesta ajustada por un analisis de regresidon no lineal y estan expresados como medias
1+SEM de tres a cuatro experimentos realizados por triplicado. Diferencias estadisticas entre dopamina y
otros agonistas de DiR se calcularon mediante ANOVA de una via, seguido de una prueba post hoc de
Dunnett’s (* p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001). Las diferencias estadisticas entre sistemas heteroméricos
(D1R-H3R) y homoméricos (D1R-D1R) se calcularon de muestras independientes por una prueba t de Student’s
de dos colas (#p <0.05; ## p <0.01; ### p <0.001)

La activacion de Gai inducida por los agonistas selectivos de DiR en el complejo
heteromérico es muy probable que ocurra como resultado de su unién a DiR y la
consiguiente modulacién alostérica sobre Hs3R, ya que como se ha comentado, esta
activacidon de Gai causada por agonistas DiR no se observa cuando las células estan
transfectadas soélo con el complejo homoméricos D1R-D1R junto con Gai (Figura 10 A).
Ademas, también se ha comprobado mediante experimentos de union de radioligandos
gue estos ligandos D1R no son capaces de competir con el agonista Hs3R RAMH por su
receptor, demostrando que no pueden unirse a su centro ortostérico (Figura 11). Asi
mismo, mediante CODA-RET, también se ha demostrado que estos ligandos D1R no son
capaces de promover la activacién de Gai via unién al homdémero H3R-HsR (Figura 10 B).
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Fig. 10 Perfiles farmacoldgicos de activacidn de la proteina Gai de agonistas selectivos de D1R e histamina
en homoémeros DiR-DiR y HsR-HsR obtenidos por ensayos CODA-RET. Las células HEK-293T se
transfectaron transitoriamente con DiR-nRLuc y DiR-cRLuc (A) o H3R-nRLuc y H3sR-cRLuc (B) junto con las
subunidades Gail-mVenus y las subunidades GB1 y Gy2 no fusionadas. Los experimentos CODA-RET se
realizaron como se describe en la Metodologia, tratando cada sistema celular transfectado con
concentraciones crecientes del ligando indicado. Los resultados fueron ajustados por regresiéon no lineal
a una ecuacién dosis-respuesta sigmoidal frente a la concentracién de ligando. Los graficos son
representativos de al menos tres experimentos independientes realizados por triplicado (barras de
error=SEM). Los diagramas indican las construcciones expresadas: DiR (marrdn) y HsR (purpura) con el
Rluc complementado (rojo) en el extremo C-terminal de cada protémero de los homodimeros y la proteina
fluorescente mVenus se inserta en posicion 91 de la subunidad Ga (amarillo), las subunidades GB1 (verde)
y Gy2 (azul); la flecha representa la transferencia de energia.
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Fig. 11 Curvas de competicién con una cantidad fija de [*H] RAMH (2 nM) vs concentraciones crecientes
de agonistas de DiR. Se utilizaron células SK-N-MC transfectadas con H3R de forma estable, donde los
ultimos puntos muestran el desplazamiento total por el radioligando no marcado RAMH. Los datos
experimentales se ajustaron al modelo dimérico de dos estados, como se describe en la Metodologia. Los
valores son medias + SEM de tres experimentos realizados por triplicado.
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Es importante destacar que cuando las células se trataron simultdneamente con
ligandos selectivos de ambos receptores en el sistema heteromérico D1R-H3R, todos los
agonistas evaluados del DiR aumentaron la potencia de la histamina y el RAMH
(agonistas del H3R) en su acoplamiento a Gai (Figura 12 A y B), mientras que todos los
agonistas evaluados del HsR redujeron la potencia de la dopamina y el SKF81297
(agonistas del D1R) para acoplarse a Gas (Figura 12 Cy D), favoreciendo en ambos casos
la sefializacion de la proteina G hacia la mediada por HsR y revelando la existencia de
modulaciones alostéricas diferenciales en ambas direcciones.

Teniendo en cuenta los resultados de CODA-RET, la activacion de DiR tiene menos
potencia cuando interactia con H3R (Tabla 3) e incluso menos cuando Hs3R también esta
activado (Figura 12 B), ademas de la capacidad de los agonistas de D1R para activar Gai
a altas concentraciones cuando D1R esta interactuando con HsR (Figura 9 B, Tabla 11).
Es de destacar que SKF38393 y SKF83959 han mostrado un perfil diferente que el resto
de los agonistas de DiR, exhibiendo una mayor potencia y una eficacia relativa
drasticamente disminuida sobre el heterémero D1R-H3R, en comparacién con su accién
sobre el homdémero Di1R-D1R (Tabla 3). Sin embargo, estas aparentes mejoras en la
potencia de SKF38393 y SKF83959 pueden derivarse de valores inexactos debido a su
baja eficacia, que en cualquier caso tendria una consecuencia funcional en la misma
direccion, que es una sefalizacion debilitada por D1R cuando interactua con HsR.
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Fig. 12 Modulaciones alostéricas funcionales en la activacién de la proteina G en heterémeros D1R-HsR
mediante ensayos CODA RET. Las células HEK-293T se transfectaron transitoriamente con DiR-nRLuc y
H3R-cRLuc junto con Gail-mVenus (A, B) o Gas-mVenus (C, D) y subunidades GB1 y Gy2 no fusionadas.
Experimentos CODA-RET se realizaron como se describe en la Metodologia, tratando cada sistema celular
transfectado con concentraciones crecientes de histamina (A), el agonista selectivo de HsR RAMH (B),
dopamina (C) o el agonista selectivo de D1R SKF81297 (D) en ausencia (control) o en presencia (lineas
discontinuas) de agonistas del receptor asociado en el heterémero DiR-HsR. Los resultados fueron
ajustados por regresion no lineal a una ecuacién dosis-respuesta sigmoidal frente a la concentracion de
ligando. Los graficos son representativos de al menos tres experimentos independientes realizados con
muestras por triplicado (barras de error = SEM). Los diagramas indican las construcciones expresadas: DiR
(marrén) fusionado en su extremo C terminal a parte N terminal de la hemiproteina Rluc (L1), H3R
(purpura) fusionado en su extremo C terminal a parte C terminal (L2) de la hemiproteina Rluc, la proteina
fluorescente mVenus se inserta en posicion 91 de la subunidad Ga (amarillo), las subunidades GB1 (verde)
y Gy2 (azul); la flecha representa la transferencia de energia de la molécula donadora Rluc a la aceptora
mVenus.

4.3.4 Seializacion sesgada a nivel de activacion de la proteina Gai por agonistas de
D1R en el heteromero DiR-H3R

Dado que en los experimentos de CODA-RET se habia detectado la capacidad de los
agonistas de DiR para promover la activacion de Gail cuando DiR esta formando
heterédmeros con HsR, queriamos dilucidar si el heterdmero D1R-H3R presentaba una
preferencia de activacion con los 5 subtipos diferentes de Gai (Gaol, Gao2, Gail,
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Fig. 13 Perfiles farmacoldgicos de subtipos de proteina Gai/o de agonistas selectivos de DiR determinados
por ensayos BRET de activacion de proteina G. Las células HEK-293T se transfectaron transitoriamente con
D1R y H3R junto con cada subtipo Gai/o (Gaol, Gao2, Gail, Gai2 o Gai3) fusionados a Rluc (A, B, C, D, E,
respectivamente), una subunidad GB1 no fusionada y una subunidad Gy2-mVenus. Para F y G fue de
manera similar, pero con D1R solamente. Los ensayos BRET de activacion de proteinas G fueron realizados
como se describe en la Metodologia, tratando cada sistema celular transfectado con concentraciones
crecientes de agonistas selectivos de DiR. Los graficos son representativos de, al menos, cuatro
experimentos independientes realizados por triplicado (barras de error = SEM). Los resultados fueron
ajustados por regresion no lineal a una ecuacidn dosis-respuesta sigmoidal frente a la concentracién de

ligando.
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Gai2 y Gai3). Para ello, transfectamos las células HEK-293T con el subtipo de interés de
la subunidad Ga fusionada a la proteina luminiscente Rluc, concretamente la Rluc8, la
subunidad GB1 y la subunidad Gy2 fusionada a mVenus, junto con los receptores H3R y
DiR. En este ensayo, cuando un ligando induce la activacion de la proteina G
heterotrimérica, los cambios conformacionales resultantes se convierten en cambios de
seflal BRET negativos, de acuerdo con la apertura y distanciamiento entre las
subunidades Ga y Gy2 (Galés et al., 2005, 2006). Al analizar los resultados obtenidos,
observamos que el tratamiento con altas dosis de los agonistas de D1R dopamina, SKF
81297 y SKF 38393 puede activar Gail y Gao2, pero no Gaol, Gai2 ni Gai3, cuando
cotransfectamos ambos receptores D1R-H3R (Figura 13), mientras que estas activaciones
no se dan cuando el Unico receptor transfectado es D1R (F y G). Esto confirma que el D1R
no es capaz de activar per se a las subunidades Ga inhibidoras y que requiere de la
interaccion de HsR para ello. Estos resultados estan de acuerdo con los observados por
CODA-RET para la activacion de la subunidad Gail y sugiere, ademas, una posible
selectividad funcional de los agonistas de D1R, en este caso al nivel de activacién del
subtipo de proteina Ga inhibidora.

4.4 Estudio de la selectividad de ligandos de H3R por el heterémero D1R-H3sR

Para dar cumplimiento al objetivo cuatro, se presenta esta serie de experimentos
farmacoldgicos de unién de ligandos, de efecto sobre la via de seiializacién de la
adenilato ciclasa, de activacion de proteinas G y de sefalizacion por la via de fosforilacion
de ERKs 1/2

4.4.1 Obtencion de células HEK-293T transfectadas con el receptor H3R y con los
receptores D1R y HsR.

Con la finalidad de disponer de células con una presencia equitativa de los dos
receptores (HsR y D1R) o, en todo caso, mayor de DiR que de Hs3R, para asegurar que
todo el HsR estuviera heteromerizando con el DiR, realizamos transfecciones
transitorias de ambos receptores marcados con proteinas de fusidn en células HEK-293T
y que cuantificamos mediante técnicas de unién de radioligandos. Gracias a ello,
pudimos establecer una correlacidn entre los valores de emisién de YFP (para D1R) y de
Rluc (para HsR) con la expresion de ambos receptores. Con ello, pudimos determinar la
cantidad de cDNA a utilizar para la transfeccion (5 ug de HsR y 6 ug de D1R) para estudiar
el heterémero D1R-H3R y 25 pg de H3R para estudiar el homdmero de HsR (Fig. 14). Con
estas cantidades de DNA se determind que en las células transfectadas con ambos
receptores habia una cantidad promedio de HsR de 0.4 pmol/mg de proteina y una
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cantidad de D4R de 1.3 pmol/mg de proteina. Las células transfectadas solamente con
HsR tenian unos 0.5 pmol por mg de proteina.

A B
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0,5 1 .
04 - &
03 4

0.1 ‘.‘...
0 - -
0 500000 1000000 1500000

[3H] SCH Bmax espec
pmol/mg de proteina

0 100000 200000 300000

v
[*H] RAMH Bmax espec
pmol/mg de proteina

Fluorescencia Luminiscencia

Fig. 14 Correlacion entre Bmax especifico (pmol/mg de proteina) y la expresion de fluorescencia y
luminiscencia en células HEK-293T transfectadas transitoriamente. A) El receptor D1R esta fusionado a la
proteina fluorescente amarilla (YFP). B) El H3R estd fusionado a una enzima bioluminiscente, la luciferasa
(RLuc).

Es importante destacar que los niveles de expresion de ambos receptores obtenidos en
células transfectadas son parecidos a los previamente reportados en tejidos nativos. Por
ejemplo, se ha determinado que en tejido cerebral de estriado de cordero hay 0.82 pmol
de DiR/mg de proteina (Casadd-Anguera., 2019) y en estriado de rata 1.3 pmol/mg de
proteina (Moreno et al., 2014), valores muy parecidos a los 1.3 pmol/mg de proteina
obtenidos en estas células. Asimismo, se ha reportado que en estriado de rata hay 0.8
pmol de H3R/mg de proteina (Moreno et al., 2014), un valor cercano a los 0.4-0.5
pmol/mg de proteina que expresan las células HEK-293 transfectadas.

Es necesario precisar que posteriormente y para cada uno de los experimentos ya sea
de unién de radioligandos o de seializacidn celular, a las células HEK transfectadas
transitoriamente se les determind previamente la fluorescencia (DiR-YFP) y
bioluminiscencia (HsR-Rluc) y solo si presentaban cantidades aproximadas a las ya
citadas eran consideradas para la realizacidon de los experimentos. Por ultimo, cabe
hacer mencidn que la fusién de RLucy YFP a los receptores de Hz y D1, respectivamente,
no modifican los parametros de los experimentos de competicidon ni de sefializacién
celular tal y como lo menciona Ferrada et al. (2009).
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4.4.2 Determinacion de ligandos de HsR selectivos del heterémero D1R-H3R a nivel
de unién ortostérica de ligandos (afinidad)

Con células HEK-293T transfectadas transitoriamente con los receptores D1y Hz y con el
mismo tipo celular pero transfectado transitoriamente sélo con HzR, se determind si la
libreria de ligandos de H3R (Tabla 8, Materiales y Métodos) presentaba alguna diferencia
en su afinidad de unidn al H3R dependiendo de que estuviese unido o no al DiR. Los
ensayos de competicion se realizaron a una concentracion fija del radioligando marcado
[*H]-RAMH (agonista de HsR) e incrementando las concentraciones de los distintos
agonistas y antagonistas del receptor H3R no marcados (frios). Las curvas de competicién
obtenidas fueron ajustadas al modelo de receptor dimérico desarrollado previamente
por Casadé et al. (2007).

En la Tabla 4 se muestran los valores de Kpobtenidos y en las Figuras 15 y 16 se muestran
algunos ejemplos de las curvas de competicién de [3H]-RAMH versus diferentes ligandos
de Hs3R en células HEK transfectadas transitoriamente con HsR o con D1R y H3R.

Analizando los resultados obtenidos, observamos que los distintos ligandos agonistas o
antagonistas eran capaces de desplazar el radioligando causando una disminucion de los
niveles de [3H]-RAMH total unido, pero sélo algunos antagonistas mostraron diferencias
significativas. La conessina (no imidazélico) presenta estadisticamente mejor afinidad
por el heteromero que por el homdémero. Ademas, las curvas de desplazamiento de
A331440, JNJ10181457 y ROS (los dos primeros no imidazélicos) en el homdémero se
ajustan a un modelo bifasico, mientras que en el heterdmero se ajustan a uno
monofasico. Esto indica que la cooperatividad negativa en el homédmero H3R-H3R se
pierde al heteromerizar los receptores D1 y Hs, lo que supone una mejora significativa
de la afinidad de estos tres ligandos en el heterémero.
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Tabla 4. Valores de afinidad (Kp) de ligandos del receptor de histamina Hs en células HEK-293T
con transfeccidn transitoria Unica (HsR) y doble de receptores DiR y HsR.
Tipo de ligando

Ligando de HsR

Histamina 10+3 6.7+0.8
Imetit 0.7£0.1 0.4+0.1
Immepip 0.410.1 0.39+0.04
Agonista Immethridina 0.42+0.03 0.39+0.05
RAMH 1.4+0.3 1.3+0.1
SAMH 161 13+3
Proxyfan 5+1 4.5+0.3
Agonista inverso BF 2649 3019 28+2
0.840.2
A 331440 2.0+0.9 *
2747
Carcinina 270+40 260+20
Clobenpropit 0.5+0.1 0.38+0.05
Conessina 500+100 120440 *
GT 2016 6700+800 6000+1000
Antagonista Impentamina 411 2.940.1
0.9£0.2
JNJ 10181457 2.2+0.3 *
50£10
JNJ 5207852 0.940.1 0.710.1
1.0+0.2
ROS 234 3.310.6 *
27+7
Tioperamida 190430 21070
VUF 4904 3048 2544
VUF 5681 5+1 3.5+0.2

Parametros de inhibiciéon competitiva de [3H] RAMH versus ligandos del receptor Hs en preparaciones
de membrana de células HEK-293T transfectadas transitoriamente con DiR-HsR y H3R-HsR. Los datos se
ajustaron al modelo de dimeros de receptores. Los valores estan en nM y son medias + SEM de 3-5
experimentos realizados por triplicado. Diferencias estadisticas fueron determinadas mediante un test
t de Student (*p < 0.05 vs. valores en HzR-HzR). En verde los antagonistas no imidazélicos.
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Fig. 15 Curvas de competicion representativas obtenidas con el homémero HsR-HsR. Por cada condicion
de 3 a 5 experimentos de competicidon fueron realizados por triplicado utilizando [3H]-RAMH a 2 nM vy,
como competidores, concentraciones crecientes de los agonistas RAMH, proxyfan e immethridina y los
antagonistas A331440, JNJ 5207852 y JNJ 10181457 de HsR en células HEK-293T transfectadas con HzR.
Los parametros de afinidades y la estadistica aparecen en la Tabla 4.
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Fig. 16 Curvas de competicidn representativas obtenidas con el heterémero D1R-HsR. Por cada condicidon
de 3 a 5 experimentos de competicién fueron realizados por triplicado utilizando [3H]-RAMH a 2 nM vy,
como competidores, concentraciones crecientes de los agonistas RAMH, proxyfan e immethridina y los
antagonistas A331440, JNJ 5207852 y JNJ 10181457 de HsR en células HEK-293T transfectadas con DiR 'y
HsR. Los parametros de afinidades y la estadistica aparecen en la Tabla 4.
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4.4.3 Caracterizacion funcional mediante el analisis de la potencia y la eficacia de
diferentes ligandos agonistas de H3R sobre los complejos H3R-H3R y D1R-H3R mediante
la técnica del CODA-RET

Como ya se habia citado anteriormente, la técnica del CODA-RET combina la
complementacién de las proteinas de fusién de los receptores de interés con la
transferencia de energia de resonancia, para poder estudiar la activacién de una
proteina G concreta tras la oligomerizacion de los receptores estudiados y su activacion
por ligandos agonistas. En este estudio caracterizamos un conjunto de ligandos
agonistas selectivos de H3zR (RAMH, SAMH, imetit, immepip, imethridina y proxyfan) y
verificamos los posibles cambios en su potencia y eficacia de activacion de la proteina G
en el homdémero HsR-H3R y el heterdmero DiR-HsR. Para ello, la proteina donadora
luminiscente Rluc 8 fue fusionada a la parte C terminal del HsR y la proteina fluorescente
mVenus insertada en posicion 91 de la subunidad Gail. Obtuvimos los diferentes
valores del BRET ratio a diferentes concentraciones de los ligandos agonistas de HsR. Los
datos obtenidos se trataron y ajustaron a una ecuacion de regresion no lineal asumiendo
una curva monofdsica de dosis-respuesta con el programa GraphPad Prism 5 (Figura 17).
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Fig. 17 Perfil farmacoldgico de la activacion de proteinas G por agonistas selectivos del HsR en
homodimeros HsR-HsR y heterémeros DiR-H3R obtenidos mediante ensayos de CODA-RET. Las células
HEK-293T se transfectaron transitoriamente con A) HsR-nRLuc y HsR-cRLuc o B) DiR-nRLuc y HsR-cRLuc,
junto con Gail-mVenus en ambos y subunidades GB1 y Gy2 no fusionadas. Los experimentos CODA-RET
fueron realizados como se describe en la Metodologia, y las células fueron tratadas con concentraciones
crecientes de agonistas selectivos del HsR. Los resultados fueron ajustados por regresion no lineal a una
ecuacién dosis-respuesta sigmoidal en funcidon de la concentracién de agonistas. Los graficos son
representativos de tres a cuatro experimentos independientes realizados por triplicado (barras de
error=SEM). Los diagramas indican las construcciones expresadas: DiR (marrdn) fusionado en su extremo
C terminal a parte N terminal de la hemiproteina Rluc (L1), H3sR (purpura) fusionado en su extremo C
terminal a parte C terminal (L2) de la hemiproteina Rluc, la proteina fluorescente mVenus se inserta en
posicidn 91 de la subunidad Ga (amarillo), las subunidades GB1 (verde) y Gy2 (azul); la flecha representa
la transferencia de energia de la molécula donadora Rluc a la aceptora mVenus.
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La cuantificacion de la potencia (ECso) y eficacia (Emax) como porcentaje respecto a los
valores de histamina, aparecen en la Tabla 5. En lo que respecta a la eficacia no se
observaron diferencias significativas entre los valores de Ewax dependientes de la
formacién del heterémero D1R-HsR. En lo que se refiere a la potencia de activacion de
proteina G, los ligandos histamina, proxyfan, imethridina y SAMH no presentaron
diferencias significativas entre el homémero HsR-HsR y el heterémero DiR-HsR. Sin
embargo, la histamina y el SAMH presentan cierta tendencia a tener una mejor potencia
para activar al heterdbmero DiR-H3R. Los ligandos imetit, immepip y RAMH son
significativamente mejores activando al heteromero que al homémero. Concretamente
se puede observar que la potencia que presentan para activar al heterémero D1R-H3R es
6, 5y 4 veces mejor, respectivamente, que para el homoémero. Estos resultados sefialan
también la existencia de modulaciones alostéricas selectivas de agonistas HszR sobre D1R
y H3R debido a su heteromerizacién (Tabla 5).

Tabla 5 Caracterizacién funcional de agonistas selectivos de HsR en complejos formados por
HsR-HsR y el D;R-H3R mediante la técnica de CODA-RET.

DiR-HsR
Agonista HzR ECso (nM) Emax (%) ECso (nM) Emax (%)
Histamina 520+200 100.0£2.1 360+110 100.0+3.8
Proxyfan 7404380 94.2+4.6 780+110 94.5+4.5
Immethridina 0.2640.13 80+18 0.29+0.14 62.05.1
SAMH 1430720 97.9+1.2 678+82 86+11
Imetit 18.3+1.9 85.7+4.6 _ 82.0+4.7
Immepip 6.7+1.4 62.4+3.4 1.20+0.29% 58.1+6.0
RAMH 44+13 122.245.8 11.3+2.3 109.243.0

Ewmax = eficacia de agonistas del receptor Hs como porcentaje respecto a los valores de histamina (%). ECso
= potencia de cada agonista del receptor Hs (nM). Los valores han sido obtenidos por una curva de
regresion no lineal ajustada a una curva monofasica dosis-respuesta y expresado como medias + SEM
obteniendo la media de tres experimentos por triplicado. Las diferencias estadisticas entre el heterémero
(D1R-H3R) y la homodmero (HsR-HsR) se calcularon de muestras independientes por una prueba t de
Student’s de dos colas (#p <0,05; ## p <0.01; ### p <0.001).

4.4.4 Seializacion sesgada a nivel de activacion de la proteina Gai de agonistas de
H3R en el heterémero D;R-H3R

De la misma manera que con DiR y mediante la técnica de BRET de activacién de
proteina G, quisimos dilucidar si el H3R presenta una preferencia de activacién para
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cualquier subtipo de subunidad Gai (Gaol, Gao2, Gail, Gai2 y Gai3) especifico y si esta
propiedad es diferente en presencia del D1R (D1R-H3R). Para ello, transfectamos las
células HEK-293T con el subtipo de interés de la subunidad Gai fusionada a Rluc 8, Ia
subunidad GB1 sin etiquetar y la subunidad Gy2 fusionada a mVenus, junto con los
receptores H3R y el D1R o solamente con HsR. En este ensayo, cuando la histamina o el
ligando agonista de HsR inducen la activacion del receptor, se producen unos cambios
conformacionales resultantes de la activacidén que se traducen en cambios de sefial BRET
negativos, debido a la apertura y distanciamiento entre las subunidades Gaiy Gy2 (Galés
et al., 2005, 2006).

Con respecto a la activacién por los ligandos de HsR, la histamina ha mostrado su
potencia activadora mas alta con Gaol y su activacion mas baja con Gai2 y Gai3, ya sea
en el homémero (HsR-H3R) o en el heterémero (DiR-H3R) (Figura 16, Tabla 6); sin
embargo, la histamina no presentd diferencias significativas entre el homdémero y el
heterémero en cuanto a la potencia. Es necesario precisar también que a la eficacia de
la histamina se le ha asignado en la tabla un valor del 100% y es referencia debido a que
no se presentaron diferencias significativas entre el homdémero y el heterémero en
ninguna de las diferentes proteinas G.

De los ligandos evaluados, solamente tres agonistas de HsR: el proxyfan, SAMH e
immepip presentaron diferencias significativas en lo que respecta a la potencia entre
heterémero y homoémero. El agonista proxyfan tiene mayor potencia para activar el
homdmero cuando éste estd interaccionando con la subunidad Gail. Por su parte,
SAMH activa con mayor potencia al heterdémero cuando éste estd interaccionando con
la subunidad Gai2. Finalmente, el agonista immepip activa con mayor potencia al
heterédmero cuando éste esta interaccionando con la subunidad Gai3. Ninguno de estos
tres ligandos presenta diferencias significativas en cuanto a la eficacia relativa a la
histamina con las diferentes subunidades evaluadas.

En lo que respecta a la eficacia, todas las diferencias observadas indican una mayor
eficacia de los ligandos por el heterémero D1R-H3R. Concretamente, el RAMH activa con
una eficacia mayor al HsR en presencia del DiR cuando el heterémero esta
interaccionando con las subunidades Gaol y Gail. El imetit e immepip hacen lo propio
con la subunidad Gao2 y Gail.

En términos generales y cuando se observan diferencias, tanto la potencia como la
eficacia, se ve favorecida en el heterémero. Por tanto, las variaciones observadas tanto
de potencia como de eficacia cuando se comparan sistemas transfectados con D1R mas
HsR o solo con H3R, sugieren que se deben a las modulaciones alostéricas sobre HsR
producidas por su interaccion con D1R.
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Fig 18 Perfiles farmacologicos de subtipos de proteina Gai/o de agonistas selectivos de HsR determinados
por ensayos BRET de activacion de proteina G. Las células HEK-293T se transfectaron transitoriamente con
A) H3R y B) con D1R y HsR, junto con cada subtipo Gai/o (Gaol, Gao2, Gail, Gai2 o Gai3) fusionados a
Rluc, una subunidad GB1 no fusionada y una subunidad Gy2-mVenus. Se realizaron ensayos BRET de
activacion de proteina G como se describe en la Metodologia, tratando cada sistema celular transfectado
con concentraciones crecientes de agonistas selectivos de HsR. Los resultados se ajustaron mediante
regresidon no lineal a una relacion dosis-respuesta sigmoidea frente a la concentracion de ligando. Los
graficos son representativos de cuatro experimentos independientes realizado por triplicado (barras de
error = SEM).
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Tabla 6. Caracterizacion funcional de agonistas selectivos de H3R en complejos formados por el homémero Hs;R-HsR y el heteromero D1R-HsR por la
activacion de la proteina G correspondiente, mediante la técnica de BRET de activacion de proteina G

Histamina Proxyfan Imethridina Immepip

Subunidad  Receptores &N Emax(%) | ECso Emax(%) | ECso Emax(%) Emax(%) | ECso Emax(%) ECso (nM) Emax(%) ECso Emax(%)
Ga (nM) (nM) (nM) (nM) (nM1) (nM)
Ha-Hs 11.4%2.4 | 100+13 314160 | 59.3t8.6 | 50.5:40 | 9115 36511 70.8:89 | 0.90:0.11 | 10121 0.48£0.11 96£25 242061 | 68.3%L5
Gao1 Dy-Hs 133:19 | 100¢52 | 24.4%4.6 | 66.8t89 | 50%11 10711 2.6:1.0 91.8:82 | 4.7:24 95+11 0.48:0.10 85.245.6 2348035 | 99.789.2%
Ha-Hs 23.9$39 | 100:7.3 | 343:90 | 69.7¢7.4 | 424370 | 119¢15 1598032 | 922895 | 2.3260.93 | 83.7¢5.7 0.46£0.11 86.416.4 3.2¢12 96.5¢7.3
Gao2 Dy-Hs 17.0£25 | 100467 | 17.5¢3.7 | 68.350 | 5313 106.5:2.8 | 1.80:037 | 89.4:12 | 0.76:0.19 | 106.8£9.1¢ | 0.33:0.11 116.325.1" | 2.43:0.80 | 90.826.9
Ha-Hs 154326 | 100£6.6 | 11.8t19 | 56.6¢54 | 5121 98+17 2.65:056 | 88.5:7.2 | 0.98:0.24 | 8811 0.32:0.10 90.5+6.5 2.02£0.65 | 99£10
Gai Dy-Hs 14823 | 100457 | 56:13" | 48.2¢34 | 5513 965855 | 2.00:0.34 | 623:81 | 3.3t17 103.9:4.0" | 0.52£0.16 103.447.4" | 1.17+0.18 | 115.82.8%
Ha-Hs 328571 | 100£5.3 | 107435 | 45.0£2.0 | 16332 83.7¢6.4 | 5.4%13 57.816.8 | 1.51:0.87 | 92.6t5.4 0.54£0.10 95.445.9 3.26:0.61 | 104.7610.26
Gai2 D1-Hs 44.2+6.7 | 100+4.8 90443 41.3+2.2 | 80.1+3.6* | 91.445.5 7.612.4 62.5£7.6 | 3.3t1.2 93411 0.81+0.11 89.9+8.9 4.36+0.72 | 94.21+2.0
Hs-H3 35.8+7.6 | 100+7.5 139154 61.4+4.5 | 122431 92.1+3.9 3.24+0.88 | 77.74¢5.9 | 2.7x1.6 121415 1.00£0.13 122116 2.81+0.27 | 9711
Gai3 D1-Hs 32.5+5.6 | 100+4.5 42+14 53.2+3.5 | 84129 93.7+4.8 11.0+4.2 76.4+5.4 | 1.27+0.31 | 93.848.8 0.676+0.028* | 93.8+9.6 3.74+0.80 | 90.0%+3.0

Potencia (ECso en nM) y eficacia relativa (valores de Emax, como porcentaje respecto a los valores de histamina) de la histamina y agonistas selectivos de H3R obtenidos de
ensayos BRET de activacion de proteina G del acoplamiento de H3R a diferentes subtipos de Gai/o. Los valores se obtuvieron mediante una curva de regresion no-lineal
ajustada a una curva monofasica dosis-respuesta y expresado como promedios + SEM de cuatro experimentos por triplicado. Las diferencias estadisticas entre sistemas
heteroméricos (D1iR-HsR) y homoméricos (D1R-D1R) se calcularon de muestras independientes por una prueba t de Student de dos colas (#p <0.05; ## p <0.01; ### p <0.001).
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4.4.5 Determinacion de ligandos de HzR selectivos del heteromero D1R-H3R a nivel
de sefializacion (potencia y eficacia) por la via del AMPc

A parte de determinar si un ligando era selectivamente mas afin por el heterémero que
por el homodimero, queriamos determinar si alguno era capaz de producir una
sefalizacion intracelular diferencial. Concretamente, analizamos la via de sefializacion
dependiente de proteina G mediante ensayos de determinacion del AMPc intracelular.
Este ensayo se realizd en las mismas células HEK que los ensayos de unién de
radioligandos y transfectadas de igual manera. Los receptores de histamina estan
acoplados a proteinas Gai y su activacion induce una disminucidn en las concentraciones
intracelulares del AMPc generado por la forskolina. En lo que respecta al receptor D1,
éste es capaz de acoplarse a la proteina Gs induciendo la produccién de AMPc; sin
embargo, en el trabajo de Ferrada et al. (2009), ya se describié que el heterémero
D1RH3R esta acoplado Unicamente a una proteina Gi e inhibe la produccién de AMPc.
Por lo tanto, para investigar el efecto de la libreria de ligandos (agonistas) de H3R sobre
el heterémero D1R-H3R y sobre H3R-H3R, las células HEK transfectadas transitoriamente
fueron tratadas con concentraciones de agonistas entre 0.01 nM-1 uM. En la Tabla 7, se
muestran los valores de potencia (ECso) y de eficacia (en % de inhibicion maxima de la
forskolina) correspondientes a los agonistas de HsR.

Tabla 7. Valores de potencia (ECso) y eficacia derivados de la determinacion de AMPc
intracelular.

ECso (nM) Emax (%)

Agonistas del

H3R
RAMH 0.9+0.4 0.3#0.1 48+5 57+4
Histamina 28+4 14+12 38+5 3315
Imetit 0.4+0.4 0.4+0.1 4915 6015
Immepip 0,017+0.007 0.5+0.2 * 5415 76+6*
SAMH 220+120 40+20 4745 5611
Proxyfam 0.016+0.009 0.5+0.2 * 5215 47+1
Immethridine 0.04+0.02 0.05+0.02 5945 61+4

Las células HEK-293T fueron transfectadas transitoriamente con DiR y H3R o sélo con H3R (homdmeros) y
los valores son medias + SEM de 2-4 experimentos realizados por triplicado. Diferencias estadisticas
fueron determinadas mediante un test de Student (*p < 0.05 vs. valores en HsR-H3R). La eficacia esta
expresada como el porcentaje de la disminucidon de AMPc con respecto a la forskolina.
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Todos los agonistas presentaron una disminucién de la acumulaciéon de AMPc tanto en
células D1R-H3R como en H3R-H3R; sin embargo, para diversos agonistas (RAMH, imetit,
immepip y SAMH) hay un efecto maximo aproximadamente un 41% superior en D1R-H3R
con respecto al observado en H3R-H3R. En lo que respecta a la potencia, el proxyfan y el
immepip presentaron una potencia significativamente menor en el heterémero D1R-HsR
gue en su contraparte HsR-HsR (Tabla 7). En la figura 19 se presentan las graficas
obtenidas con estos cuatro agonistas.

A continuacién, quisimos determinar para los antagonistas de HsR un parametro similar
a la potencia de los agonistas. Para ello se debe incluir en el ensayo, ademas de
forskolina (para incrementar el AMPc intracelular), un agonista de HsR a alta
concentracion que inhiba considerablemente los niveles inducidos por la forskolina
(RAMH 100 nM) y posteriormente ver el efecto de concentraciones crecientes de los
diferentes antagonistas que bloquearan gradualmente la inhibicién del agonista RAMH
(rangos de 0.1 nM-10 uM, excepto para el GT 2016 que fue de 10 nM-10 uM). Asi
obtuvimos la ECso del efecto bloqueante antagonista de cada uno de ellos (tabla 8). En
la Fig. 18 aparecen diferentes ejemplos de la determinacidon de la ECso sobre la
produccion de AMPc de antagonistas de HsR actuando sobre homdmeros y
heterémeros.

Obtuvimos valores de ECso similares para las dos transfecciones celulares excepto para
el ROS, que mostré una preferencia por el homdémero, ya que tiene un valor
significativamente menor de ECso en el homdmero que en el heterdmero con D1R. Mas
interesante todavia fue el resultado obtenido con el antagonista JNJ 10181457 (no
imidazélico), que bloqued la sefial del AMPc inducida por la activacion del HsR de forma
significativamente mas potente (entre 100 y 1000 veces) en el heterémero con DiR que
en ausencia de dicho receptor (tabla 8 y Figura 18). Igualmente, aunque de forma no
estadisticamente significativa, los antagonistas tioperamida y VUF 5681 parecen ser
entre 3 y 10 veces mas potentes inhibiendo la accién del agonista RAMH sobre el AMPc
en el heterémero que en el mondmero; con estos antagonistas sera preciso realizar mas
experimentos para confirmar la significacion.
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Fig. 19 Ejemplos de la determinacion de potencia y eficacia de agonistas de HsR. Las células HEK
transfectadas con los receptores DiHs y Hs fueron tratadas con concentraciones crecientes de immepip,
proxyfam, imetit y RAMH por 15 minutos, posteriormente se afiadio la forskolina por otros 15 minutos.
Las barras indican los valores son medias + SEM de 2-4 experimentos realizados por triplicado. Diferencias
estadisticas fueron calculados por ANOVA de una via, seguida de una prueba post hoc de Dunnett con
respecto al tratamiento con forskolina (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) y respecto al basal (A" p <
0.001).
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Tabla 8. Valores de potencia (ECso) derivados de la determinacion de AMPc intracelular.

EC5o (nM)
Antagonistas del HsR D:R-HsR HsR-HsR
A33140 70450 50425
BF2. 649 * 60%30 60120
Carcinina 270+40 300+200
Clobenpropit 40+20 90+30
Conessina 50+40 110+50
GT 2016 600+300 380460
Impentamina 30+10 2843
JNJ 10181457 0.4£0.1** 300+100
JNJ 5207852 5+2 3.740.8
ROS 234 19+2%* 2.7+0.5
Tioperamida 90140 230+120
VUF 4904 50+30 9248
VUF5681 16+6 200+170

Las células HEK-293T fueron transfectadas transitoriamente con DiR y H3R o sdélo con HsR
(homdémeros) y los valores son medias + SEM de 2-5 experimentos realizados por triplicado.
Diferencias estadisticas fueron determinadas mediante un test t de Student (*p < 0.05, **p<0.01 vs.
valores en H3R-H3R) (* agonista inverso). En rojo los ligandos no imidazdlicos.
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Fig. 20 Ejemplos de la determinacion de la potencia de antagonista de diferentes ligandos de HsR. Las
células HEK transfectadas transitoriamente con DiR- HzR y HsR-H3sR fueron tratadas con concentraciones
crecientes de ROS (arriba) y JNJ 10181457 (abajo). En intervalos de 15 minutos, las células fueron tratadas
con los antagonistas, posteriormente con el agonista RAMH y por altimo con la forskolina. Las barras
indican los valores promedio + SEM de 3-5 experimentos realizados por triplicado. Diferencias estadisticas
fueron calculados por ANOVA de una via, seguida de una prueba post hoc de Dunnett (*p < 0.05; **p <
0.01 **p < 0.001 vs. Fk; # p < 0.05, #p<0.01, #* p<0.001 vs RAMH + Fk).
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Fig. 20 Continuacion

4.4.6 Determinacion de agonistas selectivos del heterdmero D;R-HsR a nivel de
sefializacion de ERKs 1/2.

Igualmente quisimos determinar si los diferentes ligandos agonistas de HsR eran
selectivamente mas potentes sobre el heterémero que sobre el homodimero analizando
una via de sefalizacion diferente a la candnica del AMPc, como es la via de las MAP
quinasas, determinando la fosforilacion de ERK1/2. En estudios previos de nuestro
grupo, Ferrada et al. (2009) y Moreno et al. (2011) reportaron evidencias de la
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heteromerizacion y las caracteristicas bioquimicas del heterémero DiR-H3R. Se
demostrd que en células HEK transfectadas transitoriamente con el H3sR-HsR, no daban
sefial de fosforilacién de ERKs1/2 al activar el receptor a menos que éste estuviera
coexpresado con DiR, formando heterémeros DiR-HsR. En células HEK transfectadas
transitoriamente con los receptores Hs-Hs y al ser activadas con los diferentes agonistas
de Hs3R, ninguno mostro seial de ERKs (datos no presentados).

Para el caso de las células transfectadas con DiR-HsR, se determinaron los efectos
maximos de fosforilacion de ERK1/2 con los mismos agonistas de H3R del experimento
anterior y a concentraciones de 100 nM y 1 uM. Como a la concentracién de 100 nM los
diferentes agonistas produjeron suficiente sefializacion y a 1 uM podiamos estar mas
cerca de la saturacién de la sefial que no nos permitiera apreciar la diferente potencia
de los agonistas activando esta via, decidimos analizar comparativamente sélo los
resultados de 100 nM (Fig. 21).
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Fig. 21 Efecto de agonistas del HsR en el nivel de fosforilacién de ERK 1/2 en el heterdmero D1R-HsR. Las
células HEK transfectadas transitoriamente con DiR y H3R fueron tratadas por 7 minutos con agonistas del
H3R a 100 nM. La fosforilacién de ERK 1/2 esta representada como la media * SEM (n=3) del porcentaje
de fosforilacidn relativo al nivel basal de las células no tratadas (100%).

* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. basal; # p<0.05, # p<0.01 vs. SKF81 (one-way ANOVA con test posthoc
de Bonferroni)

En todos los casos se observé la sefial de fosforilacidn de ERK, pero sélo con la activacidn
del immepip se alcanzd claramente el nivel de fosforilacién producido por el SKF 81
(agonista del D1R). El menor valor de fosforilacién correspondio al RAMH.
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

La dopamina es un importante neurotransmisor involucrado en la regulacién de varias
funciones bioldgicas, entre ellas la actividad locomotora, emocién, cognicidn y secrecién
neuroendocrina y dado que el cuerpo estriado recibe las inervaciones de dopamina mas
densas y contiene la mayor densidad de receptores de dopamina en el cerebro (Gerfen
and Surmeier, 2011), son blanco de enfermedades como Parkinson, esquizofrenia vy,
como se ha comentado en este trabajo, también en la enfermedad de Huntington (HD)
(Moreno-Delgado et al., 2020). Sin embargo, por obvias razones, una intervencion
directa sobre el receptor D1 conlleva a muchos efectos secundarios debido a su amplia
distribucidn en el sistema nervioso. Los trabajos de Ferrada et al. (2009) y Moreno et al.
(2011) demostraron que el heterémero que forman con los receptores Hsz de histamina
(D1R-H3R) podria actuar como una posible diana terapéutica para regular la
sobreactivacion del DiR mediante una modulacidn por parte del HsR. Se tiene ademads
el antecedente que el H3R funciona no sélo como autorreceptor sino como un
heterorreceptor modulando la liberacion de la dopamina y también de otros
neurotransmisores como la acetilcolina, norepinefrina, serotonina, GABA y glutamato
(Schneider et al., 2014). La modulacidn de Hs3R sobre D1R parece ser una mejor estrategia
si tenemos en cuenta que en la HD, los niveles de dopamina son mas elevados que en
individuos sanos (André et al., 2010a; Koch and Raymond, 2019) y también la
transmisién glutamatérgica estd alterada (Rodriguez- Ruiz et al., 2017).

El presente trabajo de Tesis doctoral deriva en dos grandes vertientes, por un lado, nos
interesan las nuevas dianas de estudio para HD y, por otro, el estudio farmacoldgico del
heterémero D1R-H3R en el que se considera también los reordenamientos de la proteina
G una vez activados los homémeros y heterémeros de DiR y HsR, ademads de las
preferencias de acoplamiento a los subtipos de proteinas Gai/o. Es necesario sefialar
gue partimos de la existencia de los heterémeros de GPCRs y que eso implica una
manera diferente de entender la neurotransmisién.

A semejanza con las enzimas, donde un activador o inhibidor alostérico modifica la
actividad enzimatica al unirse a un sitio diferente del sitio activo, en los GPCRs también
estd presente este tipo de interacciones (Christopoulos and Kenakin, 2002); sin
embargo, este concepto va mas alla porque se ha descrito que en los complejos
oligoméricos de GPCRs, también puede darse el fenédmeno del alosterismo entre
diferentes protémeros del mismo complejo u otras proteinas de unidn. Existen
basicamente tres tipos de alosterismo en los GPCRs: el clasico, en el que la diana del
modulador alostérico es un ligando distinto que se une al lugar ortostérico; el citosdlico
donde la diana se situa en el interior celular y el lateral en el que la diana de la
modulacion es un componente del plano de membrana (Kenakin and Miller, 2010). En
este trabajo centramos los estudios en este ultimo (Koch and Raymond, 2019)
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La interaccidn directa de receptores y propiedades funcionales

Dentro de las diversas técnicas directas para la identificacion de oligémeros estd la
técnica de ligacion por proximidad o PLA, que permite demostrar la presencia y
proximidad molecular entre dos proteinas (GPCR), es decir, que estén a una distancia
menor de 16 nm. De esta manera demostramos la proximidad de los heterémeros
DiNMDAR y HzR-NMDAR en los dos tipos celulares de nuestro estudio (control y modelo
de HD). De hecho, Lee et al. (2002) y Fiorentini et al. (2003) ya habian demostrado la
heteromerizacion del DiR con el receptor ionotrépico NMDAR vy estudios posteriores
evidenciaron la capacidad de regularse mutuamente (Lee et al., 2011; Cahill et al., 2014).
Por su parte Burban et al. (2010) demostraron que receptores de Hsz son capaces de
modular al NMDAR y Rodriguez-Ruiz et al. (2017) demostrd su proximidad por PLA en
corteza de rata. En estos ultimos estudios, que fueron realizados en nuestro grupo de
investigacion, se demostrd, ademads, que los receptores en la superficie celular no solo
interactian formando heterémeros sino que también pueden formar estructuras mas
complejas; asi, y mediante ensayos de coinmunoprecipitacion y PLA, demostraron la
formacidn de un complejo de receptores constituido por Di-H3-NMDA en sistemas de
expresion heterdloga y en corteza cerebral de rata (Rodriguez-Ruiz et al., 2017).

Mediante los estudios de PLA también demostramos en los dos tipos celulares de
nuestro estudio la presencia de los heterédmeros A1R-DiR, A2aR-D2R y D1R-D3R, que ya
habian sido ampliamente estudiados y descritos por nuestro grupo de investigacién
(Ferré et al., 2018; Oliver et al., 2019; Bonaventura et al., 2015 y Guitart et al., 2014). De
hecho, la existencia del heterédmero A1R-DiR fue demostrada por nuestro grupo de
investigacion mediante una coinmunoprecipitacion de los dos receptores en células de
fibroblastos y neuronas corticales de rata, ejerciendo una modulacion del receptor de
adenosina A1 sobre el D1R a nivel de heteromerizacion y sefalizacién a través del AMPc
(Ginés et al., 2000). El heterémero A;sR-D2R fue identificado también por
coinmunoprecipitacién en células de neuroblastoma y se demostrd que la activacion de
receptores Axa disminuye la unidon de dopamina a receptores D (Hillion et al., 2002).
Ademas, se ha reportado evidencia de su estructura heterotetramérica y su potencial
para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas (Casadé-Anguera et al., 2016,
Borroto-Escuela and Fuxe, 2019). En cuanto al heterémero D1R-D3R, Fiorentini et al.,
(2008) mostraron evidencia de la interaccion de estos subtipos de receptores de
dopamina en estriado de rata; ademas, demostraron que el D3R cambia los mecanismos
de desensibilizacidn tipicos del D1R. La presencia de estos tres heterdmeros en células
tanto Wt como HD, sugiere que pueden tener un papel en HD y, por consiguiente,
considerarse como unas nuevas dianas de estudio de esta enfermedad.

Los complejos de receptores mencionados han mostrado evidencia de su
heteromerizacion y las diferencias presentadas en las células HD podrian atribuirse entre
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otras causas a las alteraciones celulares originadas por la huntingtina mutada,
especificamente a la que se da en la densidad de los receptores y/o heterémeros y a su
presencia en los diferentes estadios de la enfermedad tal y como lo mencionan
MorenoDelgado et al. (2020). Estos autores demostraron que el heterémero D1R-H3R se
expresa en ratones HD en etapas tempranas de la enfermedad pero no en las tardias y
el mismo resultado obtuvieron con muestras humanas de pacientes de diferentes
grados de la enfermedad. Por lo tanto, es necesario puntualizar que si pretendiéramos
ubicar a las células STHAhQ!''/Q!'!! en un estadio de la HD, estarian en una etapa
temprana de la enfermedad puesto que no exhiben inclusiones amino terminales como
lo menciona Trettel et al. (2000). Ademas, Bates et al. (2015) también mencionan que la
fragmentacion de la huntingtina es el primer paso clave en el mecanismo patogenético
en la HD. De este modo, es probable que la disminucién de la densidad de los
heterdmeros D1R-NMDAR y H3sR-NMDAR sea consecuencia del estadio temprano de la
HD en que son bajos los niveles de los receptores DiR y H3R ante los receptores de
glutamato que estan incrementados. Una situacidon andloga podria darse también con
los demads heterémeros.

Una de las principales caracteristicas de los heterémeros es que muestran propiedades
bioquimicas y farmacoldgicas diferentes de las que muestran sus componentes
individuales debido a que se establece una nueva interaccién proteina-proteina entre
ellos (Guitart et al., 2014). A la modulacién alostérica en la cual la unién de un agonista
de uno de los receptores del heterémero afecta a la seiializacién del otro receptor, se le
denomina cross-talk, que puede ser positivo o negativo de acuerdo al sentido de su
afectacién. Sila unién de un antagonista a su receptor afecta también la sefializacion del
otro receptor, este fendmeno es denominado cross-antagonismo. Asi, el cross-talk y el
cross-antagonismo son consideradas propiedades especificas o fingerprints del
heterédmero de GPCRs. La funcionalidad de los heterdmeros D1R-NMDAR y HzR-NMDAR
la determinamos en primer término mediante estudios de sefalizacidn celular a través
de la via de la fosforilacién de ERKs; el cross-talk y cross-antagonismo que presentaron
ambos heterdmeros indican que tanto los receptores Di como los Hs, estan
interaccionando con el NMDAR en estos dos tipos celulares. Este tipo de estudios son
también considerados como una prueba indirecta de la existencia de oligomerizacién
entre ellos. Cabe hacer mencién que el antagonismo cruzado (cross-antagonismo) y
ejemplificando con el heterémero D1R-NMDAR, en el que el antagonista SCH-23390 del
D4R es capaz de bloquear al agonista del NMDAR, es dificil de explicar si no es a través
de un mecanismo que involucre la heteromerizacidn, debido a que un antagonista no
induce senalizacion intracelular y, por tanto, no podria tratarse de una interaccién entre
receptores a partir de sus segundos mensajeros.

La interaccion entre los heterémeros DiR-NMDAR y HsR-NMDAR también la
demostramos a través de estudios de acumulacién de AMPc intracelular. En el caso del
heterdmero D1R-NMDAR, el D1R estd acoplado a la proteina Gs, mientras que el NMDAR
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no esta acoplado a ninguna proteina G. Ambas modulaciones alostéricas se presentaron
en ambos tipos de células; sin embargo, cuando se activan ambos receptores con sus
agonistas se observa un cross-talk negativo de mayor grado en las células Wt. Por su
parte, en el heterémero H3R-NMDAR, el H3R se acopldé a Gai y el NMDAR a nada, y
mientras que las células Wt presentaron un cross-talk positivo cuando el agonista NMDA
hace que el RAMH disminuya significativamente los niveles inducidos por la forskolina,
un efecto similar se dio en las células HD solo que el cross-talk fue negativo, lo que
muestra un comportamiento diferencial entre estos dos tipos de células. Este tipo de
estudios permite determinar también el acoplamiento de los receptores a las proteinas
G que en algunos casos es diferente que cuando estan en un estado monomérico;
ejemplos de ello son el heterémero D1R-D2R en neuronas, que expresan receptores D1
acoplados a Gs y receptores D; acoplados a G;, mientras que el heterémero formado esta
acoplado a Gq (Rashid et al., 2007). Otro ejemplo es el heterémero D1R-H3R (Ferrada et
al., 2009), el cual abordaremos con detalle mas adelante. Hemos profundizado en estos
dos heterémeros, DiR-NMDAR y H3R-NMDAR, y determinado las interacciones
alostéricas entre sus ligandos agonistas y antagonistas a través de los protémeros que
forman dichos heterémeros, lo que permitird una acciéon mas efectiva en los
tratamientos con dichos ligandos dirigidos a estas nuevas dianas farmacolégicas.

La modulacion de una libreria de ligandos de HsR sobre el DiR en el heterémero D1R-H3R,
a nivel de la unidn ortostérica de la dopamina y la activacion de proteinas G

Ferrada et al. (2009) demostraron que en células de neuroblastoma humano que
coexpresan los receptores D1y HsR en lo que respecta a la fosforilacion de ERKs 1/2, los
receptores Hz no producen sefalizacién a menos que se coexpresen con los receptores
de dopamina; es decir, estos dos receptores constituyen un “dispositivo” para dirigir la
sefializacion dopaminérgica e histaminérgica hacia la via MAPK de manera
independiente de la proteina Gs y dependiente de la proteina Gi. También reportaron
un efecto de cross-talk negativo y cross-antagonismo para el heterémero DiR-HzR en
células SK-N-MC/D1Hs. En el mismo trabajo y con el mismo tipo celular que coexpresan
también los receptores D1 y Hs, reportaron que se produce un cambio en la proteina G
gue se acopla al receptor D1, que pasa de Gs a Gj, a la cual los receptores Hsz ya estan
unidos. Por lo tanto, al activar el DiR no puede activar a la adenilato ciclasa, por el
contrario la inhibe, mientras que el Hs3R si puede senalizar a través de la enzima
inhibiéndola. Este ultimo hallazgo fue clave para el estudio farmacolégico desarrollado
en la presente Tesis doctoral.

En el trabajo de Ferrada et al. (2009) también determinaron si el agonista RAMH del H3R
era capaz de modular la uniéon de SKF 38393 a su receptor (D1R), que constituye el
homodimero D1R-D1iR y que, a su vez, éste forma parte del heterotetramero D1RD1RH3R-
HsR. Para el estudio de unién de ligandos los receptores Hsy D1 fueron expresados de
manera estable en células de neuroblastoma humano (SK-N-MC/D;iHs). En estos
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estudios, el antagonista tritiado del D1R, el [3H]SCH 23390, compitid con el agonista SKF
38393 en ausencia y presencia de RAMH (agonista de HsR); por otra parte, el
radioligando agonista del HsR [3H]JRAMH compitié con su homdlogo no tritiado en
ausencia y presencia de SKF 38393 (agonista de DiR). Los resultados del primer
experimento indicaron la presencia de un cross-talk entre estos receptores en el cual la
activacion del receptor Hs elimind la unidn cooperativa que presentd el receptor D1 por
su agonista y también provocd una disminucién en su afinidad. Esto es también una
evidencia de que ambos receptores estan formando una estructura oligomérica. Por su
parte, la activacion del receptor D1 no tuvo ningln efecto sobre HsR. Esto indica que el
sentido del cross-talk, es decir, de la modulacion alostérica principal, va de Hs3R hacia
Di1R.

Para robustecer los conocimientos con el heterémero D1R-HsR, un factor clave fue el de
realizar los estudios también in vivo por Moreno et al. (2011) y con resultados muy
semejantes al primer estudio heterélogo de Ferrada et al., (2009). Ahora con los
antecedentes in vitro e in vivo y dada la trascendencia y aporte bioquimico,
pretendiamos profundizar en el componente farmacoldgico de esta interaccién. De
hecho, en un estudio reciente, Moreno-Delgado et al. (2020) demostraron tanto en
células Wt y HD, como en cortes organotipicos de cerebros de ratones modelos de HD,
gue la muerte celular inducida por la sobreactivacion del DiR y las cascadas de
sefializacion responsables de esta muerte fueron moderadas por la tioperamida, un
antagonista del H3zR y que se encuentra en la lista de la libreria de ligandos utilizados en
esta Tesis. Cabe hacer mencion que todos estos estudios (Ferrada et al., 2009; Moreno
et al., 2011; y Moreno-Delgado et al., 2020) fueron realizados por nuestro grupo de
investigacion.

Todo y que ya se han descrito las anteriores evidencias de la heteromerizacién y las
caracteristicas bioquimicas del heterémero D1R-H3R (Ferrada et al., 2009; Moreno et al.,
2011), se sabia poco sobre los mecanismos moleculares de la modulacién alostérica que
presentan estos receptores en el heterdmero. La metodologia indicada para este tipo
de estudios es la técnica de unién de radioligandos que, a diferencia de otras técnicas
para determinar la interaccién proteina-proteina, muestra gran versatilidad ya que no
considera componentes de la maquinaria celular que intervengan en la unién de los
receptores, por lo que los cambios en el experimento sélo se deben a la interaccidn fisica
de los receptores. Los estudios se realizaron a través de ensayos de competicion de la
union de una concentracién fija de radioligando frente a concentraciones crecientes del
competidor.

Para la integracion de la libreria de ligandos se considerd en primer término al agonista
enddgeno histamina debido a que ha sido la base quimica estructural para el desarrollo
de los agonistas y, en primera instancia, para el de los primeros antagonistas (Leurs et
al., 1995); sin embargo, se reportd que los compuestos imidazélicos actuan sobre el

143



5. Discusién de Resultados

citocromo p450, un efecto indeseable que motivo a la sintesis de una nueva generacion
de antagonistas no imidazdlicos con una menor toxicidad y otras ventajas
farmacolodgicas (Yang et al., 2002). Las propiedades que ofrecen estos antagonistas no
imidazélicos eran, por lo tanto, un factor determinante para incluirlos en su totalidad;
sin embargo, los antagonistas imidazélicos tienen la ventaja del estudio farmacoldégico
previo; de hecho, algunos han sido considerados como clasicos y han sido ampliamente
utilizados para caracterizar y validar farmacoldgicamente al receptor Hs, entre ellos
podemos citar al RAMH y el antagonista tioperamida (Arrang et al., 1987). Se considero
también el SAMH, enantidmero del RAMH, ambos con una metilacion en la cadena
lateral; se evaluaron también el immepip con un anillo de piperidina y la inmethridina,
muy semejante al immepip, solo que con un anillo de piridina. Otro agonista utilizado
fue el imetit con una isotiourea. Entre los antagonistas cldsicos estan los compuestos
imidazélicos impentamina y clobenpropit entre otros, sin faltar los antagonistas no
imidazdlicos, entre ellos el A33140, el JNJ 5207852 y el JNJ 10181457 (Tabla 2, seccién
Materiales y Métodos).

Haciendo énfasis en el alosterismo lateral en oligémeros de GPCRs, cabe hacer mencidn
gue la modulacién ocurre de dos maneras: la primera, mediante una modulacién que se
da por la unién de un ligando al sitio ortostérico de un protdmero (en el receptor
oligomérico) y que puede modificar la afinidad y/o la eficacia intrinseca de ligandos para
el sitio ortostérico del otro receptor; éste es el caso para el primer bloque de
experimentos de unidn de radioligandos que realizamos. La segunda es mediante una
modulacion alostérica independiente de ligando, es decir, cuando uno de los receptores
en el oligémero actiua como un modulador de las propiedades farmacolégicas del otro
receptor molecularmente diferente, en este caso el modulador no es un ligando sino
una proteina que es el propio protédmero adyacente (Casadd-Anguera et al., 20193;
Ferré et al., 2016; Smith and Milligan, 2010).

Segun el modelo dimérico de unién de ligandos a GPCRs (Casadd et al., 2007), la
comunicacién alostérica entre protdmeros permite la cooperatividad sea negativa o
positiva, es decir, que la unién de un ligando al primer protémero disminuye o aumenta
la afinidad de otra molécula del mismo ligando por el segundo protémero,
respectivamente. Cuando determinamos si la libreria de ligandos de H3R eran capaces
de modular la unidén de la dopamina a su receptor (D1R), que constituye el homodimero
DiR-DiR y que a su vez éste forma parte del heterotetramero D1R-D1R-H3R-H3R, se
observd que el efecto de algunos ligandos de H3R se dio mediante una modulacién
alostérica principalmente sobre la afinidad de la dopamina al segundo protémero de D1R
(Kpsz2). Asi, los agonistas imetit y RAMH disminuyeron el valor 58 y 18 veces, mientras
gue los antagonistas A 331440 (no imidazélico) y VUF 4904 hicieron lo mismo 44 y 137
veces, respectivamente. En menor medida también los antagonistas carcinina con 27, el
clobenpropit con 8 y el antagonista no imidazélico conessina con 17 veces. Esto significa
gue la activacion del receptor de Hs provocd cambios alostéricos sobre el D1R-D1R que
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afectaron a la union de la dopamina pero que especialmente mejoraron su unién al
segundo protémero del homodimero D1R-DiR dentro del heterotetramero y sugiere
también la organizacién oligomérica de dichos receptores, como se ha demostrado
estructuralmente para otros heterotetrdmeros de GPCRs (Kofalvi et al., 2020;
RiveraOliver et al., 2019; Navarro et al., 2016; Bonaventura et al., 2015; Guitart et al.,
2014).

La afinidad de unidn al sitio ortostérico de una libreria de ligandos de HsR sobre el
heteromero DiR-H3R

Al analizar el efecto de la libreria de ligandos de H3R sobre su unién al receptor HsR
dependiendo de que esté o no unido al receptor de dopamina (D1R), en primer lugar
podemos sefialar que no se tuvo un efecto diferencial significativo de ningln agonista,
a diferencia de los antagonistas en los que obtuvimos que la conessina presenta
estadisticamente mejor afinidad por el heterémero que por el homdmero y que las
curvas de desplazamiento de A 331440, ROS 234 y JNJ 10181457 en el homdmero se
ajustan a un modelo bifasico y en el heterémero a uno monofasico. Esto indica que la
ocupacién de un protémero de HsR dificulta la ocupacidn del otro protémero de HsR
dentro del homodimero H3R-H3R por el fenémeno llamado cooperatividad negativa. Esta
cooperatividad negativa se pierde al heteromerizar los receptores D1 y Hs, lo que supone
una mejora significativa de la afinidad de estos tres ligandos en el heterémero. Asi, estos
ligandos, al igual que la conessina podrian ser la base para un futuro disefio de
estructuras mas selectivas para el heterémero D1R-HzR con importantes aplicaciones en
desérdenes neuroldgicos y motores como la enfermedad de Huntington
(Casadd6Anguera et al., 2019a; Ferré et al., 2014; Gracia et al., 2013). La obtencion de
curvas de competicion bifdsicas también indica la formaciéon espontanea de
homodimeros de H3R, ya que sin estos, no se podria dar el efecto cooperativo, como se
ha demostrado para el receptor de dopamina D1R (Casadd et al., 2009; Casadd-Anguera
etal.,, 2019b) y para el de adenosina A1R (Gracia et al., 2013). La presencia de D1R anula
esta comunicacidn alostérica entre los protémeros del homodimero de HsR, perdiendo
asi los ligandos A 331440, ROS 234 y JNJ 10181457 su cooperatividad negativa. De esta
forma, a concentraciones bajas, estos ligandos son mas afines para el homodimero, ya
gue tienen una Kpi1 ligeramente menor que la Kp para el heterémero. A concentraciones
mayores, estos ligandos serian mucho mas afines por el heteromero, que tiene una Kp
significativamente menor que la Kp2 del homodimero.

Estudios de activacion de proteinas G

Debido a que el ensayo CODA-RET es una técnica que necesariamente requiere la
dimerizacién de dos receptores para la complementacién de la sefial de luminiscencia,
tenemos un alto control de cudles son las especies receptoras que participan en la
transferencia de energia (Urizar et al., 2011). Eso significa que cuando analizamos un
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heterodimero mediante esta técnica, las mediciones no se contaminaran con complejos
de sefalizaciéon homoméricos ni con cascadas de sefializacién, ya que no pueden
contribuir a la transferencia de energia.

Se habia propuesto que el heterémero D1R-H3R puede activar la proteina Gai mediante
el tratamiento con agonistas del receptor de dopamina tipo D1 (Ferrada et al., 2009;
Moreno et al., 2011, 2014), lo que también ha sido confirmado por esta técnica, aunque
a concentraciones mas altas de agonista D1R que para activar la proteina Gas. Nuestros
presentes resultados de CODA-RET sugieren que es probable que esto ocurra por un
mecanismo de transactivacion inducido por interacciones alostéricas entre protémeros,
ya que hemos detectado que cada receptor en el heterdémero DiR-H3R mantiene su
sefializacion de proteina G candnica (aunque con diferencias en potencia y eficacia en
comparacion con los complejos homoméricos debido a las interacciones alostéricas) y
los agonistas de los D1R no pueden activar la proteina Gai a través de los homémeros
D1R-DiR ni H3R-H3R. Ademds, hemos verificado mediante BRET con un ensayo de
complementacién luminiscente y fluorescente bimolecular que el heteromero D1R-H3R
puede presentar una estructura tetramérica formada por dos homodimeros de cada
receptor, lo que sugiere que seria posible que los subtipos de proteinas Gas y Gai estén
unidos al heterotetramero, probablemente uno debajo de cada homodimero, ya que
esta ha sido la estequiometria del receptor de proteina G propuesta para otros GPCR
segun estudios de modelado estructural (Navarro et al., 2016, 2018). La posibilidad de
una estructura heterotetramérica junto con los resultados de CODA-RET respaldan esta
hipétesis; sin embargo, también podria ser posible que el homodimero DiR en el
complejo heteromérico D1R-H3R pudiera unirse no solo a Gas sino también a Gai, como
consecuencia de estar formando complejos con HsR, por lo que es necesario realizar
estudios de modelado molecular para determinar cual es la distribucién mas probable.

Como se ha demostrado mediante experimentos de unién de radioligandos,
farmacoldgicamente existe una mejora de la unién de dopamina a D1R cuando HsR se
coactiva, aunque esta modulacién alostérica positiva ejercida por los ligandos H3R afecta
principalmente la unidon de dopamina al segundo protémero del homodimero D1R-D1R
en el heterotetrdmero D1R-D1R-H3R-H3R; esto es, en las curvas de desplazamiento, la
Kpsz2 ha sido la constante mds afectada. Por el contrario, los cambios en las potencias de
activacién de los ensayos CODA-RET muestran que, funcionalmente, la coactivacién se
convierte en un debilitamiento de la sefializacién D1R y un fortalecimiento de la de HsR.

Segln estos resultados, las modulaciones alostéricas sobre DiR inducidas por los
ligandos de H3R que se unen a HsR causan, por un lado, modificaciones importantes en
el sitio ortostérico de D1R que implica una mejora de la unién de dopamina al segundo
protdmero del homodimero DiR-DiR cuando el primer protdmero también esta
ocupado por otra molécula de dopaminay, por otro lado, cambios conformacionales en
la regién citoplasmatica de DiR que empeora su potencia activando la proteina Gas.
Aunque a nivel de la unién a la dopamina hay una modulacién alostérica positiva, el
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resultado funcional de la activacion del segundo protémero del homodimero D1R-D1R
podria provocar una inhibicion de la seializacién, como se ha reportado que es el caso
para el homodimero D;R-D;R (Han et al., 2009). Estos autores demostraron que,
mientras que los agonistas inversos que se unen al segundo protémero del homodimero
D2R-D2R provocan aumentos en la sefializacion, la union de los agonistas la disminuye y
proponen que la funcionalidad de este homodimero puede modularse fisiolégicamente
por el estado de activacién del segundo protémero, y que ademas, representa una
nueva estrategia terapéutica a considerar. En general, los resultados especificos de
heterdmero obtenidos de CODA-RET y los experimentos de unidn a radioligandos
reflejan la existencia de interacciones alostéricas entre ambos receptores que podrian
explicar, al menos en parte, los efectos observados in vivo cuando ambos receptores se
activan, como la capacidad de los ligandos del receptor tipo D1 para disminuir los niveles
de AMPc celular y la capacidad de los ligandos HsR para modular negativamente la
sefializacion de DiR (Ellenbroek, 2013; Moreno et al.,, 2011, 2014; Rapanelli, 2017;
Rodriguez-Ruiz et al., 2016; Sanchez-Lemus and Arias-Montafio, 2004).

La complejidad de la sefalizacién de los GPCRs abre la posibilidad de que los distintos
subtipos de proteinas Gai (Gaol, Gao2, Gail, Gai2 y Gai3) tengan diferentes afinidades
por el H3R y también por este receptor cuando asume diferentes conformaciones como
resultado de la unidn de distintos ligandos o debido a su interaccién con otras proteinas
o receptores. Mediante los ensayos de BRET de activacion de proteina G, hemos
proporcionado evidencia de la capacidad de HsR para activar todos los subtipos de
proteina Gai, como se puede observar en los perfiles obtenidos con el ligando histamina
y con los diferentes agonistas de HsR. El hecho de que los subtipos Gai muestren una
distribucién diferencial a nivel tisular y celular (Wettschureck y Offermanns, 2005),
respalda la idea de que cada subtipo Gai tiene una funcidn bioldgica distinta y no son
simples isoformas. La capacidad del H3R para activar todos los subtipos de Gai confiere
a este receptor la capacidad de inducir la sefializaciéon de la proteina G en todas las
neuronas donde se expresan estas subunidades, y las diferencias observadas en la
potencia de la histamina (con su potencia mas alta para Gaol y su mas baja para Gai2 y
Gai3) posiblemente puede volverse determinante in vivo.

Con respecto a DiR, hemos detectado una activacién sesgada de los subtipos Gai por
este receptor, ya que mostrd su capacidad para activar Gao2 y Gail (que también fue
detectada por CODA-RET), mientras que no presento activacion de Gaol, Gai2 o Gai3.
Ademas, el perfil de potencia diferencial exhibido por H3R y el perfil de activacién
sesgado para los distintos subtipos de Gai mostrados por DiR podrian explicar las
diferencias observadas en las modulaciones alostéricas DiR-H3R entre diferentes tipos
de células y neuronas. No obstante, un estudio mas profundo de la distribucidn cerebral
de las subunidades Gai/o es necesario, lo que a su vez permitiria la aplicacidn
terapéutica de ciertos ligandos selectivos para el heterémero y/o para modular el
subtipo Gai/o de interés.
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La potencia y eficacia de sefializacion de una libreria de ligandos de HsR sobre el
heteromero DiR-H3R

Cuando se determind el efecto de los agonistas de H3R con respecto a la potencia por
medio del estudio de los niveles de AMPc intracelular en células HEK transfectadas
transitoriamente con DiR-H3R y HsR-Hs3R, los agonistas immepip y proxyfan
especificamente mostraron una modulacion alostérica negativa en DiR-H3R con
respecto a su potencia en el homodimero Hs3R-HzR; esto significa que al activar con
immepip o proxyfam el HzR, el D1R actia como modulador alostérico del sitio ortostérico
del HsR. Sobre la eficacia, nuevamente el D1R incrementa la capacidad cuantitativa del
HsR de producir un efecto bioldgico cuando se activo por el immepip.

Con los antagonistas de H3R se obtuvieron valores de ECso similares para las dos
transfecciones celulares; sin embargo, ROS 234 mostré una preferencia por el
homdmero presentando una modulacién alostérica negativa en DiR-Hs3R, pero
curiosamente una mayor afinidad de unién por el heterémero con D1R. Por su parte, el
antagonista JNJ 10181457, tuvo significativamente mejor afinidad de unién al
heterdmero y también una mayor potencia de bloqueo de la sefial del AMPc inducida
por la activacién del H3R en el heterémero con D1R; esto significa que el D1R ejerce de
modulador alostérico positivo tanto de la unidén como del efecto antagdnico de la via del
AMPc del JNJ 10181457. Estos resultados hacen de este antagonista un candidato ideal
para su empleo, o como lead compound para el desarrollo de un nuevo farmaco puesto
qgue tiene una Kp menor de 2.5 nM vy presenta factibilidad de sintesis entre otras
caracteristicas que debe reunir este tipo de ligandos (Jorgensen et al. (2004). El JNJ
10181457 esta dirigido a bloquear selectivamente al DiR en los procesos de
hiperactivacion dopaminérgica desarrollados en HD, minimizando los efectos
secundarios derivados de una accién no deseada sobre H3R que no controlan los
receptores D1 y que, por tanto, no estan implicados en HD. Este ligando u otro que
mostrara mejores propiedades podrian considerarse como tratamientos de la HD solo
en las etapas iniciales, antes de la pérdida del heterémero D1R-H3R, previniendo los
sintomas motores, cognitivos y psiquiatricos, tal y como lo menciona Moreno-Delgado
et al. (2020).

En base a los resultados anteriores, cabe hacer mencién que los valores de Kp (afinidad
por HsR cuando esta unido al D1R) estan estrechamente relacionados con los valores de
potencia, y asi se puede apreciar con la mayoria de los ligandos evaluados. Sin embargo,
se presenta la particularidad de no darse de esta manera en los agonistas immepip y
proxyfan y en el antagonista imidazolico ROS 234. Esto es, mientras que los agonistas
mencionados no presentan diferencia significativa en su afinidad al H3R ya sea que esté
o no unido al D4R, si la presentan en la potencia cuando no deberia de ser asi. EIl ROS
234 en cambio, si que presenta diferencia significativa en su afinidad al H3R cuando esta
unido al D1R, mientras que la potencia es menor. Esta situacién puede atribuirse como
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una caracteristica de los heterémeros. De hecho, Ferré et al. (2007, 2014) mencionan
gue la interaccion por heteromerizacion de receptores conduce a dos vertientes: a los
posibles cambios farmacoldgicos, o dicho de otra manera, a los cambios en las
caracteristicas de unién de un receptor ante la presencia o activacién de otro receptor
adyacente, y a la interacciéon funcional, esto es, a cambios a nivel de segundos
mensajeros. Por tanto, podemos concluir que con algunos ligandos esa relacién de Kp
con la potencia parece desvinculada.

Profundizando con el antagonista no imidazdlico JNJ 10181457 y como ya se habia
comentado en la introduccidn; cabe mencionar que su sintesis se realizé mediante el
analisis de las caracteristicas estructurales comunes a varias series de ligandos no
imidazélicos que dio como resultado un modelo de farmacéforo. De este modelo se
sintetizé el JNJ 5207852, un antagonista de H3R a base de diamina con buena eficacia in
vitro e in vivo pero con una vida media larga indeseable. Sin embargo, las modificaciones
adicionales a la plantilla permitieron comprender el efecto de las modificaciones
estructurales sobre las propiedades farmacocinéticas, lo que finalmente proporciond
varias series de compuestos que incluyen al JNJ 10181457, con un perfil farmacocinético
mejorado, aunque presenta un factor a considerar: su vida media bastante corta. Sin
embargo; se le considera un antagonista de H3R potente y selectivo con una rdpida
penetracién cerebral y una buena ocupaciéon del receptor en el cuerpo estriado
(Bonaventure et al., 2007).

De los antagonistas evaluados, cuatro son no imidazdlicos y de éstos a parte del JNJ
10181457, el A 331440y la conessina presentaron diferencia significativa en la afinidad
por su receptor cuando estd unido al D1R; ambos no muestran una mayor potencia pero
si tienen la capacidad de modificar las propiedades de unién de la dopamina a su
receptor D1R, por lo que tal vez podrian considerarse también para estudios futuros. En
conjunto, estos antagonistas no imidazélicos en términos relativos mostraron ser
mejores que los antagonistas imidazdélicos con mas selectividad para el HsR y mayores
ventajas farmacolégicas. Dentro de la libreria de ligandos esta el BF2649 conocido como
pitolisant (Wakix®) agonista inverso y que ha sido aprobado para su uso en narcolepsia
(Ghamari et al., 2019); curiosamente este ligando no imidazélico no produjo ningln
efecto significativo en estos estudios.

En lo que respecta a la activacién de la via de las ERKs, cuando el H3R del heterémero

(D1R-H3R) se activé con el immepip, se alcanzé un nivel de sefializacion similar al del SKF
81297, que es agonista del D1R. Por su parte RAMH e immethridina mostraron la peor
potencia por esta via, mientras que por la via del AMPc mostraron una buena potencia;
al contrario ocurrid con la histamina y el SAMH, que mostraron una relativamente buena
potencia activando ERKs y mala por la via del AMPc. Esta activacion diferencial
dependiente de la via de sefalizacién (biased agonism) es otra interesante conclusién
de nuestro trabajo y deberd ser confirmada en posteriores estudios desarrollando
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curvas completas de activacién de ERK que permitan calcular los valores concretos de
las respectivas potencias de activacion o ECso.

Actualmente, el tratamiento para la enfermedad de Huntington solo tiene como
objetivo reducir la carga de los sintomas, optimizar su funcionamiento y maximizar la
calidad de vida. Esta enfermedad tan devastadora no tiene cura. Conseguir un
tratamiento farmacolégico que puedan retardar, detener o revertir el curso de la
enfermedad, por dos, tres o mds afios no supera el hecho de una cura definitiva, pero si
se disminuye la dependencia del paciente en todos los aspectos, podria ser un buen
logro.
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6. CONCLUSIONES

. Mediante la técnica de PLA se demostrd, en células control (STHdh®/Y) y
modelo de HD (STHdh®!1/A1) |3 proximidad molecular de DiR y NMDAR y de HsR y
NMDAR; asi como de A1Ry DiR y de A2aR y D3R, sugiriendo que dichos receptores forman
complejos heteroméricos que pueden tener un papel en HD y, por consiguiente, que
pueden considerarse nuevas dianas para el estudio y tratamiento de esta enfermedad.

. Los heterdmeros de D1R-NMDAR y H3R-NMDAR sefializan a través de la via de
fosforilacién de ERK, mostrando cross-talk y cross-antagonismo, y en el modelo de HD
no se modificd dicha sefializacién. Por la via del AMPc, el heterémero H3R-NMDAR
presentd un cross-talk positivo de NMDAR sobre HsR en las células Wt pero negativo en
las células HD.

. Mediante ensayos de unién de radioligandos, se comprobd que los ligandos del
HsR imetit, RAMH A331440, carcinina, conessina y VUF 4904 modulan alostéricamente
la unién de la dopamina al DiR, al segundo protémero del homdémero D1R-DiR que
constituye el heterotetramero D1R-D1R-H3R-H3R. Mediante técnicas de BRET se vié que
el heterdmero D1R-H3R puede activar diferencialmente a las proteinas Gas y Gai, ésta
ultima a altas concentraciones de agonistas de D1R.

. Los antagonistas de HsR A331440, ROS, conessina y JNJ10181457 mostraron
mejor afinidad por el heterdmero D1R-H3R que por el homdmero H3R-H3R, lo que indica
la existencia de una modulacidn alostérica de D1R sobre el centro ortostérico de H3R que
favorece la unidon de estos ligandos. El JNJ10181457 también presentdé una mayor
potencia de bloqueo de la sefial del AMPc inducida por la activacidn del HsR en el
heterdmero. Esto significa que el D1R ejerce de modulador alostérico positivo tanto de
la uniéon como del efecto antagdénico de la via del AMPc del JNJ10181457. Estos
resultados hacen de este antagonista un candidato ideal como lead compound en la
busqueda de ligandos de H3R selectivos del heterémero D1R-H3R.
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. Mediante ensayos de BRET de proteina G, CODA-RET y de determinacién de
AMPc, se ha determinado que los complejos H3R-HsR y D1R-H3R pueden activar a los 5
subtipos de proteina Gai al ser tratados con agonistas selectivos de HsR. Sin embargo,
podemos decir que RAMH para la subunidad Gaol, proxyfam para la Gail, SAMH para
Gai2 e imetit para Gail y Gai3 tienen preferencia por el heterémero

. Al analizar la via de activacién de la fosforilacion de ERK, se encontraron
resultados opuestos a los obtenidos por la via del AMPc con los ligandos RAMH,
immethridina, histamina y SAMH que podrian sugerir un biased agonism. Una
conclusion interesante que deberd confirmarse con curvas completas de activacion de
ERK que permitan calcular las respectivas ECso.

CONCLUSION GENERAL

Dado que los receptores HsR y NMDAR interaccionan directamente con los DiR
formando complejos heteroméricos regulando (disminuyendo) su actividad vy, asi,
pudiendo evitar la muerte celular inducida por la sobreactivacién de DiR, y dado que
estos complejos se encuentran también presentes en células modelo de HD, podemos
llegar a la conclusion general de que estos complejos pueden ser una diana terapéutica
real para el tratamiento de HD. Este puede ser especialmente efectivo utilizando
ligandos de H3R (y/o de NMDAR) selectivos de estos heterdmeros para asi regular la
actividad de los D1R de manera selectiva, reduciendo los efectos secundarios derivados
de la activacion de los D1R que no estan formando los heterémeros de interés sino que
estan implicados en otras rutas de sefializacion.
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