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Resumen

El receptor a histamina Hs (HsR) pertenece a la clase A de los receptores acoplados a
proteinas G, ejerce sus efectos funcionales mediante la activacion de proteinas Gaiio y Se
encuentra como auto- y hetero-receptor pre-sinaptico en el Sistema Nervioso Central,
donde regula la liberacion y la sintesis de histamina, asi como la liberacién de glutamato,
noradrenalina, serotonina (5-hidroxitriptamina), GABA (&cido y-aminobutirico),

acetilcolina, dopamina y sustancia P.

Se han reportado cinco mutaciones que ocurren de manera natural en el HsR humano de
445 amino &cidos (hHsRass): E19D, Y197C, A280V y dos polimorfismos de un solo
nucleotido, rs3787429 y rs3787430. La mutacion Y197C se encuentra en el extremo amino
de la quinta region transmembranal del hHzRa4s, importante para la union del ligando y la
activacion del receptor, y por lo tanto se hipotetiz6 que modificaria la interaccion
agonista-receptor o la sefializacion del mismo. La mutacion A280V se ha asociado con
predisposicion a migrafia y el sindrome de Shy-Drager, y se localiza en la tercera asa
intracelular, critica para el acople con proteinas G, por lo que se hipotetiz6 que alteraria la

sefializacion del receptor.

Con base en lo anterior, el objetivo de esta tesis fue determinar el efecto de las mutaciones
Y197C y A280V en las propiedades farmacoldgicas y de sefializacion del hH3zRass
expresado en células CHO-K1. Para este propdsito se generaron receptores con las
mutaciones indicadas y la expresion, caracteristicas farmacoldgicas y propiedades
funcionales de los receptores nativo y mutados se analizaron mediante ensayos de unién
del agonista marcado [3H]-N-o-metil-histamina en membranas celulares y/o células
intactas, de union de [**S]-GTPyS a membranas celulares (indicativo de la activacion de

proteinas G), de inhibicion de la formacion de AMPc en células intactas (debida a las



subunidades o de las proteinas Gais) Yy de estimulacion de la fosforilacion de las cinasas

activadas por mitégenos ERK1/2 (mediada por los complejos By de las proteinas Gaiso).

La mutacién Y197C no modificd la expresion del hHsRss en membranas celulares
(761 £ 78 y 663 = 66 fmol/mg de proteina para los receptores nativo y mutado,
respectivamente), la localizacion en la membrana citoplasmatica (13,434 + 1,533 y
15,894 + 2,054 receptores/célula), o la afinidad por agonistas y antagonistas selectivos. En
concordancia con lo anterior, la eficacia y la potencia del agonista selectivo RAMH para
activar vias de sefializacion no se modificaron en el receptor mutado, de acuerdo a los
ensayos de union de [*S]-GTPyS a membranas celulares (estimulacion maxima
1925 + 8.0 % y 175.8 £ 9.8 % de la unién basal, para los receptores nativo y mutado,
respectivamente) y de inhibicion de la acumulacion de AMPc inducida por forskolina en

células intactas (inhibicion maxima 33.3 £ 3.9 % y 33.1 + 4.7 %).

La mutacion A280V no modifico las propiedades farmacoldgicas del receptor, ya que las
afinidades de los receptores mutado y nativo por agonistas y antagonistas selectivos fueron
semejantes. Sin embargo, el receptor mutado fue menos eficaz para estimular la unién de
[*°S]-GTPyS a membranas celulares (estimulacion méaxima 129.2 + 2.6 % y 112.6 + 2.7 %
para los receptores nativo y mutado, respectivamente), para inhibir la formacién de AMPc
en células intactas (inhibicion méaxima 93.9 £ 2.6 % y 57.2 £ 8.4 %) y para estimular la
fosforilacion de las cinasas ERK-1/2 (359 + 51 % y 214 + 16 % de la fosforilacion basal).
La mutacién no modificd la potencia del agonista RAMH en ninguno de los ensayos
funcionales. Tanto el receptor nativo como el receptor mutado mostraron actividad
constitutiva modesta en los ensayos de union de [**S]-GTPyS, con una menor eficacia del

receptor mutado (inhibicion méaxima 12.03 £ 0.29 % y 5.85 + 0.60 % para los receptores



nativo y mutado, respectivamente). Sin embargo, para ambos receptores no se observo

actividad constitutiva en los ensayos de acumulacion de AMPc.

En conjunto, los resultados de esta tesis indican que la mutacion Y197C no modifica las
propiedades farmacoldgicas o de sefializacion del hHsRass. En contraste, la mutacion
A280V no modifica las propiedades farmacoldgicas del hHsRass, pero disminuye su
eficacia para activar las vias de sefializaciéon que involucran a las proteinas Gaio. EStos
efectos pueden ser relevantes en la fisiopatologia de la migrafia y del sindrome de
Shy-Drager, al incidir en la regulacion por la histamina de la liberacion de

neurotransmisores en el Sistema Nervioso Central.



Abstract

The histamine Hs receptor (HsR) belongs to the class A of G protein-coupled receptors,
couples to Gaijo proteins and is expressed pre-synaptically as auto- and hetero-receptor in
the Central Nervous System (CNS), where it regulates the synthesis and release of
histamine, as well as the release of glutamate, noradrenaline, serotonin
(5-hydroxytryptamine), GABA (y-aminobutyric acid), acetylcholine, dopamine and

substance P.

Five naturally occurring mutations have been reported for the human HsR of 445 amino
acids (hHsRass): E19D, Y197C, A280V, and two single-nucleotide polymorphisms,
rs3787429 and rs3787430. The Y197C mutation is located at the N-terminal region of the
fifth transmembrane domain, important for ligand binding and receptor activation, and it
was therefore hypothetized that the mutation would modify the receptor-agonist interaction
or the signaling of the receptor. The A280V mutation has been associated with migraine
and the Shy-Drager syndrome and is located on the third intracellular loop of the hH3Ru4as,

critical for G protein coupling, and could thus alter the receptor signaling.

The aim of this work was therefore to determine the effect of the Y197C and A280V
mutations on the pharmacological and signaling properties of the hHsRa445 expressed in
CHO-K1 cells. For this purpose, receptors bearing the indicated mutations were generated,
and the expression, pharmacological characteristics and signaling properties of the native
and mutant receptors were analyzed by [*H]-N-a-methyl-histamine binding to cell
membranes or intact cells, [**S]-GTPyS binding to cell membranes (indicative of G protein
activation), inhibition of cAMP accumulation in intact cells (due to the a subunits of Gairo
proteins), and stimulation of the phosphorylation of the mitogen-activated kinases ERK1/2

(underlain by the By dimers of Gai/o proteins).



The Y197C mutation did not modify the hHsRuass levels in cell membranes (761 + 78 and
663 £ 66 fmol/mg protein for the native and mutant receptors, respectively), its localization
to the plasmatic membrane (13,434 + 1,533 and 15,894 + 2,054 receptors/cell) or the
affinity for selective agonists and antagonists. In agreement with the above, neither the
efficacy nor the potency of the selective agonist RAMH to activate signaling pathways was
affected by the Y197C mutation, as shown by [¥*S]-GTPyS binding to cell membranes
(maximal stimulation 192.5 + 8.0 % and 175.8 + 9.8 % for the native and mutant receptors,
respectively) and inhibition of forskolin-induced cAMP accumulation in intact cells

(maximal inhibition 33.3 £ 3.9 % and 33.1 + 4.7 %).

The A280V mutation did not modify the receptor affinity for selective agonists and
antagonists, but the mutant receptor showed reduced efficacy to stimulate [*S]-GTPyS
binding to cell membranes (maximal stimulation 129.2 + 2.6 % and 112.6 + 2.7 % of basal
binding for the native and mutant receptors, respectively), to inhibit forskolin-induced
CAMP accumulation in intact cells (maximal inhibition 93.9 £ 2.6 % and 57.2 + 8.4 %),
and to stimulate the phosphorylation of ERK-1/2 kinases in intact cells (maximal
stimulation 359 + 51 % and 214 + 16 %). No effect of the mutation was observed
regarding the potency of the agonist RAMH. Both receptors showed modest constitutive
activity for [*®*S]-GTPyS binding, with lower efficacy of the mutant receptor (maximal
inhibition 12.03 + 0.29 % and 5.85 + 0.60 % for the native and mutant receptors,
respectively). However, neither receptor showed constitutive activity in the cAMP

accumulation assay.

In conclusion, the Y197C mutation on the hH3R44s does not modify the receptor affinity
for selective agonists or antagonists or its efficacy to activate intracellular signaling

pathways. In contrast, the A280V mutation decreases the hHsRass efficacy to trigger
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signaling pathways mediated by Gain proteins with no effect on its pharmacological
properties. These actions may bear relevance for the pathophysiology of migraine and the
Shy-Drager syndrome, presumably by affecting the regulation by histamine of

neurotransmitter release in the nervous system.
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1. Introduccidn

La histamina (4-imidazoil-2-etilamina) es un componente natural del tejido de los
mamiferos y de los invertebrados; su presencia y actividad bioldgica fue descrita por
primera vez por Sir Henry Dale y cols. al observar que la administracion de la amina a
animales de laboratorio inducia anafilaxia y dificultad para respirar [1]. La histamina es
sintetizada en diferentes tipos celulares como mastocitos, células enterocromafines
gastricas, basofilos y neuronas [2, 3]. Participa en una serie de procesos fisioldgicos como
la secrecion del &cido gastrico, la regulacion del sistema inmune, la contraccion del
musculo liso bronquial, la vasodilatacion, el control de las barreras epitelial y endotelial, y

la trasmision sinaptica [4].

1.1 El sistema histaminérgico del Sistema Nervioso Central (SNC)

En el SNC la histamina funge como neuromodulador y regula diversos procesos
fisioldgicos, entre ellos los estados de suefio y vigilia, la actividad motora, la analgesia, la
ingesta de agua y alimentos, la conducta sexual, las conductas de agresion y de defensa, la
secrecion hormonal, el control cardiovascular y el control central de la temperatura
corporal [5]. Su sintesis ocurre en las neuronas histaminérgicas localizadas en el nucleo
tuberomamilar (NTM) del hipotalamo posterior, mediante la descarboxilacién oxidativa
del aminoacido L-histidina, catalizada por la descarboxilasa de L-histidina (HDC). Es
transportada al interior de las vesiculas sindpticas por el transportador vesicular de
monoaminas tipo 2 (VMAT-2), mediante el intercambio de dos protones, y es liberada por
exocitosis en respuesta a potenciales de accion. En el espacio extracelular, la histamina es

inactivada a tele-metil-histamina (t-MHA) por la enzima N-metiltransferasa de histamina
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(HNMT) y finalmente la t-MHA es transformada a &cido tele-metil-imidazol acético por la

enzima oxidasa de monoaminas B (MAO-B) [4].

Las neuronas histaminérgicas tienen un soma de 20-30 um de didmetro con un aparato de
Golgi bien definido y abundantes mitocondrias, dos o tres dendritas largas que se
entremezclan con las dendritas de las neuronas vecinas, y varicosidades axonales con
vesiculas sinapticas [6]. Algunas subpoblaciones de estas neuronas expresan enzimas que
sintetizan otros neurotransmisores como el GABA (&cido y-aminobutirico), galanina,

encefalinas, la hormona liberadora de tirotropina y la sustancia P [7].

1.2 Receptores a histamina

Los diferentes efectos de la histamina se deben a la activacion de cuatro diferentes
receptores (Hi, Hz, Hz y Ha), pertenecientes a la gran familia de los receptores acoplados a
proteinas G (GPCRs), y a la clase A de GPCRs semejantes a la rodopsina [8]. Los
receptores a histamina presentan un dominio amino-terminal extracelular (N-terminal), un
dominio carboxilo-terminal intracelular (C-terminal), y siete dominios transmembranales
(TM1-TM7) conectados por tres asas extracelulares (el-e3) y tres asas intracelulares
(i1-i3). Las propiedades farmacoldgicas y de sefializacion varian entre ellos [8, 9], como se

muestra en la Tabla 1.

1.3 Receptor a histamina Hz (HsR)

Fue identificado farmacoldgicamente en 1983 por Arrang y cols. [10], y clonado en 1999
por Lovenberg y cols. [11]. Se expresa abundantemente en el SNC y se localiza como
auto- y hetero-receptor, lo que le confiere la funcion de neuromodulador en varios sistemas

de transmision quimica del Sistema Nervioso [9].
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Tabla 1. Principales caracteristicas de los receptores a histamina (Hi-Ha)

Caracteristicas Hi H> Hs Ha
Isoformas No determinado No determinado Maés de 20 No determinado
Proteina G Gagu Gas/Gag GailGol GailGol
Estructuras Homomérico y Homomérico y Dimérico y
oligomérico hetero-oligomérico oligomérico
Principales vias TPLC T AMPc I AMPc I AMPc
de sefializacion T Ca?* ! Canales de Ca?* T MAPKs
Ny P/Q
T MAPKs
Afinidad por la Micromolar Micromolar Nanomolar Nanomolar
histamina
[BH]-NMHA
Radioligandos [®H]-mepiramina [*H]-tiotidina [FH]-RMHA [3H]-histamina

Distribucion
en tejidos

Agonistas

Antagonistas

Funciones

Pulmén, cerebro,
sistema
cardiovascular,
musculo liso, tracto
gastrointestinal,
células endoteliales
y linfocitos

2-piridiletilamina
metil-histaprodifen
2-fenil-histamina

mepiramina
tripolidina
clorfeniramina

Contraccion del
musculo liso,
ingesta de
alimentos,
regulacion del ciclo
suefio-vigilia

Corazon,
estébmago y
cerebro

dimaprit
amtamina
impromidina

tiotidina
ranitidina
cimetidina

Secrecion de
acido gastrico

[*%1]-yodoproxifan

Neuronas
(SNC y SNP)

immepip
imetit
RAMH

tioperamida
clobenpropit
ciproxifan

Suefio, ingesta de
alimento, conducta
motora,
termorregulacion

Mastocitos,
eosindfilos,
células T.
Baja densidad
enel SNC

4-metilhistamina
VUF-8430
clobenpropit

VUF-2002

JNJ-7777120
tioperamida

Quimiotaxis

Modificado de Stark (2007) y Ramos-Jiménez y cols. (2009) [8, 9]. Los simbolos Ty { indican
activacion e inhibicién, respectivamente. RAMH, R-a-metil-histamina.
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La activacion de los HzRs pre-sinapticos inhibe la sintesis y la liberacién de la propia
histamina, y la liberacion de acetilcolina, dopamina, noradrenalina, GABA, &cido

glutamico, serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) y sustancia P [4].

1.3.1 Estructura del HsR

El receptor HsR tiene una homologia de 20.2, 20.7 y 37.0 % en su secuencia de amino
acidos (aa) con los receptores Hi, H> y Ha, respectivamente [12]. En el ser humano el
procesamiento alternativo del ARNm correspondiente origina al menos 20 isoformas del
HsR (hH3R), de las cuales cinco son funcionales (hHsR4s3, hH3Ra4s5, hH3R415 hH3R373 y
hHsR3e5), difiriendo no sélo en el numero de aa sino también en sus propiedades
farmacoldgicas y de activacion de vias de sefializacion [13-15]. La isoforma més estudiada

es la de 445 aa, la primera clonada y la mas abundante en el SNC de los mamiferos [15].

Como en otros GPCRs de la clase A, en el H3R se observan aa conservados y secuencias
motivo caracteristicas (Fig. 1) [16], como el motivo DRY (DRF en el H3R) entre TM3 e i2;
residuos de Asp’en las posiciones 80 de TM2 y 114 de TM3; la secuencia NPXXY en
TM7 (NPVLY en el HzR); residuos de Cys en las posiciones 107 (el) y 188 (e2), los
cuales probablemente forman un enlace disulfuro entre ellos; residuos de Trp en las
posiciones 174 y 371 en TM4 y TMB6, respectivamente; residuos de Pro en las posiciones
210 y 373 en TM5 y TMBG, respectivamente; un residuo de Asn (N404) en TM7; un sitio
potencial de palmitoilacion (C428, cerca del carboxilo terminal); un sitio potencial de
N-glicosilacién (N11); y sitios potenciales de fosforilacién por cinasas de proteinas, que
corresponden a los residuos de Ser S63, S64, S141, S310, S319, S341 y S343, y a los

residuos de Thr T149 (i2), T314 (i3) y T345 (i3).

! Para referirse a amino acidos individuales se utiliza la nomenclatura de tres letras, por ejemplo
Ala para Alanina o Thr para Treonina; al referirse a secuencias de amino acidos o a mutaciones se
utiliza el codigo de una letra, por ejemplo DRY (Asp-Arg-Tyr) o A280V (substitucién de un
residuo de Ala por uno de Val).
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Fig. 1. Secuencia de amino &cidos del receptor a histamina Hs; humano. Las regiones
transmembranales (TM) del receptor se indican en color gris, los amino &cidos y los motivos
conservados importantes para la unién de ligandos y/o la activacion del receptor se indican en
negritas. Tomado de la pagina https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/194018561

El HsR presenta actividad constitutiva, es decir, puede estar activo aun en ausencia de un
agonista [4, 17-20]. La actividad constitutiva aumenta por mutaciones puntuales
(v. gr. A357K en el H3R del raton) [21], o en isoformas del receptor con un nimero menor

de aaen el asa i3 (v. gr. la isoforma de 365 aa) [22].

Se han reportado cinco polimorfismos en el hHzR. Como se muestra en la Fig. 2, en el aa
19 puede encontrarse un residuo de Asp o de Glu [11, 23]. Un segundo polimorfismo es la
sustitucion de un residuo de Ala por uno de Val en la posicion 280 (A280V), identificado
en un paciente portador del sindrome de Shy-Drager que cursa con hipotension ortostatica
neuroldgica [23]. Un tercer polimorfismo es la sustitucién de un residuo de Tyr por uno de
Cys en el aa 197 (Y197C) [11, 16, 23]. Los polimorfismos de un solo nucle6tido (SNPs),
rs3787429 y rs3787430, identificados en el proyecto HapMap de la poblacién china, son

mutaciones silentes en los residuos Ser332 y Pro326, respectivamente [24].
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1.3.2 Distribucion del H3R

El H3R se localiza como auto-receptor en el cuerpo celular y las terminales axdnicas de las
neuronas histaminérgicas del NTM; estas células envian proyecciones a diferentes areas
del SNC observandose la mayor densidad de fibras en la corteza cerebral, el hipocampo, la
amigdala, nucleos de los ganglios basales (neoestriado, nucleo accumbens y globo pélido),
el talamo y el hipotdlamo. Como hetero-receptor se expresa en diferentes tipos de neuronas
del SNC, y en las terminales simpéticas y parasimpaticas del Sistema Nervioso Periférico
(SNP), especificamente en el tracto gastrointestinal, las vias respiratorias y el sistema

cardiovascular [4, 25].
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20 10 1

I~

w
o

47}}1.:.;*.)01,

300 (G

N (Ve P o VI PN N O oV Vv o

Fig. 2. Esquema del receptor a histamina Hz humano de 445 aa indicando los polimorfismos
reportados. Los residuos con mutaciones se indican en circulos azul, amarillo y rojo.
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1.3.3 Vias de sefalizacion

El HsR se acopla a proteinas Gairn Y Su activacion desencadena diferentes vias de
sefalizacion. Mediante las subunidades Gairo inhibe a las adenilil ciclasas (ACs) 1, 3,5,6y
8, y por consiguiente la formacion de AMPc y la actividad de la cinasa A de proteinas o
PKA [4, 8, 9, 26, 27]. Dos efectos relevantes debidos a las subunidades Gy son la
inhibicion de canales de Ca?" activados por voltaje tipo N y P/Q, y la activacion de la
fosfolipasa C con la subsecuente liberacion de calcio desde depdsitos intracelulares

[28-30].

La sefalizacion del receptor se amplia a otras vias (Fig. 3). Mediante las subunidades Gaiio
inhibe al intercambiador Na*/H*, y por medio de las subunidades GPy activa a la
fosfolipasa Az (conduciendo a la formacion de acido araquiddnico), estimula a las cinasas
de proteinas activadas por mitdgenos (MAPKS), induce la apertura de canales de potasio de
rectificacion entrante activados por proteinas G (GIRKs) y activa a la 3-cinasa de
fosfatidil-inositol (P13K), resultando en la activacion de la cinasa Akt que a su vez inhibe a
la enzima 3p-sintasa de glicogeno (GSK3p). Esta ultima tiene una funcion relevante en la
apoptosis y la plasticidad axonal y sinaptica, y ha sido asociada a las enfermedades de

Alzheimer y de Parkinson, la resistencia a la insulina y la diabetes [8, 17, 31].
1.4 El H3R y procesos patologicos del Sistema Nervioso (SN)

Como se menciond anteriormente, mediante la activacion de sus cuatro diferentes
receptores (Hi-Ha), la histamina regula distintos procesos fisiologicos en el SN, entre ellos
el ritmo circadiano, el metabolismo energético, el aprendizaje, la memoria, la locomocién
y el estrés. Por otra parte, se ha reportado que el sistema histaminérgico se encuentra
afectado en varios desordenes cerebrales. Dado que el H3R se expresa abundantemente en

diferentes areas del cerebro, y su activacion regula la sintesis y la liberacion de
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neurotransmisores, se ha convertido en un blanco terapéutico de interés para el tratamiento

de diferentes patologias del SNC [32].

Ca®* AA K- H:;R /O Histamina

S S0 | 'l -~
N y P/ W j SIS m
e -...'....5'. .."b ... Y

\1
)

Proteinas blanco

s<rre<({ | [ Ixim=<

Transcripcion de genes
Apoptosis
Plasticidad celular

Fig. 3. Representacion esquematica de las principales vias de sefializacion desencadenadas
por la activacion del receptor a histamina Hs. Los signos (+) y (-) indican activacion e
inhibicidn, respectivamente.

Entre las neuropatologias que se asocian con la expresion, la activacién o mutaciones del
HsR se encuentran las enfermedades de Parkinson, de Alzheimer y de Huntington, la

depresion, el sindrome de Tourett, la migrafia y el sindrome de Shy-Drager.
1.4.1 Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) se caracteriza por la pérdida de las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra. Sin embargo, esta patologia también afecta otras

neuronas como las histaminérgicas, serotoninérgicas, GABAérgicas y colinérgicas [33]. En
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la EP aumentan los niveles de histamina plasmatica, asi como sus metabolitos en el liquido
cefalorraquideo [34, 35]. Ademas, la famotidina, un antagonista selectivo del H2R, reduce
la bradifrenia (lentitud en los procesos de pensamiento) y mejora la actividad motora en
pacientes con EP [36]. En contraste, estudios post-mortem en pacientes con EP no
mostraron alteraciones en los niveles de la HDC en la corteza frontal, el nicleo caudado, el
hipotalamo y la SN, sugiriendo que no existe degeneracion de las neuronas histaminérgicas
en esta patologia [37]. Por otra parte, se observa un incremento significativo de la
inervacion histaminérgica en la sustancia negra pars compacta con alteraciones en la
morfologia (fibras delgadas con varicosidades grandes) en &reas de degeneracion
dopaminérgica de pacientes con EP [38]. Ademas, la lesion de las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra de la rata aumenta significativamente la expresion

del HzR en el neoestriado [39].

Estudios post-mortem de pacientes con EP muestran también un aumento en los niveles de
histamina en estructuras cerebrales como el putamen, la sustancia negra pars compacta y el
globo pélido interno y externo, que tienen una funcion importante en el control del
movimiento [40]. También se observa una disminucién del ARNm de la enzima HMT en
la sustancia negra y el putamen, y del ARNm del HzR en la sustancia negra [33]. Ademas,
resultados obtenidos en modelos animales y el ser humano sugieren que los altos niveles de
histamina en la sustancia negra contribuyen a la degeneracion acelerada de las neuronas
dopaminérgicas [41, 42]. Dado que la activacion del HzR inhibe la liberacion de la
histamina y de otros neurotransmisores, ha resultado de interés evaluar
antagonistas/agonistas inversos del receptor en el tratamiento del exceso de suefio
(hipersomnia) en pacientes con EP, y estos farmacos se encuentran en la fase Ill de

ensayos clinicos [43].
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1.4.2 Enfermedad de Alzheimer

De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la enfermedad de Alzheimer
(EA) es una de las formas de demencia mas comunes, representando el 60-70 % de los
casos. Algunos de los signos y sintomas caracteristicos de la patologia son la afectacion de
la memoria, el pensamiento, la orientacidn, la comprension, la capacidad de célculo y el
aprendizaje, el lenguaje y el juicio. Hasta la fecha no se cuenta con un tratamiento que la

elimine o revierta su progreso [44].

Existe controversia en relacion a los hallazgos que relacionan al sistema histaminérgico
con la EA. Se ha observado hiperactividad del sistema histaminérgico durante el
envejecimiento y en la EA, aumento en los niveles de histamina en el liquido
cefalorraquideo y de sus metabolitos en la corteza frontal, los ganglios basales y el
hipocampo [42, 45]. En contraste, otros estudios reportan disminucion en los niveles de
histamina en la EA en estructuras como el hipocampo y la corteza frontal y temporal [46,
47]. Ademas, estudios post-mortem muestran una pérdida significativa de neuronas
histaminérgicas en el NTM de pacientes con EA, sin cambios en la expresion del ARNm
de la HDC [48, 49], y en pacientes femeninos con EA se aprecia un aumento significativo

en la expresion del ARNm del HzR y de la HNMT [50].

De manera interesante, en un modelo murino de la EA el ciproxifan (antagonista/agonista
inverso del HsR) mejora el rendimiento cognitivo, y la administracion del antagonista
ABT-239 revierte la hiper-fosforilacién de la proteina tau en la médula espinal y el
hipocampo [51, 52]. Por lo anterior, se ha sugerido el uso de antagonistas del HsR para
mejorar la cognicion en pacientes con EA. Sin embargo, la sobre-activacion de las

neuronas remanentes del NTM puede acelerar su degeneracion [51], y estudios recientes
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indican que los antagonistas/agonistas inversos del HsR no mejoran la cognicién en

pacientes con EA [53].

1.4.3 Enfermedad de Huntington

La enfermedad de Huntington es un desorden neuroldgico autosomico dominante y
hereditario causado por la expansion de repetidos CAG en el gen de la proteina
huntingtina. Estudios post-mortem indican disminucion en la densidad de los receptores H>
y Hz en el estriado y un incremento del receptor Hi en areas corticales [54-56]. Ademas, se
ha reportado un aumento en la expresion del ARNm de la HDC en el NTM, y de la HMT y
de los receptores Hi y Hs en el giro frontal inferior de pacientes [57]. Por otra parte, los
altos niveles de metabolitos de la histamina en el liquido cefalorraquideo de pacientes con

esta enfermedad sugieren hiper-actividad del sistema histaminérgico [35].

1.4.4 Depresion

La OMS define la depresién como una enfermedad neuropsiquiatrica caracterizada por
episodios prolongados de tristeza, pérdida de interés y de la capacidad de disfrute,
disminucion en la realizacion de actividades cotidianas, alteraciones del suefio y del
apetito, sentimientos de culpa y baja autoestima, y dificultad de concentracion. Es

resultado de interacciones complejas entre factores sociales, psicoldgicos y bioldgicos [58].

Los eventos estresantes pueden desencadenar depresion. A nivel del SNC el principal
regulador de la respuesta al estrés es el nlcleo paraventricular (NPV) del hipotalamo y se
ha observado mayor actividad de sus neuronas en eventos de depresion [59, 60]. Ademas,
estudios realizados en ratas muestran aumento del ARNm de la hormona liberadora de
corticotropina, vasopresina y oxitocina en el NPV, y de oxitocina en el nlcleo supradptico

hipotalamico despues de la infusion intracerebroventricular de histamina [61].
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Por otra parte, ratas con estrés moderado muestran aumento en los niveles de histamina en
el hipotalamo, la corteza cerebral, el ndcleo accumbens y el diencéfalo [62-66]. Sin
embargo, existe discrepancia entre los resultados de modelos animales y los obtenidos en
pacientes con depresion, ya que la tomografia de emisién de positrones (PET) muestra
disminucion en la union del receptor Hi en la corteza prefrontal y el giro cingulado, lo que
correlaciona con los sintomas de la enfermedad [67], pero no se observan alteraciones en

los niveles de expresion del ARNm de la HDC en el NTM [68].

1.4.5 Narcolepsia

Es un desorden crénico de suefio caracterizado por somnolencia diurna, cataplexia,
depresion y movimientos oculares rapidos, suefio anormal, alucinaciones hipnagdgicas,
paralisis del suefio y suefio nocturno perturbado. Estudios post-mortem indican una pérdida
del 90 % de las neuronas productoras de hipocretina (Hcrt) en la narcolepsia con cataplexia
[69, 70]. El sistema hipocretinérgico ayuda a mantener el estado de vigilia principalmente
por activacion de las neuronas del NTM, y tanto la hipocretina como el glutamato activan a
las neuronas histaminérgicas [71-73]. Estudios de microdialisis en la rata muestran que la
aplicacion de hipocretina en el NTM aumenta la liberacion de histamina en la corteza
prefrontal y en el area predptica medial, y la perfusidn de hipocretina en el NTM de ratas
reduce el suefio de movimientos oculares rapidos (REM) y el suefio no-REM [74]. Sin
embargo, en pacientes con narcolepsia no se observaron alteraciones en los niveles de

histamina o de su metabolito t-MHA en el liquido cefalorraquideo [75].

Estudios recientes en modelos animales y en pacientes con narcolepsia muestran que el
pitolisant, un agonista inverso del HsR, aumenta la actividad de los sistemas

histaminérgico, colinérgico, noradrenéergico y dopaminérgico, promoviendo el estado de
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vigilia [76-79]. En este afio, la Unidon Europea autorizo su uso en el tratamiento de la

narcolepsia con o sin cataplexia en adultos [80].
1.4.6 Sindrome de Tourette

Se caracteriza por la presencia de tics vocales y motores, asi como sintomas sensoriales y
motores. En un analisis genético de dos generaciones se asocid la mutacion W317X en uno
de los alelos del gen de la HDC con la presencia del padecimiento [81]. En ratones
HDC-knockout no se detecta histamina en el cerebro, y la exposicion a estimulos
estresantes y la administracion de psicoestimulantes induce movimientos estereotipicos,
comparables a los tics caracteristicos del Sindrome de Tourette [82]. Por otra parte, la

expresion del HsR estd aumentada en el NTM de ratones HDC-knockout [83].
1.4.7 Migrafia

Es un desorden crénico neuroldgico episddico, caracterizado por dolores de cabeza
intensos y recurrentes, con o sin aura [84]. No se conoce su etiologia, pero se han
identificado diversos factores predisponentes como mutaciones en canales de Ca?*
dependientes de voltaje tipo N y P/Q, la mutacion A280V en el HsR y factores
ambientales, entre otros. La diversidad de cuadros clinicos de cada subtipo de migrafia ha
dificultado establecer su etiopatogenia, si bien se han propuesto tres teorias
fisiopatoldgicas (vascular, neurdgena y unificadora). La teoria neurégena sugiere que el
aumento de transmisores como el glutamato, la serotonina y neuropéptidos vasoactivos
como la sustancia P, causan inflamacion neuronal, vasodilatacién y extravasacion de
proteinas y otras sustancias plasmaticas que activan fibras del nervio trigémino
responsables de la conduccién de informacion nociceptiva [85, 86]. Sin embargo, este
mecanismo no explica todos los sintomas de la migrafia, por lo que esta patologia sigue

siendo estudiada ampliamente.
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La prevalencia de la migrafia en México es del 12.1 % en mujeres y 3.9 % en hombres
[87], y la OMS la considera como la sexta causa mundial de incapacidad [88]. En la
actualidad se utilizan como tratamientos de eleccion anti-inflamatorios no esteroides y
analgésicos no opioides, antieméticos, ergaéticos, triptanes y narcoticos; sin embargo, estos
farmacos no son Utiles en muchos pacientes, por lo que continGa la busqueda de terapias

farmacologicas mas efectivas [89].

1.4.8 Sindrome de Shy-Drager

Con una prevalencia en Europa de 4.6 casos por 100,000 habitantes [90], afecta
principalmente las vias estriado-nigral y olivo-ponto-cerebelosa, con abundantes
inclusiones gliales citoplasmaticas. Su etiologia es desconocida; los sintomas incluyen
hipotensidon postural, parkinsonismo, trastornos cerebelosos y disfuncion autonémica y
piramidal. Su progresion es rapida y generalmente es sub-estimado y sub-diagnosticado
[91, 92]. Se observan alteraciones en los sistemas colinérgico y noradrenérgico, y
disfuncion de la proteina sinucleina a [93, 94]. En un paciente portador de la enfermedad
se identificd la mutacion A280V en el H3R, la cual se asocié con una posible alteracion en
la liberacién de noradrenalina [23]. No existe un tratamiento especifico, y se emplean

farmacos que disminuyen algunos de los sintomas como la hipotension o el parkinsonismo.
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2. Planteamiento del problema

Los auto-receptores y hetero-receptores Hz modulan la liberacion de neurotransmisores en
neuronas histaminérgicas y no histaminérgicas, y se les ha asociado con diversas
patologias del SN. Wiedemann y cols. [23] reportaron un polimorfismo del HsR humano,
identificando la mutacion A280V (sustitucion de un residuo de Ala por uno de Val en la
posicion 280) en un paciente con sindrome de Shy-Drager, e indicando que esta mutacion
podria estar relacionada con la fisiopatologia de la enfermedad al alterar la liberacion de
noradrenalina en el Sistema Nervioso Periférico o Central. Esta mutacion se encuentra en
la tercera asa intracelular del receptor, la cual es importante para el acople con las

proteinas Gaiso.

En el afio 2011 el grupo de investigacion de Millan-Guerrero [86] realizd un estudio en el
estado de Colima, mostrando que la presencia del polimorfismo A280V en el HzR humano
estd asociada con la predisposicion a padecer migrafia, sugiriendo un aumento en la
poblacion de HzRs inactivos que resultaria en inhibicion del mecanismo de
retroalimentacion negativo y aumento en la liberacion de neurotransmisores (histamina,

serotonina, sustancia P y glutamato).

En relacion al efecto de mutaciones en la tercera asa intracelular del receptor, Takahashi y
cols. [21] reportaron que la mutacion puntual A357K en el HsR del raton, localizada en la
region carboxilo terminal de la tercera asa intracelular, resulta en un aumento en la
actividad constitutiva del receptor. Aungue la mutacion A280V no es analoga a la
mutacion A357K, el efecto de ésta indica que una mutacion en esta region puede modificar

la funcionalidad del receptor.
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Al estudiar la diversidad genética y farmacologica del hHsR, Hancock y cols. [16]
identificaron una segunda modificacion en la secuencia de amino &acidos del receptor, la
mutacién Y197C (sustitucion de un residuo de Tyr por uno de Cys en la posicién 197), la
cual se localiza en el extremo N-terminal de la quinta region transmembranal del receptor,
que tiene una funcion crucial en la unién de ligando y por lo tanto en la activacion del
receptor [95]. Hasta el momento este polimorfismo no se ha asociado con alguna patologia

en el ser humano.

En 1992 Probst y cols. [96] mostraron que los GPCRs de la clase A presentan un residuo
de Cys conservado en cada una de las asas extracelulares el y e2, formando entre ellas un
enlace disulfuro que contribuye a estabilizar la conformacidon estructural del receptor. Este
enlace es relevante ya que permite que el receptor adquiera un estado conformacional
adecuado durante su sintesis, se exprese en la membrana citoplasmética y sea capaz de unir

al ligando.

Las mutaciones en cualquiera de los residuos de Cys conservados pueden alterar
significativamente la funcién del receptor, como se ha observado en la rodopsina y en los
receptores muscarinicos y -adrenérgicos. En el afio 2016 Barignton y cols. [97] mostraron
que el receptor a quimocinas requiere la formacion de los enlaces disulfuro Cys106-
Cys183 y Cys25-Cys272 para la union tanto del agonista CCL1 como del antagonista
MC148. Este ultimo fendmeno no se limita a los receptores a quimocinas, ya que la
estructura cristalizada del receptor purinérgico P.Y: reportada por Zhang y cols. [98]

muestra la presencia de dichos enlaces disulfuro.

En relacion a la mutacién de un residuo de Cys en los GPCRs, Tarnow y cols. [99]
reportaron que la mutacion C271R (localizada en el asa e3), identificada en el receptor tipo

4 a melanocortina de dos hermanos con obesidad, disminuye la afinidad del receptor por
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agonistas asi como su expresion en la membrana citoplasmatica. Lo anterior se debe a la
interrupcion del enlace disulfuro entre las Cys 271 y 277 y a la formacion de un enlace

disulfuro anémalo entre las Cys 277 y 279.

Los mecanismos involucrados en la asociacion entre el polimorfismo A280V del hHzR y el
sindrome de Shy-Drager o la migrafia no han sido establecidos, por lo que se requieren
estudios que analicen la repercusion de la mutacion en las caracteristicas farmacologicas y

funcionales del receptor.

El efecto de la mutacion Y197C en el hHsR tampoco ha sido estudiado. Como se
menciono, la presencia de un nuevo residuo de Cys puede inducir la formacion de un
enlace disulfuro anomalo y por tanto afectar la estabilidad, la expresion, la union de
ligando y la funcién de la proteina, por lo que resulta importante su evaluacion. Esto
permitira un mayor conocimiento de la estructura y/o activacion del receptor, lo que puede

también contribuir al disefio de nuevos ligandos con mayor selectividad y potencia.

Por lo antes mencionado, en este trabajo abordamos el efecto de las mutaciones puntuales
A280V y Y197C en las caracteristicas farmacoldgicas y de sefializacion intracelular del

receptor a histamina Hz humano de 445 amino &cidos, expresado en células CHO-K1.
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3. Hipotesis

La hipotesis para el desarrollo de este proyecto fue:

Las mutaciones puntuales Y197C y A280V en el receptor a histamina Hz humano de 445

amino acidos modifican sus caracteristicas farmacoldgicas y/o de sefializacion.
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4. Objetivos

Para evaluar la hipotesis propuesta se plantearon los siguientes objetivos:

4.1 Objetivo general

Determinar si las mutaciones Y197C y A280V modifican las propiedades farmacoldgicas y

de sefializacion del receptor a histamina Hz humano de 445 amino acidos (hH3aRa44s)

4.2 Objetivos particulares

1. Generar receptores a histamina Hz humanos con las mutaciones Y197C o A280V,

mediante técnicas de mutagénesis dirigida.

2. Expresar en celulas CHO-K1, de manera transitoria o estable, a los receptores
nativo (hHzRwr), con la mutacion Y197C (hHsRy1e7c) 0 con la mutacién A280V

(hH3sRA280v).

3. Determinar si las mutaciones Y197C y A280V modifican las propiedades

farmacologicas del receptor hHsRa44s5, mediante ensayos de union de radioligando.

4. Establecer si las mutaciones Y197C y A280V modifican la sefializacion del
receptor hHsR445, mediante ensayos funcionales como la inhibicién de la formacion
de AMPc, union de [*®S]-GTPyS y fosforilacion de las cinasas

ERK-1/2.
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5. Métodos

5.1 Obtencion de las mutaciones puntuales Y197C y A280V en el hHzRwt

5.1.1 Obtencién de la mutacién puntual Y197C

5.1.1.1 Obtencidn de un fragmento del hH3R445 conteniendo la mutacion Y197C

Utilizando la secuencia del ADNc que codifica al hHsR44s, reportada en la base de datos
GenBank (numero de acceso NM-007232), se disefiaron los oligonucle6tidos indicados en
la Tabla 2 mediante el programa Alignment Technologies (www.genomics.agilent.com) y
el programa Clone Manager 9 Professional (Scientific & Educational Software, Denver,

CO, USA).

Los oligonucledtidos disefiados fueron: dos en sentido (F2y F7) y dos en antisentido (R2y
Rs). Los oligonucleétidos F7 y Rs contienen el cambio de una adenina o timina por una
guanina o citosina, respectivamente, en el nucleétido 590 (la posicion 1 del ADNCc es la
primera base del coddn de inicio), para obtener la mutacion deseada, ya que el triplete
TAC codifica el aa Tyr mientras que el triplete TGC codifica el aa Cys. Ademas, en estos
mismos oligonucle6tidos se cambié una citosina 0 una guanina por una timina o una
adenina, respectivamente, en la posicién 585, originando una mutacion silente en el
receptor (no se altera la traduccion del aa, ya que ambos tripletes, AAC y AAT, codifican
el aa Asn). La mutacion introdujo un sitio de restriccion para la endonucleasa Mfel, que
sirvio para evaluar en una primera instancia la mutacion Y197C en la proteina. El
oligonucleotido F» hibrida con una secuencia cercana al sitio de restriccion para la enzima
BstEIl, mientras que el oligonucledtido R2 contiene en su extremo 5 un sitio de restriccion

para la enzima Notl (ambos sitios unicos en toda la secuencia del plasmido
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pCI-Neo-hHsRwrt), lo que permitid sustituir de manera dirigida el fragmento conteniendo

la mutacion Y197C en el resto del plasmido pCl-Neo-hHsRwt (ver Fig. 4).

Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados para obtener las diferentes mutaciones en el hHs;Rwr.

Reconocimiento en

Mutacién  Oligonucle6tidos Secuencia la secuencia del
hH3Rwt
F2 5-TGTGCACCTCCTCTGCCTTC-3" 350 — 3692
Sentido
F7 5-CGAGTTCTTCTACAATTGGTGCTTCCTCAT-3" 570 — 599
Y197C
R2 5-GCGGCCGCTCACTTCCAGCAGTGCTCCAGG-3" 1317 <— 1338
Anti-sentido
Re 5 -GTGATGAGGAAGCACCAATTGTAGAAGAAC-3 573 «— 602
F1 5-GGTGGGTGAGGTGGCCGTAGGCG-3 828 — 850
Sentido
F2 5-TGTGCACCTCCTCTGCCTTC-3" 350 — 369
A280V
R1 5-CGCCTACGGCCACCTCACCCACC-3 828 +— 850
Anti-sentido
R2 5-GCGGCCGCTCACTTCCAGCAGTGCTCCAGG-3’ 1317 <1338

Los nucledtidos modificados para obtener cada una de las mutaciones se indican en color rojo.
2 Posicion en la secuencia del receptor nativo (numeracion de la secuencia de nucleétidos del
ADN(C a partir del inicio del marco de lectura).

Con la técnica de la amplificacién del ADN por la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR, por sus siglas en inglés Polymerase Chain Reaction) y utilizando como molde la
secuencia codificante para el hHzRwr clonado en el vector pCI-Neo, se amplificaron dos
fragmentos, el primero con los oligonucledtidos F2 y Rs y el segundo con los

oligonucleodtidos F7 y Rz (Fig. 5A). Las reacciones (25 ul) contuvieron: amortiguador para
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Pfu 1X (Fermentas, Glen Burnie, MD, USA), 2 mM MgSOs; dNTPs (0.2 mM de cada
uno), oligonuclettidos en sentido y anti-sentido (0.4 uM cada uno; Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, USA), polimerasa de ADN Pfu (0.5 U) y 200 ng del molde
(pCl-Neo-hHzRwr). Las condiciones de la amplificacion fueron: 1) desnaturalizacion a
95 °C por 2 min; 2) desnaturalizacion a 95 °C por 30 s, hibridacion a 55 °C por 30 s y
extension a 72 °C por 60 s (20 ciclos); y 3) extensién a 72 °C por 5 min. Los amplicones
resultantes se resolvieron por electroforesis en gel de agarosa al 1.0 % con amortiguador
TBE (Tris/Borato/EDTA,; 0.5X) tefiidos con bromuro de etidio (0.25 pg/ml), incluido al

momento de formar el gel, utilizando la solucion amortiguadora TBE 0.5X.

Los productos de estas dos amplificaciones se purificaron del gel (kit Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up System, Promega, Madison, WI, USA) para extenderse en una tercera
reaccion por la técnica de extension del empalme (OE-PCR, Overlap extension PCR)
[100], obteniendose un fragmento de 998 pb (F2-Rz). La reaccion (25 pl) consistio en:
regulador para Pfu 1X, 2 mM MgSOas, dNTPs (0.2 mM de cada uno), oligonucleotido en
sentido F2 (0.4 uM), oligonucle6tido anti-sentido Rz (0.4 uM), 10 ul del purificado de la
PCR F2-Rs (7.5 ng/ul), 10 ul del purificado de la PCR F7-R2 (7.8 ng/ul) y polimerasa de
ADN Pfu (0.5 U). Las condiciones de la amplificacion fueron las mencionadas
anteriormente, y el amplicdn se resolvio por electroforesis en gel de agarosa al 1.0 % con
regulador TBE 0.5X tefiido con bromuro de etidio. Finalmente, el fragmento F.-R2 se

purifico utilizando el kit comercial indicado anteriormente.
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5.1.1.2 Clonacion del fragmento F2-R> en el vector pJET1.2

Con el fin de amplificar el fragmento F2-R2, éste se clond en el vector pJET1.2/blunt
(Fermentas, Glen Burnie, MD, USA; Fig. 5B). La reaccion de ligacion se realizd en un
volumen final de 20 ul que contenia regulador para la ligasa 1X; 1 ul de vector (50 ng/ul);
5 ul del inserto (F2-R2, 10 ng/ul), y 2.5 U de la ligasa del fago T4 (Fermentas, Glen Burnie,

MD, USA).

La reaccion se incubd a temperatura ambiente por 30 min para, a continuacion, transformar
bacterias E. coli competentes (cepa DH5a) [101] con 4 ul del producto de ligacion,
inocular las bacterias en placas de agar LB (Agar Luria-Bertani) con 100 pg/ml de
ampicilina e incubarlas a 37 °C por 16 h. El vector contiene un gen que codifica la enzima
B-lactamasa dando resistencia a las bacterias que lo incorporaron, ademas del gen letal
Eco47IR para la seleccion negativa de aquellos plasmidos en los que no se incorpord

ningun fragmento de ADN.

Se seleccionaron 10 colonias bacterianas, y cada una fue inoculada en 3 ml de medio LB
con 100 pg/ml de ampicilina. Después de 16 h a 37 °C se obtuvo el ADN plasmidico por
columna (Pure Yield ™ Plasmid Midiprep System; Promega, Madison, USA). EI ADN de
cada extracto fue sometido a digestion independiente con las enzimas de restriccion Bglll o
Xhol (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) para comprobar la insercion del
fragmento en el vector. Cada digestion (6 h, 37 °C) se efectu6 en un volumen final de 10 pl
con el regulador apropiado para cada enzima (1X), albumina sérica bovina (BSA,
0.1mg/ml; provista por el fabricante de las enzimas) y 3 U de la enzima (Bglll o Xhol). El
producto de digestion se resolvio por electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % y uno de los
ADN plasmidicos fue seleccionado para ser insertado en el hHsRwr clonado en el vector de

expresion pCl-Neo (pCl-Neo-hHzRwr).
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(590) TAC—»TGC GCG—>GTG (839)

Fig. 4. Esquema del ADNc para el hHs;Rwr mostrando los sitios de hibridacion de los
oligonucle6tidos empleados para obtener las mutaciones Y197C y A280V. En color azul se
indica el sitio Unico de restriccion para la enzima BstEIl en la secuencia del hHsRwr. Las flechas
grises indican los oligonucledtidos sentido y anti-sentido (F7 y Rs) empleados para la obtencién de
la mutacion Y197C; las flechas negras indican los oligonucle6tidos sentido y anti-sentido (F1 y R1)
utilizados para la obtencion de la mutacion A280V; y las de color naranja indican los
oligonucleétidos empleados en ambos casos para obtener los fragmentos de interés. El sitio de
restriccion para la enzima Mfel introducido en la secuencia se indica con la barra gris y el sitio de
restriccion para la endonucleasa Eagl, interrumpido por la mutacion A280V, se indica con la barra
negra. La barra roja muestra el sitio de restriccién adicional para la endonucleasa Notl.

5.1.1.3 Insercion del fragmento F2-R2 en el plasmido pCl-Neo-hHsRwr

Para subclonar en el vector pCI-Neo al hH3R con la mutacion Y197C (hHsRvie7c), se
realizd la digestion del fragmento F2-R. en el vector pJET1.2, y el fragmento
correspondiente localizado en el plasmido pCl-Neo-hH3R, con las endonucleasas BstEIl y
Notl (Fig. 5C). El fragmento que contenia la mutacién Y197C fue ligado al complemento
en el receptor nativo que carecia de esa region del ADNc. Las reacciones de 50 pl
contuvieron: amortiguador REACT® 3 1X (Promega), BSA 0.1 mg/ml, endonucleasa Notl

10 U, endonucleasa BstEIl 10 U, 3.2 ul de plasmido pJET1.2 (270 ng/ul) o 4.2 ul del

plasmido pCl-Neo-h HzRas5 (400) ng/ul). Las reacciones se incubaron > 6 h a 37 °C.
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del hH;Ryy conteniendo las F;-R; (con la mutacién) F,-R; en el plasmido
mutaciones Y197Co A280V en el vector pJET1.2 pCI-Neo-hH;Ry¢
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Fig. 5. Esquema de la metodologia experimental para la obtencion de las mutaciones Y197Cy
A280V en el hHs;Rwr. A, By C indican las principales etapas del disefio experimental.

Los fragmentos obtenidos de la digestion de los plasmidos pCl-Neo-hHzRwr y

pJET2.1-F2>-R> se purificaron con el kit comercial indicado, y se verificé el proceso por



electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % con bromuro de etidio. Los fragmentos
purificados se ligaron (Fig. 5C) en reacciones de 20 ul que contenian: regulador para ligasa
1X; 4 pl (4 ng/pl) de vector pCl-Neo-hHsRwr purificado (sin el fragmento BstEII-Notl); 2
ul (20 ng/ul) de inserto BstEII-Notl purificado (recuperado de pJET2.1- F»>-R2); y 2.5 U de
ligasa del fago T4. Se incluyd un control negativo en el que se omitio el inserto y las

reacciones se incubaron a 25 °C por 30 min.

Se transformaron bacterias E. coli competentes [101] con 3 ul del producto de las
ligaciones anteriores y se inocularon en placas con LB-agar-ampicilina (100 pg/ml).
Después de 16 h a 37 °C se seleccionaron 10 colonias y cada una de estas fue sembrada en
medio LB, incubandose a 37 °C por 16 h antes de obtener el ADN plasmidico

(pCI-Neo-hHzRy1e7c) por lisis alcalina (miniprep).

5.1.1.4 Confirmacion de la mutacion puntual Y197C en el vector pCI-Neo-hHsRv197¢c

El ADN plasmidico obtenido se digirio con la enzima Mfel (BioLabs, Ipswich, MA, USA),
para la cual existe s6lo un sitio de restriccion en el vector pCl-Neo-hHsRwr. Al
introducirse la mutacion silente en la tercera posicion del codon AAC (cambio por AAT)
cercana a la mutacion Y197C en el vector, se genero un sitio de restriccion adicional como
se ilustra en la Fig. 6. La digestion (37 °C, > 3 h) se realiz6 en un volumen final de 10 pl
con regulador CutSmart 1X, 4 U de la enzima Mfel y 500 ng del vector (pCI-Neo-hHzRa4s
0 pCI-Neo-hH3sRv197c). Los productos se resolvieron por electroforesis en gel de agarosa al

1 % con bromuro de etidio.
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A) pCl-Neo-hHsRwt B) pCI-Neo-hHzRy197c

(& Mfel

Fig. 6. Esquema de los vectores pCl-Neo-hHs;Rwt (A) y pCl-Neo-hH3Ry1e7c (B). Los sitios de
restriccion para la endonucleasa Mfel se indican en cada vector.

Una vez seleccionado el ADN plasmidico, se transformaron bacterias competentes E. coli
(cepa DH50a) con pCI-Neo-hHsRy197c para amplificar y extraer el plasmido por columna
(midiprep), y se solicitd la secuenciacion del fragmento de interés en el Laboratorio de
Bioquimica Molecular de la Facultad de Estudios Superiores lIztacala (Universidad
Nacional Autonoma de México), para confirmar la presencia de la mutacion y la ausencia

de cambios no deseados.

5.1.2 Obtencion de la mutacion puntual A280V

Se empled la misma estrategia experimental utilizada para la obtencién de la mutacion
Y197C, pero empleando los oligonucledtidos en sentido F1 y F. y anti-sentido R1 y R»
(Tabla 2). Los oligonucleotidos F1 y R1 contienen el cambio en el nucleétido 839 de una
citosina 0 guanina por una timina o adenina, respectivamente, para obtener la mutacion

deseada, ya que el triplete GCG codifica el aa Ala mientras que el triplete GTG codifica el
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aa Val (Fig. 4). El oligonucledtido F» se hibrida con una secuencia cercana al sitio de
restriccion para la enzima BstEIl y el oligonucle6tido R> contiene un sitio de restriccion
para la enzima Notl (sitios Unicos en toda la secuencia del plasmido pCl-Neo-hHzRwr), lo
que permitié sub-clonar de manera dirigida el fragmento conteniendo la mutacion A280V

en el resto del pCl-Neo-hHsRwr.

Al presentarse la mutacion A280V se interrumpe un sitio de restriccion para la
endonucleasa Eagl (existen 4 sitios de restriccion en el vector pCl-Neo-hHsRwrt), por lo
que un patron de restriccion con esta enzima diferente al tipo nativo indicé la presencia de
la mutacion como estrategia de seleccion inicial. Como se realiz6 para la mutante Y197C,
las clonas fueron secuenciadas para verificar la presencia de la mutacién y la ausencia de

cambios no deseados.

5.2 Cultivo celular

Las células CHO-K1 se cultivaron en medio DMEM/F12 conteniendo 10 % de suero fetal
bovino (SFB; Gibco Life Technologies, Grand Island, NY, USA) y 1 % de una mezcla de
penicilina/estreptomicina/Fungizone (10,000 U/ml, 10 mg/ml y 25 pg/ml; Gibco Life
Technologies, Grand Island, NY, USA), incubandolas a 37 °C en una atmosfera de 5 % de

COg en aire.

5.3 Expresion de los receptores hHsRwrt, hH3Rvies7c y hHsRazov en células

CHO-K1

5.3.1 Expresion del receptor hHzRwt 0 hH3Ry197¢

Inicialmente se obtuvieron clonas celulares con los receptores hH3Rwt 0 hH3Ry197¢
aislando las células por citometria de flujo. Sin embargo, la expresion de los receptores

disminuyd rapidamente en los subcultivos, obstaculizando la realizacién de ensayos
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funcionales. Por lo anterior, se optd por realizar transfecciones transitorias con

polietilinimina (PEI).
5.3.1.1 Transfeccidn transitoria de los receptores hHsRwt 0 hH3Ry197¢

Se sembraron células CHO-K1 parentales (3 x 10° células) en placas Petri de 10 cm de
diametro y se cultivaron durante 24 h. El dia de la transfeccion se prepard el complejo
ADN-PEI empleando 20 pl de PEI (1 mg/ml en solucién salina amortiguada con fosfatos,
PBS) y 4 ug del ADN plasmidico de cada receptor en un volumen final de 2 ml de
DMEM/F12 base (Gibco Life Technologies, Grand Island, NY, USA). La mezcla se
incubd por 30 min a 37 °C. Antes de adicionar los complejos, el medio de cultivo se
sustituy6d por 2 ml de medio DMEM/F12. Los complejos fueron afiadidos a las células y se
incubd a 37°C por 1 h. Finalmente, se agregaron 4 ml de medio DMEM/F12 conteniendo
20 % de SFB y 2 % de solucion de antibioticos. Las células se incubaron por 48 h antes de

realizar los ensayos.
5.3.2 Expresién del receptor hHsRwt 0 hH3Ra2s0v
5.3.2.1 Transfeccion y seleccién de células CHO-K1

La transfeccion se realizd con los plasmidos  pCIl-Neo-hHsRwr 0
pCI-Neo-hHsRa2gov utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen Life Technologies, Grand
Island, NY, USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante (relacion 1:2.5,
ADN:Lipofectamina). Después de la transfeccion las células fueron cultivadas por 24 h en
el medio de crecimiento y posteriormente en medio de seleccion (DMEM/F12, 10 % de
SFB, 500 pg/ml de geneticina (G418, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA),
renovado cada 48 h por 4 semanas. Después de este tiempo las células se cultivaron en

medio DMEM/F12 con 10 % de SFB y 250 ug/ml de geneticina.
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5.3.2.2 Obtencion de clonas celulares transfectadas con los receptores hHzRwt 0 hHzRa2s0v

Se sembraron 5 x 10* células CHO-K1, transfectadas y seleccionadas como se indicd
anteriormente, en cajas Petri de 10 cm de didmetro conteniendo medio de seleccion
(DMEM/F12 con 10 % de SFB y 250 ug/ml de geneticina). Mediante anillos de clonacion
se aislaron colonias celulares las cuales se disociaron con tripsina, se diluyeron en medio
de cultivo (1:1,000, suspensién celular: medio de seleccidn) y se depositaron alicuotas de
100 pl en los pozos de placas de 96 pozos. El crecimiento celular fue revisado cada 12 h 'y
el medio de cultivo fue cambiado cada 48 h. Los pozos en los que se observaron colonias
formadas a partir de una sola célula fueron marcados, y una vez llenos las células fueron
disociadas con tripsina y transferidas a una placa de 6 pozos, y finalmente a placas Petri de

10 cm de didmetro.
5.4 Ensayos de union de radioligando a membranas celulares
5.4.1 Ensayos con una concentracion de radioligando

Para determinar la expresion de los receptores hHsRwr, hH3Ryi97c Y hH3Razsov Se
realizaron ensayos de union de [*H]-N-a-metil-histamina ([*H]-NMHA) en membranas
celulares. Las células CHO-K1-hHs3Rwt, CHO-K1-hH3Ra197¢ Yy CHO-K1-hH3Ra2s0v,
cultivadas en cajas Petri de 10 cm por 48 h, se lavaron con solucion PBS antes de ser
expuestas a una solucion de lisis (Tris-HCI 10 mM, EGTA 1 mM, pH 7.4; 4 °C). La
suspension celular se centrifugd a 42,000 x g por 20 min a 4°C y la pastilla resultante
(preparacion membranal) se resuspendi6 en la solucion de incubacion (Tris-HCI 50 mM,

MgCl, 5 mM, pH 7.4).

Muestras de la suspension membranal (20 pg de proteina; método de BCA) se incubaron

por 60 min a 30 °C con una solucién de [*H]-NMHA (=2 nM, 82.9 Ci/mmol; Perkin
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Elmer, Boston, MA, USA). Las incubaciones se filtraron utilizando un colector automatico
Brandel a través de filtros de fibra de vidrio (Whatman GF/B; GE Healthcare Bio Sciences,
Pittsburgh, PA, USA) expuestos a polietilenimina (0.3 %) por al menos 2 h. Los filtros se
lavaron tres veces con 1 ml de la soluciéon de Tris-HCI 50 mM (pH 7.4; 4 °C) y se
transfirieron a viales a los que se les adicionaron 3 ml de liquido de centelleo. La
radiactividad se cuantificd por centelleometria después de 5 h. La unidn inespecifica se
determiné en presencia de histamina (10 uM) y la union especifica se obtuvo al restar la

unién inespecifica de la unién total.
5.4.2 Ensayos con una concentracion de radioligando en células intactas

Para determinar la expresion de los receptores hHsRwrt y hHsRy197c en la membrana
citoplasmatica se realizaron ensayos de union de [°H]-NMHA en células vivas. Las células
CHO-K1-hHsRwt y CHO-K1-hH3Ra197¢c se sembraron en cajas de 24 pozos y después de
24 h se lavaron dos veces con 250 pl de solucion Krebs-Ringer-Hepes a 37 °C (KRH, en
mM: NaCl 113, NaHCOs 25, Hepes 20, glucosa 15, KCI 2.7, CaCl» 1.8, MgCl; 1.2 y
KH2PO4 1.2; pH 7.4 con NaOH) y una vez con 250 pl de solucion de PBS a 4 °C
conteniendo CaCl> 1.8 mM y MgCl. 1.2 mM, para ser incubadas con 180 pl de solucién
KRH y 10 pl de agua para la unién total o tioperamida (200 uM) para la unién no
especifica, durante 5 h sobre hielo en presencia de [°H]-NMHA (10 pl de una solucién 80
nM). La reaccién se detuvo lavando dos veces con 250 ul y dos veces con 500 ul de

PBS/Ca?*Mg?*.

La radiactividad unida a los receptores de membrana se disocié por lavado con solucién
acida (NaCl 150 mM, &cido acético 50 mM, pH 2.9). La solucién de lavado se coloco en
viales para ser cuantificado mediante centellometria. Las determinaciones se realizaron por

cuadruplicado por condicion, y para cada sub-linea celular se determind el nimero de
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células por cuadruplicado. Las células se disociaron con tripsina y una vez recuperadas en
un volumen final de 500 pl de DMEM-F12 se contaron en una camara de Neubauer. La
unidn especifica se obtuvo restando la union no especifica de la unién total y los resultados

se reportan como numero de receptores por célula.
5.4.3 Ensayos de saturacion

Alicuotas de la suspension membranal se incubaron (60 min, 30 °C) con concentraciones
crecientes (0.01-10 nM) de [®*H]-NMHA. La union inespecifica se determind en presencia
de histamina (10 uM) y la unién especifica se determiné como se describié anteriormente.
Los valores de la constante de disociacion (Kg) y de la union maxima (Bmax) Se
determinaron por regresion no lineal con el programa Prism® version 5.0 (GraphPad

Software, San Diego, CA, USA).
5.4.4 Ensayos de inhibicion

Muestras de la suspension membranal se incubaron (60 min, 30 °C) con ~2 nM de
[*H]-NMHA y concentraciones crecientes de ligandos del HsR. La union inespecifica se
determind con histamina como se describio previamente. Las constantes de inhibicion (K;)
se determinaron por regresion no lineal utilizando la ecuacion de Cheng y Prussoff [102]

empleando el programa Prism 5.0.
5.5 Determinacion de la acumulacion de AMPc en células intactas

Las células CHO-K1-hHzRwt, CHO-K1-hH3Raz2g0v Y CHO-K1-hHsRy197c Se sembraron en
cajas de 24 pozos por 48 h. El dia del ensayo cada pozo se lavo con 250 ul de solucién
KRH, se agregaron 250 ul de la misma solucion conteniendo un inhibidor de
fosfodiesterasas (isobutil-metil-xantina, IBMX, 1 mM; Sigma Aldrich) y se incubd durante

10 min a 37 °C. Se agregaron 11 pl de agua (basal) u 11 ul de los farmacos en estudio;
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5 min después se adicionaron 11 ul de una solucion de forskolina (250 uM o 75 UM, para
una concentracion final de 10 o 3 pM, respectivamente), y se continud la incubacion por
15 min. La reaccion se detuvo retirando el medio y adicionando 250 ul de HCI (0.1 N) a
4 °C, y las cajas se colocaron sobre hielo durante 15 min para permitir la extraccion del
AMPc enddgeno. Los extractos se neutralizaron con 25 ul de NaOH (1 M) y 100 pl de

solucién amortiguadora Tris-HCI (1 M, pH 7.0 a 4 °C).

Para la determinacion de AMPc se colocaron en tubos de plastico: 50 ul de
[*H]-AMPc (~10 nM, concentracion final; Sigma Aldrich) en solucion de incubacion
(Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM, EDTA 5 mM, 5 mg/ml de BSA; pH 7.0), 25 ul de la
subunidad reguladora de la PKA (Sigma Aldrich) en solucion de incubacion (~0.5
U/muestra) y 50 ul de los extractos celulares. En tubos en paralelo se determiné la union
total e inespecifica de [°*H]-AMPc en ausencia y presencia de AMPc no marcado (10 pM),
respectivamente. Después de 2.5 h a ~2 °C las incubaciones se filtraron (filtros de fibra de
vidrio Whatman GF/B, expuestos a polietilenimina, 0.3%, por al menos 2 h) utilizando un
colector automatico Brandel. Los filtros se lavaron tres veces con 1 ml de agua destilada a
4 °C, y se colocaron en viales conteniendo 3 ml de liquido de centelleo. Se cuantificé la
radioactividad presente después de 5 h y los resultados se analizaron con los programas
Microsoft Excel y Prism 5.0. Los valores de AMPc enddgeno se determinaron con una

curva estandar de AMPc (1012-10° M).
5.6 Determinacion de la union de [**S]-GTPyS a membranas celulares

Las células se sembraron en placas Petri de 10 cm y se cultivaron por 24 h. El dia del
ensayo las células se lisaron incubandolas sobre hielo durante 10 min en una solucion de

Hepes (20 mM, pH 7.4, 4 °C) y EDTA (200 uM), conteniendo una mezcla de inhibidores
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de proteasas (1:200; AEBSF 4 mM, aprotinina 80 uM, bestatina 4 mM, E-64 1.4 mM,
leupeptina 2 mM, pepstatina A 1.5 mM; Sigma Aldrich). La suspension se centrifugd a
42,000 x g (4 °C, 20 min) y las pastillas resultantes (membranas celulares) se
re-suspendieron en 1.5 ml de solucion Hepes conteniendo 1 U/ml de desaminasa de
adenosina a fin de metabolizar la adenosina presente y evitar la activacion de sus
receptores enddgenos. Después de 30 min a 30 °C, se adicionaron 7 pl de una solucién de

saponina (5 mg/ml).

Las muestras membranales (~20 pg de proteina) se incubaron durante 60 min a 30 °C en
solucién de incubacién (Hepes 20 mM, MgCl, 10 mM, BSA 1 %, GDP 10 uM y DTT 1
mM) conteniendo [*S]-GTPyS (~0.05 nM; Perkin Elmer, Boston, MA, USA) y ligandos
selectivos del HzR (histamina, R-a-metil-histamina [RAMH], immepip, imetit, A331440,
ciproxiféan, clobenpropit, tioperamida; Sigma Aldrich). La union basal y la no especifica se
determinaron remplazando al ligando por agua o GTPyS (10 uM), respectivamente. Las
incubaciones se filtraron sobre filtros de fibra de vidrio Whatman GF/B, previamente
empapados en solucion Hepes (Hepes 20 mM, NaCl 100 mM, MgCl> 3 mM, a 4 °C) y los
filtros se lavaron tres veces con 1 ml de la misma solucién. La formacién del complejo
[*°S]-GTPyS-proteina G se determind por centelleometria después de 5 h y los datos se

analizaron con regresion no lineal utilizando Prism 5.0.
5.7 Inmunodeteccion de ERK-1/2 fosforiladas (p44/42-ERK)
5.7.1 Obtencidn de los extractos protéicos

En una placa de seis pozos se sembraron 5 x 10° células/pozo en medio DMEM-F12

conteniendo 10 % de SFB y 200 pug/ml de G418. Una vez que las células se adhirieron a la
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superficie de la placa, se redujo la concentracion de suero (medio DMEM-F12 con 0.1 %

de SFB y antibiotico de seleccion) y se cultivaron durante 14-19 h.

El dia del ensayo las células fueron lavadas con PBS estéril (37 °C) e incubadas con medio
DMEM/F12 durante 15 min a 37 °C, antes de adicionar un agonista selectivo del HzR
(RAMH). Una vez transcurrido el tiempo requerido, se realizaron tres lavados con PBS
(dos a 37 °C y uno a 4 °C) para detener la reaccion. Posteriormente las células se lisaron
con solucion de lisis (Tris-HCI 40 mM, pH 7.6, EDTA 0.2 mM, NaCl 150 mM,
desoxicolato de sodio 0.5 %, SDS 0.2 %, Triton X-100 0.1 %, glicerol 0.1 %; inhibidor de
proteasas y fosfatasas 1:200), para extraer las proteinas totales. Las muestras proteicas se
homogenizaron pasandolas siete veces por una jeringa de insulina, se centrifugaron
(13,000xg a 4 °C) y se determind la concentracion de proteinas mediante el método de
BCA. Finalmente a cada muestra se le adicion6 una sexta parte de solucién de carga
(Tris 0.35 M, pH 6.8, glicerol 30% (v:v), SDS 10 % (m:v), DTT 0.6 M, azul de
bromofenol 12 % (m:v)), se hirvieron durante 5 min en bafio maria y se almacenaron a

-20 °C hasta su uso.

5.7.2 Deteccién de ERK-1/2 fosforiladas y totales

Las muestras proteicas (15 pg de proteina total) se resolvieron en geles de poli-acrilamida
(12 %) a 30 mA por 90 min con regulador de corrida (Tris base 25 mM, pH 8.3, glicina
250 mM, SDS 0.1 %) y mediante transferencia hiumeda con regulador (Tris base 25 mM,
metanol 20 %, glicina 200 mM) se transfirieron a membranas de polivinildenedifloruro
(PVDF; Biorad, Hercules, California, USA) a 300 mA durante 180 min, sobre hielo. Las
membranas fueron bloqueadas con 5 % de leche libre de grasa durante 50 min y lavadas 3
veces por 5 min con TBS-Tween (Tris base 10 mM, pH 8.3, NaCl 150 mM, Tween 0.1 %

v/v)). Las membranas se incubaron durante toda la noche a 4 °C con el anticuerpo primario
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(anti fosfo-ERK1/2 o anti ERK1/2 total, generados en conejo; Cell Signalling, Danvers,
MA, USA) en una dilucién 1:1,000 en TBS-T con 1.5 % de BSA y posteriormente lavadas

tres veces por 5 min con TBS-Tween.

El anticuerpo primario se detectd incubando las membranas con el anticuerpo secundario
anti-lgG de conejo generado en raton y acoplado a peroxidasa (Cell Signalling) en una
dilucion 1:5,000 en TBS-T con 1.5 % de BSA, durante 1 h a temperatura ambiente. Las
bandas se detectaron por quimio-luminiscencia (Enhanced Chem iLuminscent Substrate;
Biorad, Hercules, CA, USA) utilizando el equipo Kodak Image Station 4000R (Eastman
Kodak, Rochester, NY, USA). El analisis densitométrico se realiz6 con el programa
ImageJ (National Institutes of Health, USA). Los valores de ERK-1/2 fosforiladas se
normalizaron con respecto al valor de ERK-1/2 total y se expresaron como porcentaje de
los niveles basales. Los datos se analizaron mediante regresion no lineal empleando los

programas Microsoft Excel y Prism 5.0.
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6. Resultados

6.1 Mutacion puntual Y197C en el receptor a histamina Hs humano (hHsR)

6.1.1 Obtencidn de la mutacion puntual Y197C en el hHsR

La digestion de los plasmidos pCl-Neo-hHsRwt y pCl-Neo-hHsRy1e7c con la endonucleasa
Mfel generd una sola banda de 6,782 pb para el primero, y dos bandas para el segundo, de
5,849 y 933 pb (Fig. 7), debido que el plasmido pCl-Neo-hHsRwrt presenta un solo sitio de
restriccion para dicha enzima, mientras que en el plasmido pCl-Neo-hHsRy197¢ se insertd
un sitio adicional en una region cercana a la mutacion Y197C, con el objeto de identificar

en primera instancia la presencia de esta mutacion (ver Métodos).

Este analisis indicaba la presencia de la mutacion. La secuencia de nucleétidos del
fragmento de interés (fragmento del hHsR que contiene la mutacion Y197C) fue
determinada, y con el programa bio-informatico ClustalWw2 Multiple Sequence Alignment,
se le compar6 con la del receptor nativo reportada en el banco de datos GenBank. La Fig. 8
muestra la sustitucion de la citosina por timina en el nucleétido 585 (insercion de un sitio
adicional de restriccion por la endonucleasa Mfel) y la sustitucion de la adenina por
guanina en el nucledtido 590 (mutacion Y197C). Las secuencias de nucleodtidos se
tradujeron a amino é&cidos empleando la aplicacion Translate tool (Bioinformatics
Resource Portal, ExPASy, SIB Swiss Institute of Bioinformatics) y el alineamiento de estas

secuencias indico que la mutacion origind el cambio deseado de un solo aa, Tyr — Cys

(Fig. 9).
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2. pCl-neo-hH,R, . + Mfel

3. pCl-neo-hH,R,, ... + Mfel
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Fig. 7. Evaluacion de la mutacion Y197C en el hHs;R mediante restriccion con la
endonucleasa Mfel. Los plasmidos pCl-Neo-hHsRwr y pCl-Neo-hHsRyig7c se digirieron con la
enzima Mfel y se analizaron por electroforesis en gel de agarosa. kpb, kilopares de bases.

6.1.2 Expresion de los receptores hHsRwt y hH3Ry197c en la membrana citoplasmatica de

las células CHO-K1 transfectadas

La Fig. 10 muestra un ensayo de union de [*H]-NMHA en células vivas. A partir de cuatro
experimentos se obtuvieron valores de 13,434 + 1,533 y 15,894 + 2,054 receptores/célula
para los receptores hHzRwr y hHsRv197¢, respectivamente. A pesar de la tendencia a una

mayor expresion del receptor mutado, los valores no fueron estadisticamente diferentes.
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hH3Rur GTACCTGTCCGGGGGCAGCTCCATCCCCGAGGGCCACTGCTATGCCGAGTTCTTCTACAA
hH3Ry197¢ GTACCTGTCCGGGGGCAGCTCCATCCCCGAGGGCCACTGCTATGCCGAGTTCTTCTACAA

khkhkkhkhkhkhkhhhkhkhhkhkkhkrhkhkhhkhkrhhhkhkhhAhkhkrhhhhhkrhkhhkhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkhxkkhkrxkhkkxk*k

hHsRur CTGGTACTTCCTCATCACGGCTTCCACCCTGGAGTTCTTTACGCCCTTCCTCAGCGTCAC
hH3Ry197¢ ETGGTECTTCCTCATCACGGCTTCCACCCTGGAGTTCTTTACGCCCTTCCTCAGCGTCAC

hhkhkhk hkhkhkhkk Ak hkrhkhkrhhkhkhhkhhkrhkhkrhkhkrhhkhkhhkhkhkrhkkhkrhkhkrhkkhkhhkhkhxkhkkxkhkx

hHsRur CTTCTTTAACCTCAGCATCTACCTGAACATCCAGAGGCGCACCCGCCTCCGGCTGGATGG
hH3Ry197¢ CTTCTTTAACCTCAGCATCTACCTGAACATCCAGAGGCGCACCCGCCTCCGGCTGGATGG

kA hkkhkhkhkhhhkhkhhkhkkrhkhkrhhkhkrhhhkhkhhAhkhkrhkhkhhhkrhkhhkhkrhkhkrhkkhkhhkrkkxkkhkrxkhkkxk*k

hH3Rur GGCTCGAGAGGCAGCCGGCCCCGAGCCCCCTCCCGAGGCCCAGCCCTCACCACCCCCACC
hH3Ry197¢ GGCTCGAGAGGCAGCCGGCCCCGAGCCCCCTCCCGAGGCCCAGCCCTCACCACCCCCACC

khkhkkhkhkhkhhhkhkhhkhkhkrhkhkrhhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkhhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhhkrkrxkkhkrkhkkxk*k

hH3Rur GCCTGGCTGCTGGGGCTGCTGGCAGAAGGGGCACGGGGAGGCCATGCCGCTGCACAGGTA
hH3Ry197¢ GCCTGGCTGCTGGGGCTGCTGGCAGAAGGGGCACGGGGAGGCCATGCCGCTGCACAGGTA

KA AR A AR AR A AR A AR AR A A A A A A AR AR A I A A AR AR A A A A A A AR AR AR A A AR AR AR X kK

hHzRur TGGGGTGGGTGAGGCGGCCGTAGGCGCTGAGGCCGGGGAGGCGACCCTCGGGGGTGGCGG
hH3Ryi97¢ TGGGGTGGGTGAGGCGGCCGTAGGCGCTGAGGCCGGGGAGGCGACCCTCGGGGGTGGCGG

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A I A A AR AR A A A AR A AR A A A A AR AR AR AR A X kK

hHzRur TGGGGGCGGCTCCGTGGCTTCACCCACCTCCAGCTCCGGCAGCTCCTCGAGGGGCACTGA
hH3Ryi97¢ TGGGGGCGGCTCCGTGGCTTCACCCACCTCCAGCTCCGGCAGCTCCTCGAGGGGCACTGA

KA A A A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A KR A A A A AR AR A AR A AR AR A A AR A A AR AR AR A Xk K

Fig. 8. Alineamiento de las secuencias de nucleétidos que codifican al hHs;Rwry del fragmento
que contiene la mutacién Y197C. En rojo se indica el cambio del nucle6tido en el receptor
mutado. Las secuencias corresponden al fragmento de interés (nucle6tidos 525-945).

hHzRur MLLVWVLAFLLYGPAILSWEYLSGGSSIPEGHCYAEFFYNWYFLITASTLEFFTPFLSVT

hHsRy197¢ MLLVWVLAFLLYGPAILSWEYLSGGSSIPEGHCYAEFFYNWEFLITASTLEFFTPFLSVT
ok kK ok k ko k ok ok ok ok ok k ok ok k ok ok ok ok ko k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok kK k ok ok ok ok ok

hHsRur FENLSIYLNIQRRTRLRLDGAREAAGPEPPPEAQPSPPPPPGCWGCWQKGHGEAMPLHRY
hH3Ry197¢ FENLSIYLNIQRRTRLRLDGAREAAGPEPPPEAQPSPPPPPGCWGCWQKGHGEAMPLHRY

hhkhhkkhkhkhhkhkhk Ak hhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhhkhhkrhhkrhhkrhkhkhhhkhhkrhkkhkrhhkrhkkhkhkxkxx

hHsRur GVGEAAVGAEAGEATLGGGGGGGSVASPTSSSGSSSRGTERPRSLKRGSKPSASSASLEK
hH3Ry197¢ GVGEAAVGAEAGEATLGGGGGGGSVASPTSSSGSSSRGTERPRSLKRGSKPSASSASLEK

kA hkkhkhhkhhkhkhhhkhkhkrhhkrhhkrhkhkhhdhhkhkrhkhkrhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkrhkhkrxkhkkxk*k

hHsRur RMKMVSQSFTQRFRLSRDRKVAKSLAVIVSIFGLCWAPYTLLMITRAACHGHCVPDYWYE
hH3Ry197¢ RMKMVSQSFTQRFRLSRDRKVAKSLAVIVSIFGLCWAPYTLLMITIRAACHGHCVPDYWYE

kA hkkhkhhkrhkhkhhhkhkhkrhhkrhhkrhkhkhhhhkhkrhhkrhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkrhkhkxkhkkxk*k

hHsRur TSEFWLLWANSAVNPVLYPLCHHSFRRAFTKLLCPQKLKIQPHSSLEHCWK
hHsRy197¢ TSEFWLLWANSAVNPVLYPLCHHSFRRAFTKLLCPQKLKIQPHSSLEHCWK

kkhkkhkkhhkkhkhkkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhhhkhhkhhkhhkhhkrhkrhkrkrrrrrrkrkrxxxx

Fig. 9. Alineamiento de las secuencias de amino &cidos del hHs;Rwr y el fragmento de interés.
La regién comparada corresponde al fragmento de interés (aa 156-445). En rojo se indica el cambio
del amino acido Tyr por Cys.
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Fig. 10. Unién especifica de [*H]-NMHA a células intactas CHO-K1-hH;Rwr Yy
CHO-K1-hH3Ryie7c. Los valores son el promedio = s.e.m. de 4 experimentos con
determinaciones por triplicado. El andlisis estadistico se realizé con la prueba t de Student.

6.1.3 Caracterizacion farmacoldgica de los receptores hHzRwr y hHzRy197c expresados en

células CHO-K1

Para este abordaje se realizaron ensayos de saturacion de la union de [*H]-NMHA vy
ensayos de inhibicion por ligandos selectivos del HsR (histamina, immepip, RAMH,

ciproxifan y clobenpropit).
6.1.3.1 Ensayos de saturacién

La Fig. 11 muestra un experimento representativo. La union especifica del radioligando fue
saturable para ambos receptores, y el analisis de 5 experimentos indicO que no existio
diferencia significativa en los valores de union méaxima (Bmax) 0 de la constante de

disociacion (Kq) del agonista marcado radiactivamente (Tabla 3).
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Fig. 11. Saturacion de la union especifica de [’H]-NMHA a membranas de células
CHO-K1-hH;Rwt y CHO-K1-hH3Ryig7c. Se muestra un experimento representativo de 5
realizados. Los valores son el promedio + s.e.m. de determinaciones por triplicado El analisis
estadistico de la union méaxima (Bmax) y de la constante de disociacion (Kq) se presenta en la
Tabla 3.

Tabla 3. Unién maxima (Bmax) Y constante de disociacidn (Kq) de los receptores hHsRwr y
hHsRv197c expresados en células CHO-K1.

hH3Rwt hH3Ry197¢ P
Bmax (fmol / mg prot.) 761 +78 663 * 66 0.369
pK 8.81+0.04 8.64 + 0.06 0.063
Ka (nM) 1.55 2.29

Los valores son promedios + s.e.m. de 5 experimentos. El anlisis estadistico se realizé con la
prueba t de Student.

6.1.3.2 Ensayos de inhibicion

Los 5 ligandos analizados, el agonista enddgeno histamina, los agonistas sintéticos
immepip y RAMH, y los antagonistas ciproxifan y clobenpropit, inhibieron la union de

[*H]-NMHA de manera dependiente de la concentracion para ambos receptores (Fig. 12).
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Al comparar los valores de pK; (logaritmo negativo de la constante de inhibicion, Ki) no se

advirtid diferencia significativa para ninguno de los ligandos (Tabla 5).

A hH3Rwt B hH3Ry197¢
<
=

100+ i O Ciproxifan
,Z;, 100 @ Clobenpropit
x © Immepip
FEIRE 754 @ Histamina
o5 © RAMH
E o
8§ 50+ 50-
Q-\./
(%]
()]
EE 25+ 254
c
- I 0.

-12-11-10 9 8 -7 6 -5 -12-11-10 9 -8 -7 -6 -5
Log [farmaco ] (M) Log [ farmaco ] (M)

Fig. 12. Inhibicién de la unién de [*H]-NMHA por ligandos selectivos del HsR en membranas
de células CHO-K1-hHsRwty CHO-K1-HsRyig97¢c. La unién de radioligando se expresa como
porcentaje de la union control. Los valores son de un experimento representativo y corresponden al
promedio + s.e.m. de determinaciones por triplicado. A) hHsRwr; B) hH3Ryig7c. El analisis
estadistico se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Afinidades de los receptores hHs;Rwt 0 hH3zRvy197¢ por ligandos selectivos.

pKi (-LOg Ki)
Ligando hHsRwr hHsRy197¢ P n

histamina 8.09+0.11 7.94 +£0.09 0.407 6, 3
Agonistas

immepip 9.53+0.07 9.47+0.11 0.632 8,6

RAMH 8.99+0.11 9.15+0.15 0.403 8,5

Antagonistas/ ciproxifan 6.75 £ 0.07 7.03+0.13 0.066 7,5
Agonistas

inversos clobenpropit 8.40 £ 0.22 8.32+0.26 0.825 7,5

Los valores se expresan como pKi (logaritmo negativo de la constante de inhibicion, Ki) y
corresponden al promedio + s.e.m. del nimero indicado de experimentos. El anélisis estadistico se
realiz6 con la prueba t de Student. Los valores de n corresponden al receptor nativo y receptor con
la mutacion en ese orden.
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6.1.4 Funcionalidad de los receptores hHsRwr Y hH3Ry197c expresados en células CHO-K1

Para evaluar posibles diferencias en la funcion de los receptores expresados, se realizaron
ensayos de union de [**S]-GTPyS en membranas celulares y ensayos de acumulacion de

AMPc en celulas intactas.
6.1.4.1 Ensayos de union de [*S]-GTPyS a membranas celulares

La unién de [*S]-GTPyS refleja la activaciéon de proteinas G en las membranas celulares.
La Fig. 13 muestra que el agonista RAMH estimul6 la unién de [¥*S]-GTPyS de forma
dependiente de la concentracion para ambos receptores. El analisis estadistico (Tabla 5)
mostrd que no existieron diferencias en el efecto méximo (eficacia) o en la potencia del
agonista RAMH (pECso; logaritmo negativo de la concentracion efectiva media, ECso)

entre los receptores nativo y con la mutacion Y197C.

250-
CQ ()] hHgRWT
o
= ® hH3Ryi97¢
o % 200-
n v
s 8 ¢
L X 1501
C N
‘O
=
2 100 @

11 -10 9 -8 -7 -6
Log [ RAMH ] (M)

Fig. 13. Estimulacién por el agonista RAMH de la unién de [*S]-GTPyS en membranas de
células CHO-K1-hHsRwt 0 CHO-K1-hH3sRyi97c. Se ilustra un experimento representativo de 8
realizados. Los valores se expresan como porcentaje de la union basal y corresponden a los
promedios + s.e.m. de determinaciones por triplicado. El andlisis del efecto maximo (Emax) Yy de la
concentracion efectiva media (ECso) Se muestra en la Tabla 5.
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Tabla 5. Estimulacion por el agonista RAMH de la unién de [®*S]-GTPyS en membranas de
células CHO-K1- hHsRWT 0 CHO-Kl-hH3RY1g7c.

hH3Rwt hH3Ry197¢ P
Emax 192.5+ 8.0 % 1758+ 9.8 % 0.236
PECso 8.40+0.16 8.52+£0.15 0.596
ECso (M) 3.97 3.01

Los valores son los promedios + s.e.m. de 8 experimentos. El anélisis estadistico se realizd con la
prueba t de Student.

6.1.4.2 Ensayos de formacion de AMPc

La Fig. 14 muestra que tanto en células CHO-K1-hHsRwt como CHO-K1-hH3Ry197c la
activacion del HsR con el agonista RAMH inhibi6 la formacién de AMPc inducida por
forskolina de manera dependiente de la concentracion. No existié diferencia significativa
en los valores de inhibicion maxima (Imax) 0 pICso (logaritmo negativo de la concentracion
inhibitoria media, I1Cso), como se observa en la Tabla 6. Estos resultados son similares a los
obtenidos en los ensayos de union de [*S]-GTPyS vy reflejan el efecto funcional de la

activacion de las proteinas Gaijo.
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Fig. 14. Inhibicién de la formacion de AMPc inducida por forskolina por activacién de los
receptores hHsRwr y hHsRvigzc con el agonista RAMH. Se muestra un experimento
representativo, repetido 3 veces mas con resultados similares. Los valores se expresan como
porcentaje de la formacion de AMPc inducida por 3 uM de forskolina, después de sustraer el valor
de la formacién basal, y son el promedio + s.e.m. de 3-4 replicados. El anélisis de la inhibicion
méaxima (Imax) Y de la concentracién inhibitoria media (ICso) se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Inhibicion maxima (Imax) Y concentracion inhibitoria media (ICso) de la inhibicion de
la formacion de AMPc inducida por forskolina, por activaciéon de los receptores hHsRwr 0
hH3;Ry197c expresados en células CHO-K1.

hHsRwT hH3Ry197¢ P
Imax 33.3+3.9% 33147 % 0.982
pICso 8.69+0.21 8.87 £0.19 0.543
ICs0 (NM) 2.04 1.35

Los valores de Imax Y pICso (logaritmo negativo de la 1Csp) son el promedio = s.e.m. de 4
experimentos. El analisis estadistico se realiz6 con la prueba t de Student.
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6.2 Mutacion puntual A280V en el receptor hH3sR

6.2.1 Obtencién de la mutacién puntual A280V en el hH3R

La Fig. 15 muestra el resultado de la digestion con la enzima Eagl de los plasmidos
pCI-Neo-hHsRwt y pCl-Neo-hHzRaz2g0v. Aparentemente se observan tres bandas tanto para
el receptor nativo como para el receptor con la mutacién A280V. Sin embargo, en el caso
del plasmido con el receptor nativo existe una pequefia diferencia en el tamafio de dos
fragmentos (508 y 533 pb), por lo que éstos no pueden resolverse bajo las condiciones de
la electroforesis, y por ello se observa una banda Unica con un tamafio de ~550 pb. En
contraste, para el plasmido con el receptor mutante se observa una banda de ~1100 pb, que
corresponde a la suma de los fragmentos de 508 y 533 pb, y que no aparece en el receptor
nativo ya que en la secuencia de éste existe un sitio de restriccion para la endonucleasa

(CArGGCCG) que se interrumpe en el receptor mutante (TGGCCG; ver Métodos).

. Marcadores (pb)
. pCl-neo-hH,R
. pCl-neo-hH,R .,
. pCl-neo-hH,R, -

A280V
+ Eagl

. pCl-neo-hH,R, . + Eagl

Fig. 15. Electroforesis de los productos de la digestién de los plasmidos pCl-Neo-hHsRwr y
pCIl-Neo-hH3Razs0v con la enzima Eagl. Carril 1, marcadores de pares de bases (pb); carriles 2 y
4, plasmidos sin digerir; carriles 3 y 5, pCI-Neo-hHsRazsov Y pCI-Neo-hHsRwr digeridos con Eagl,
kpb, kilopares de bases.
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El analisis de restriccion indicaba la presencia de la mutacion A280V. La secuenciacion
del fragmento de interés (secuencia del hHzR que contiene la mutacién) permitio
compararlo con el fragmento correspondiente del receptor nativo reportada en el base de
datos GenBank (Fig. 16), utilizando el programa bio-informatico ClustalW2 Multiple

Sequence Alignment.

hH3Ryr GGCCCCGAGCCCCCTCCCGAGGCCCAGCCCTCACCACCCCCACCGCCTGGCTGCTGGGGC
hH3Ra2s0v GGCCCCGAGCCCCCTCCCGAGGCCCAGCCCTCACCACCCCCACCGCCTGGCTGCTGGGGL
Kok ok ok kK kK ok ok ok ok ok kK kK ko ok ok ok ok kK kK ko ok ok ok ok k kK ok ok ok ok Kk ko ok ok ok ok kK kK ok ko
hHsRur TGCTGGCAGAAGGGGCACGGGGAGGCCATGCCGCTGCACAGGTATGGGGTGGGTGAGGCG
hHsRa2s0v TGCTGGCAGAAGGGGCACGGGGAGGCCATGCCGCTGCACAGGTATGGGGTGGGTGAGGEG
Kok ok ok ok kA kkk ok ok hk kA XA Ak ok ok ok kA XAk k ok hkhk kA Ak kk ok hkkk kX kkkkkkk kX xk kK
hH3Ryur GCCGTAGGCGCTGAGGCCGGGGAGGCGACCCTCGGGGGTGGCGGTGGGGGCGGCTCCGTG
hHsRa2s0v GCCGTAGGCGCTGAGGCCGGGGAGGCGACCCTCGGGGGTGGCGGTGGGGGCGGCTCCGTG
Kok ok ok ok K kK ok ko ok ok ok kK kK ko ok ok ok ok k kK ko ok ok ok ok k kK ok ok ok ok K kK ok ok ok ok ok kK K K ok ko
hHsRyr GCTTCACCCACCTCCAGCTCCGGCAGCTCCTCGAGGGGCACTGAGAGGCCGCGCTCACTC
hHsRazsov GCTTCACCCACCTCCAGCTCCGGCAGCTCCTCGAGGGGCACTGAGAGGCCGCGCTCACTC
Kok ok ok ok kK K Kk ko ok ok K K ko o ok ok ok kK K ko ok ok ok ok kK ok ok ok ok K ko ok ok ok K K K ok ok kK
hHsRyr AAGAGGGGCTCCAAGCCGTCGGCGTCCTCGGCCTCGCTGGAGAAGCGCATGAAGATGGTG
hHsRazsov AAGAGGGGCTCCAAGCCGTCGGCGTCCTCGGCCTCGCTGGAGAAGCGCATGAAGATGGTG
Kok ok ok ok kK K Kk ok ok ok K K ko kK ok Kk ko ok ok ok ok kK ok ok ok ok K ko ok ok kK K K ok ok kK
hH3Ryr TCCCAGAGCTTCACCCAGCGCTTTCGGCTGTCTCGGGACAGGAAAGTGGCCAAGTCGCTG
hH3sRaz2s0v TCCCAGAGCTTCACCCAGCGCTTTCGGCTGTCTCGGGACAGGAAAGTGGCCAAGTCGCTG
Kok ok ok ok ok Kk Kk ok ok ok K Kk ko ok ok ok Kk ko ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok kK ko ok kK K K K ok kK
hH3Ryr GCCGTCATCGTGAGCATCTTTGGGCTCTGCTGGGCCCCATACACGCTGCTGATGATCATC
hHsRazsov GCCGTCATCGTGAGCATCTTTGGGCTCTGCTGGGCCCCATACACGCTGCTGATGATCATC
Kok o ok ok ok Kk Kk ok ok ok K Kk ko ok ok ok ok Kk ko ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok kK ko ko ok ok kK K K ok ok kK

Fig. 16. Alineamiento de las secuencias de nucleétidos que codifican al receptor hHsRwry del
fragmento que contiene la mutacion A280V. El color rojo indica el cambio del nucleétido en el
receptor mutado.

Las secuencias de nucledtidos se tradujeron a amino acidos empleando la aplicacion
Translate tool (Bioinformatics Resource Portal, ExPASy, SIB Swiss Institute of
Bioinformatics), y las traducciones se compararon con el programa bio-informatico
ClustalW2 Multiple Sequence Alignment (Fig. 17), verificandose que la mutacién obtenida

resulta en el cambio de un solo aa (Ala — Val).
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hHsRur SSIPEGHCYAEFFYNWYFLITASTLEFFTPFLSVTFEFNLSIYLNIQRRTRLRLDGAREAA
hHzRazsov SSIPEGHCYAEFFYNWYFLITASTLEFFTPFLSVTFENLSIYLNIQRRTRLRLDGAREAA

Ak hkhkkhkhhkhhdhhhhhkhkhhhhhhhkhhhhdhrhkhdbhhdh ko hkrdkhhkhhkhhrhkhkrhkhkkdhkrkxk*k

hHsRur GPEPPPEAQPSPPPPPGCWGCWQKGHGEAMPLHRYGVGEAAVGAEAGEATLGGGGGGGSV
hHzRazsov GPEPPPEAQPSPPPPPGCWGCWQKGHGEAMPLHRYGVGEEAVGAEAGEATLGGGGGGGSV

Ak hkhkkhkhkhkhhkdhhrhhhkhhkhhhhhhkhkhkhhhhrhkhhbhhhhhrkh dhhkhhhhkrkhkhkhrkhhkhhkrkhxtxk

hHsRur ASPTSSSGSSSRGTERPRSLKRGSKPSASSASLEKRMKMVSQSFTQRFRLSRDRKVAKSL
hHzRazsov ASPTSSSGSSSRGTERPRSLKRGSKPSASSASLEKRMKMVSQSFTORFRLSRDRKVAKSL

Ak hkhkk kA hhkdhhhhkhhkhhhhhhhdkhhhhdhhrhkhhbhkhdhhrhkrdkhhkhhkhhkrhkhkrhkhkkhhkrkxk*k

hHsRur AVIVSIFGLCWAPYTLLMITIRAACHGHCVPDYWYETSFWLLWANSAVNPVLYPLCHHSFR
hHzRazsov AVIVSIFGLCWAPYTLLMITIRAACHGHCVPDYWYETSFWLLWANSAVNPVLYPLCHHSFER

Ak hkhkhkhkhkhhkd kA hhdhhkhhhAhrhkhhhhkdhrhkhhkhhdhkhhrkhkhhkhhkd ko hkhkhkhhkkdhkkxkhxk*k

hHzRur RAFTKLLCPQKLKIQPHSSLEHCWK
hHsRazsov RAFTKLLCPQKLKIQPHSSLEHCWK

khkhkhkkhkhkhkkhhkdhhkrkhkhhkhkhkkhhkhxkhrxkkhx

Fig. 17. Alineamiento de las secuencias de amino acidos de los receptores hHs;Rwr v el
fragmento de interés de la mutante A280V. La regidon comparada corresponde a los aminoacidos
181-445. En rojo se indica el cambio del amino acido Ala por Val.

6.2.2 Expresion de los receptores hHsRwt y hH3Razg0v en células CHO-K1

La Fig. 18 muestra los niveles de cada receptor al ser expresados de manera estable en las
células CHO-K1 transfectadas con los respectivos plasmidos y seleccionadas con
geneticina. Los datos ilustran la union especifica de [?H]-NMHA correspondientes a dos
transfecciones para cada receptor. La segunda transfeccién del hHsRwr y la primera del
hHsRa2s0v presentaron valores de 163 + 8 y 153 + 2 fmol/mg de proteina, respectivamente,
sin diferencia significativa entre ellas (P = 0.33, prueba t de Student). En consecuencia,

estas sub-lineas celulares se seleccionaron para los ensayos posteriores.
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Fig. 18. Unién especifica de [*H]-NMHA a membranas de células CHOKI1-hRHwr Yy
CHOKI1-hH3Ra2s0v. Los valores corresponden a las medias + el error estandar (s.e.m.) de 4
replicados. La concentracion de [*H]-NMHA fue ~5 nM.

6.2.3 Caracterizacion farmacoldgica de los receptores hHsRwt y hH3Ra2s0v expresados en

células CHO-K1

Para la caracterizacion farmacoldgica se realizaron ensayos de saturacion de la unién de
[*H]-NMHA vy ensayos de inhibicion de dicha union por ligandos selectivos del HsR, los
agonistas histamina, immepip, imetit y RAMH y los antagonistas/agonistas inversos

A331440, ciproxifan, clobenpropit y tioperamida.
6.2.3.1 Ensayos de saturacion

La Fig. 19 muestra un experimento representativo de 5 realizados, a partir de los cuales se
determind la union méxima (Bmax) Yy la afinidad (Kq) de los receptores por el radioligando.
El analisis de estos experimentos indicé que no existio diferencia significativa en los

valores de la Bmax 0 de la Kq (Tabla 7).
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Fig. 19. Saturacion de la union especifica de [*'H]-NMHA a membranas de células
CHO-K1-hH;Rwt y CHO-K1-hH3Ra20v. Se muestra un experimento representativo de 5
realizados. Los valores son el promedio + s.e.m. de determinaciones por triplicado. El analisis

estadistico de la unién maxima (Bmax) Y de la constante de disociacion (Kq) se presenta en la
Tabla 7.

Tabla 7. Union maxima (Bmax) Y constante de disociacion (Kq) de los receptores hHs;Rwr y
hHsRa2s0v expresados en células CHO-K1.

hHzRwr hHsRa2s0v P
Bmax (fmol /mg prot.)  203.3 + 34.2 173.0 + 26.6 0.504
PKd 9.07£0.13 9.08 £0.13 0.958
K¢ (NM) 0.86 0.83

Los valores son el promedio + s.e.m. de 5 experimentos. El analisis estadistico se realizé con la
prueba t de Student.

6.2.3.2 Ensayos de inhibicién

La Fig. 20 muestra un experimento representativo. Los 8 ligandos analizados, el agonista
endogeno histamina, los agonistas sintéticos immepip, imetit y RAMH, y los

antagonistas/agonistas inversos A331440, ciproxifan, clobenpropit y tioperamida,
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inhibieron la unién de [*H]-NMHA de manera dependiente de la concentracion en ambos

receptores. La comparacion de los valores de pKi indicé que no existen diferencias entre

los receptores en su afinidad por los ligandos analizados (Tabla 8).
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Fig. 20. Inhibicion de la unién de [*(H]-NMHA por ligandos selectivos del HsR en membranas
de células CHO-K1-hHsz;Rwry CHO-K1-HsRa2s0v. La unién del radioligando se expresa como
porcentaje de la unién control. Los valores son de un experimento representativo y corresponden al
promedio £ s.e.m. de determinaciones por triplicado. A) Receptor nativo; B) receptor mutado.

6.2.4 Funcionalidad de los receptores hHsRwt y hHaRaz2g0v expresados en células CHO-K1

Para evaluar posibles diferencias en la funcién de los receptores expresados en las células

CHO-K1, se realizaron ensayos de formacién de AMPc en células intactas, ensayos de

union de [*S]-GTPyS en membranas celulares y de fosforilacion de las cinasas ERK1/2 en

extractos celulares.
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Tabla 8. Afinidades de los receptores hHsRwt y hH3sRazsov por ligandos selectivos.

PKi
Ligando hHzRwr hH3R azs0v P n
histamina 8.30+£0.10 8.38+£0.12 0.623 4
@
§ immepip 9.51 +0.03 9.58 + 0.01 0.091 3
(@]
<
imetit 9.23+£0.19 9.29 £ 0.05 0.775 3
RAMH 8.92+0.11 9.05+0.10 0.431 3
» A-331440 7.75+0.04 7.77 +0.08 0.834 3
7 2
3 2 ciproxifan 7.17 £ 0.04 7.21+0.01 0.729 3
S 2
g k7] clobenpropit 8.79 £ 0.08 8.64 +0.12 0.329 5
© tioperamida 7.34+£0.13 7.37 £ 0.05 0.840 3

Los valores se expresan como pKi (logaritmo negativo de la constante de inhibicion, Ki) y
corresponden al promedio £ s.e.m. del nimero indicado de experimentos. El andlisis estadistico se
realizé con la prueba t de Student.

6.2.4.1 Ensayos de union de [*°S]-GTPyS en membranas celulares

La Fig. 21 muestra un ensayo representativo de 9 realizados en la que se aprecia que para
ambos receptores el agonista RAMH estimuld la unién de [*°S]-GTPyS de forma
dependiente de la concentraciéon. Sin embargo, el efecto maximo fue menor para el
receptor mutado (112.6 + 2.7 % y 129.2 + 2.6 % de la basal para los receptores mutado y
nativo, respectivamente), con diferencia estadisticamente significativa. En contraste, los
valores de la pECso (logaritmo negativo de la concentracion efectiva media, ECso) no

fueron significativamente diferentes, como se indica en la Tabla 9.
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Fig. 21. Estimulacion por el agonista RAMH de la unién de [**S]-GTPyS en membranas de
celulas CHO-K1-hHsRwt 0 CHO-K1-hH3Razs0v. Se ilustra un experimento representativo de 9
realizados. Los valores se expresan como porcentaje de la union basal y corresponden a los
promedios + s.e.m. de determinaciones por triplicado. El analisis del efecto maximo (Emax) Yy de la
concentracion efectiva media (ECso) se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9. Andlisis del efecto del agonista RAMH en la unién de [**S]-GTPyS en membranas de
células CHO-K1- hHsRwt 0 CHO-K1-hH3Razs0v.

hHsRwr hH3Ra2s0v P
Emax 129.2+£2.6 % 1126 £2.7% 0.001
PECso 8.50+0.14 9.00+£0.32 0.174
ECso ("M) 3.16 1.00

Los valores son los promedios + s.e.m. de 9 experimentos. El analisis estadistico se realiz6 con la
prueba t de Student.

6.2.4.2 Ensayos de formacion de AMPc

La Fig. 22 muestra un experimento representativo de 4 realizados. Al ser activados por el

agonista RAMH, tanto el receptor nativo como el mutado inhibieron la formacion de
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AMPc inducida por la forskolina, y en ambos casos el efecto dependié de la concentracion
del farmaco. Sin embargo, para el hHsRazsov la inhibicion méaxima (Imax) fue menor en
comparacion con el hHsRwr (57.2 + 8.4 % y 93.9 + 2.6 %, respectivamente). En contraste,
no existié diferencia significativa en la concentracion inhibitoria media, expresada como

logaritmo negativo de la misma (pICso), como se muestra en la Tabla 10.
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Fig. 22. Inhibicién de la formacion de AMPc inducida por forskolina por activacion de los
receptores hHsRwr y hHsRaxov con el agonista RAMH. Se muestra un experimento
representativo, repetido tres veces mas con resultados similares. Los valores se expresan como
porcentaje de la formacion de AMPc inducida por 10 uM de forskolina, después de sustraer el
valor de la formacién basal, y son el promedio + s.e.m. de 3-4 replicados. El analisis de la
inhibicion méaxima (Imax) y de la concentracion inhibitoria media (ICso) se muestra en la Tabla 10.

Tabla 10. Inhibicién méaxima (Imax) y concentracion inhibitoria media (I1Cso) para la inhibicion
de la formacion de AMPc inducida por forskolina por activacion de los receptores hHsRwr 0
hHsRa2s0v expresados en células CHO-K1.

hHsRwr hH3Ra2s0v P
Imax 939+26% 572184 % 0.006
pICso 8.22+0.35 7.77 £0.05 0.232
ICso (M) 6.03 17.78

Los valores de Imax Y pICso (logaritmo negativo de la concentracién inhibitoria media, pICso) son el
promedio * s.e.m. de 4 experimentos. El analisis estadistico se realizé con la prueba t de Student.
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6.2.4.3 Inmunodeteccion de la fosforilacion de ERK-1/2

La Fig. 23 muestra el curso temporal de la fosforilacion de ERK-1/2. La activacion de los
receptores nativo y hHsRaz2g0v con el agonista RAMH (100 nM) indujo la fosforilacion de
ERK-1/2, con un patron temporal similar. Para las curvas concentracion-respuesta se
selecciond un tiempo de 5 min. La Fig. 24 muestra que el efecto maximo del receptor
mutado es menor con respecto al receptor nativo. En contraste los valores de pECso no

fueron estadisticamente diferentes (Tabla 11).
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Fig. 23. Curso temporal de la fosforilacion de ERK-1/2 inducida por activacion de los
receptores hHsRwr Y hHsRazs0v. A. Curso temporal de la fosforilacion de ERK-1/2 inducida por
la activacion de los receptores nativo y mutado con el agonista RAMH. Los valores se expresan
como porcentaje de la fosforilacion basal y son el promedio + desviacion de 2 experimentos.
B. Iméagenes representativas de la inmunodeteccion. Las cinasas ERK-1/2 fosforiladas se indican
como pERK-1/2.
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Fig. 24. Curva concentraciéon-respuesta de la fosforilacion de ERK-1/2 inducida por la
activacion de los receptores hHsRwr y hHsRaz2s0v. A. Curva concentracion-respuesta del efecto
del agonista RAMH. Los valores se expresan como porcentaje de la fosforilacion basal y son el
promedio + s.e.m de 4 determinaciones independientes. B. Imagenes representativas de la
inmunodeteccion. Las cinasas ERK-1/2 fosforiladas se indican como pERK-1/2. El analisis
estadistico del efecto maximo (Emax) Y de la concentracién efectiva media (ECso) se muestra en la
Tabla 11.

Tabla 11. Anélisis de la fosforilacion de las cinasas ERK-1/2 inducida por la activacion de los
receptores hHsRwr Yy hHsRa2s0v.

hHzRwr hHsRa2s0v P
Emax 359 £51 % 214+ 16 % 0.034
PECso 7.31+0.46 7.46 +0.34 0.802
ECso ("M) 48.9 34.6

Los valores corresponden a los promedios + s.e.m. de 4 experimentos independientes. El analisis
estadistico se realiz6 mediante la prueba t de Student.
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6.2.5 Evaluacién de la actividad constitutiva de los receptores hHzRwt Yy hH3Raz2s0v

expresados en células CHO-K1

El término actividad constitutiva se refiere a la activacion del receptor en ausencia de un
agonista, debido a la adopcion espontanea de una conformacion activa. EI HsR puede
exhibir actividad espontanea, indicada por la reduccion de la union basal de

[*°*S]-GTPyS inducida por agonistas inversos [20, 103, 104].

Para evaluar la actividad constitutiva de los receptores nativo y mutado expresados en las
células CHO-K1 se realizaron ensayos de union de [*S]-GTPyS y de acumulacion de
AMPc, empleando agonistas inversos selectivos del hHsR (ciproxifan, A-331440,

clobenpropit y tioperamida).
6.2.5.1 Ensayos de union de [*S]-GTPyS a membranas celulares

La Fig. 25 muestra que para ambas sub-lineas celulares la union de [*®*S]-GTPyS fue
inhibida de manera dependiente de la concentracion por el agonista inverso ciproxifan. El
efecto fue modesto, pero se puede apreciar una menor inhibicién con el hH3Ra2s0v con

respecto al receptor nativo (Tabla 12).
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Fig. 25. Inhibicién por el agonista inverso ciproxifan de la unién basal de [**S]-GTPyS en
membranas de células CHO-K1-hHsRwt y CHO-K1-hH3Raz2s0v. Se muestra un experimento
representativo de 4 realizados. El andlisis de la inhibicion maximo (Imax) y de la concentracién
inhibitoria media (pICso) se muestra en la Tabla 12.

Tabla 12. Andlisis del efecto del agonista inverso ciproxifan en la union de [*S]-GTPyS a
membranas de células CHOK1-hHs;Rwry CHOK1-hH3Ra2s0v.

hHsRwr hH3Ra2s0v P
Imax 12.0+0.3% 59+06% 0.001
pICso 9.06 +0.45 9.09+0.73 0.978
ICso (NM) 0.87 0.81

Los valores corresponden a las medias + s.e.m. de 4 experimentos. El analisis estadistico se realiz6
con la prueba t de Student.

6.2.5.2 Ensayos de acumulacion de AMPc
Para estos ensayos se determind la concentracion de forskolina que permitiera determinar
la posible actividad constitutiva de los receptores. La Fig. 26 corresponde a un ensayo

representativo, advirtiéndose que tanto en células CHO-K1 parentales como las
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AMPc

transfectadas con el hHzRwt la acumulacién del segundo mensajero es lineal en el rango de
las concentraciones de forskolina analizado (1-30 uM). Con base en este resultado se
decidio utilizar una concentracion de 3 UM de forskolina en las determinaciones

posteriores.

A Células CHO-K1 parentales B Células CHO-K1-hH 3Ryt
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Fig. 26. Acumulacién de AMPc inducida por concentraciones crecientes de forskolina en
células CHO-K1 parentales y transfectadas con el hHs;Rwr. A) Células parentales;
B) Células transfectadas. Los valores son los promedios + s.e.m. de determinaciones por
cuadruplicado de un experimento representativo, repetido 3 veces con resultados similares.

La Fig. 27 muestra el efecto de agonistas inversos selectivos del hHsR en la acumulacion
de AMPc inducida por forskolina (3 uM), en células CHO-K1-hHsRwt o0
CHOK1-hH3Raz2g0v. Se utilizaron concentraciones de 0.1 y 1 uM de los agonistas inversos
A331440, clobenpropit y tioperamida. Se observo efecto de agonismo inverso con 1 uM de
A331440 para el receptor nativo; sin embargo, este efecto no se observé con ninguno de
los otros ligandos evaluados, y tampoco se advirtio un efecto significativo para el receptor

mutado, como lo indica el anélisis estadistico presentado en la Tabla 13.
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Fig. 27. Efecto de agonistas inversos en la acumulaciéon de AMPc inducida por forskolina en
células CHO-K1-hHz;Rwt y CHO-K1-hH3Razs0v. Efecto de 0.1 y 1.0 uM de agonistas inversos
en la acumulacién de AMPc para el receptor nativo y mutado (A y B, respectivamente). Se
muestran los promedios + s.e.m. de 3-4 ensayos realizados con 3 uM de forskolina. El analisis
estadistico se muestra en la Tabla 13.

Tabla 13. Andlisis del efecto de agonistas inversos selectivos en la formacién de AMPc
inducida por forskolina en células CHOK1-hHsRwt 0 CHOK1-hH3Ra2s0v.

hH3Rwt P hH3Ra2s0v P
Forskolina 100 % 100 %
A-331440 111.2+3.7% <0.05 103.1+4.4% >0.05
ciproxifan 88.2+1.4% <0.05 113.9+6.3% >0.05
clobenpropit 94.7+1.8% > 0.05 99.8+5.1% > 0.05
tioperamida 95.8+2.0% > 0.05 103.7£6.2 % > 0.05

La concentracion de los farmacos fue 1 puM. Los valores se expresan como porcentaje de la
formacion de AMPc inducida por forskolina (3 pM) y son los promedios + s.e.m. de 3-4
experimentos. La comparacion estadistica se realizé con analisis de varianza de una via (ANOVA)
y la prueba de Dunnett.
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7. Discusion

Los HzRs se encuentran involucrados en diferentes procesos fisiologicos y patologicos del
Sistema Nervioso de los mamiferos, modulando la liberacion de la propia histamina y de
varios neurotransmisores, especificamente acetilcolina, noradrenalina, serotonina,

dopamina, GABA, glutamato y neuropéptidos.

La conjuncidn de técnicas de Biologia Molecular y de Farmacologia ha permitido estudiar
con detalle las caracteristicas farmacoldgicas del H3R, determinar las variantes expresadas
y establecer sus propiedades funcionales [13-15, 18], ademas de identificar la presencia de
cinco mutaciones puntuales que ocurren de manera natural en el receptor humano de 445
aa (E19D, Y197C, A280V, rs3787429 y rs3787430) [11, 16, 23, 24]. EI polimorfismo
A280V ha sido asociado con el sindrome de Shy-Drager y la predisposicion a migrafia, y la
presencia de los SNPs rs3787429 y rs3787430 mejora la respuesta al tratamiento con

risperidona en pacientes chinos con esquizofrenia [23, 24, 86].

En este trabajo se evaluo el efecto de las mutaciones Y197C y A280V en las propiedades
farmacologicas y funcionales del HsR humano de 445 aa (hHzRuss). Los hallazgos més
importantes fueron que la mutacién Y197C no modifica la expresion celular o la
localizacion en la membrana citoplasmatica, como tampoco la afinidad por ligandos
selectivos o la eficacia del receptor para activar vias de sefializacion. En contraste, la
mutacion A280V no modifica la expresion del receptor, pero disminuye significativamente

la eficacia de sefializacidn, sin modificar la afinidad por ligandos selectivos.
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7.1 Mutacién Y197C en el hHsRa45

Mutaciones puntuales en los GPCRs pueden inducir ganancia o pérdida significativas de la
funcion del receptor, que a su vez pueden asociarse a patologias, como se ha descrito por
ejemplo para la rodopsina, los adrenoceptores a y B, el receptor a melanocortina tipo 4, y el
receptor a vasopresina tipo 2. Las mutaciones se presentan en diferentes regiones del
receptor y su impacto depende de la localizacién y de la naturaleza de los aa involucrados.
El cambio de un residuo de aa en la secuencia de un receptor puede modificar su expresion
o distribucion en la membrana celular, la conformacion de la proteina y su interaccion con

el ligando, teniendo como consecuencia alteraciones en la sefializacion del receptor [105].

7.1.1 La mutacion Y197C no afecta la localizacién del hHsR en la membrana

citoplasmatica de las células CHO-K1

En més del 90 % de los GPCRs se encuentran residuos de Cys altamente conservados en
las asas extracelulares que forman enlaces disulfuro entre ellos, como el-e2, el-e3 y e2-e3,
o0 entre e2 y la region amino terminal de TM3. En algunos casos se forma més de un enlace
disulfuro e incluso se establecen enlaces entre los residuos de Cys de una misma asa
extracelular, como se ha observado en los receptores para el factor de liberacion de
corticotropina tipo 1, angiotensina tipo 1 y adenosina Aza [106-109]. En los GPCRs tipo
rodopsina o de la clase A, se conserva un enlace disulfuro entre las asas el y e2 que es
critico para el plegamiento correcto de los receptores, el trafico a la membrana

citoplasmatica y su funcionalidad [110].

En el H3R de diferentes especies se encuentran dos residuos de Cys conservados, uno en el
asa el y un segundo en el asa e2. Aungue es probable que establezcan un enlace disulfuro,

esto no ha sido probado. En el caso particular del hH3Russ, seria factible que el enlace
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disulfuro se formara entre las Cys 107 y 188, localizadas en las asas el y e2,

respectivamente.

Mutaciones en los residuos de Cys presentes en las regiones transmembranales o en las
asas extracelulares pueden modificar significativamente la expresion del receptor o el
trafico a la membrana celular, como se ha mostrado para el receptor muscarinico Mz, en el
que la mutacion Y166C en la region C-terminal del TM3 disminuye significativamente la
expresion del receptor [111], asi como para el receptor a melanocortina tipo 4, en el que la

mutacion C241R en el asa e3 disminuye la expresion membranal del receptor [99].

Al presentarse la mutacion Y197C en la region N-terminal del TM5 del hHsRass (Fig. 2)
podria prevenirse la formacion del enlace disulfuro entre los residuos conservados Cys107
y Cys188 y formarse enlaces disulfuro andmalos entre estos residuos y el nuevo residuo de
Cys, como ocurre en el receptor a melanocortina tipo 4, en el que la mutacion C241R
previene la formacion del enlace disulfuro entre las Cys241 y Cys277 y origina un enlace
disulfuro andmalo entre los residuos Cys277 y Cys279, conduciendo a la disminucion en la
expresion de la proteina y de su transporte a la membrana plasmatica. Sin embargo, los
ensayos de union de radioligando en membranas totales y en célula intacta mostraron
niveles de expresion semejantes para los receptores hHsRwt y hH3Ryie7c (Fig. 3 y
Tabla 3). Resultados similares se han reportado para el receptor opioide 1 humano, en el
que la interrupcion del enlace disulfuro entre los residuos Cys142 y Cys219, localizados en
las asas e2 y e3, respectivamente, no previno el transporte del receptor a la membrana

citoplasmatica [112].

En este sentido, los resultados de esta tesis indican que la mutacion Y197C no modifica la

expresion del hH3R ni su localizacion en la membrana citoplasmatica.
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7.1.2 La mutacion Y197C no afecta la unién de ligandos al hHsR

La formacion del enlace disulfuro entre las asas el y e2 es critica para mantener a los
GPCRs en un estado conformacional de alta afinidad, ya que induce rigidez y evita que el
receptor fluctle entre varios estados conformacionales. En consecuencia, la interrupcion
del enlace disulfuro puede afectar la afinidad de los GPCRs por ligandos selectivos [112,

113].

Los dominios TM3, TM5-TM7 forman la cesta de union (binding pocket) del ligando en
diversos GPCRs, y por lo tanto mutaciones en los aa conservados de estas regiones afectan
significativamente la interaccion con ligandos selectivos [114, 115]. En el hH3R la cesta de
union del ligando se forma entre cinco regiones transmembranales (TM1, TMS3,
TM5-TMT). Los residuos Aspl14 en TM3, Tyrll5 en TM3, Glu206 en TM5, Tyr374 en
TM6 y Phe394 en TM7, son cruciales para la unién con el ligando [95, 116]. El residuo
Glu206 se encuentra conservado en los receptores Hz y Hs, y es el responsable de la alta
afinidad (Ki 10-20 nM) por la histamina, el ligando end6geno, en comparacion con los
receptores Hi1 y Hz (Kj 0.1-1 pM). De manera interesante, existen diferencias
farmacoldgicas importantes entre los receptores del humano y de la rata, debidas a un
doble cambio en los residuos 119 y 122 localizados en la proximidad del residuo Aspl114,
critico para la union de la histamina. El HsR humano posee los residuos Thr119 y Val122,
mientras que los receptores de los roedores, con excepcion del cobayo, poseen los residuos

Alal19 y Val122 [117].

La interaccion del ligando con el TM5 del receptor es critica, y los residuos Tyrl97 y
Leul99 se conservan en los receptores a histamina Hz-Ha, y los amino acidos Phe207,
Pro210 e 1le221 se encuentran conservados en los cuatro tipos de receptores a histamina

[95]. En este trabajo se evalio el efecto de la mutacion Y197C en las propiedades
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farmacoldgicas del hHsR bajo la hip6tesis que la sustitucion del residuo de Tyr por uno de
Cys en la region limite entre el asa e2 y el TM5 podria inducir la formacion de nuevos
enlaces disulfuro entre la Cys107 y la Cys188, localizadas en las asas el y e2, con el nuevo
residuo Cys197, afectando la afinidad del receptor por ligandos selectivos al modificar su

estado conformacional.

Las mutaciones W196A, A202Q, T204A, E206A y F208A disminuyen significativamente
la afinidad del hHsR por agonistas, incluyendo a la histamina. En particular, la mutacion
E206A reduce la afinidad por histamina, RAMH, imetit e impentamina hasta por tres
Ordenes de magnitud [95]. Sin embargo, en nuestro estudio los ensayos de inhibicién de
union de radioligando mostraron afinidades similares de los receptores hHsRwr Yy
hHsRy197c por el agonista [P(H]-NMHA, el agonista enddgeno histamina, los agonistas
sintéticos immepip y RAMH y los antagonistas/agonistas inversos ciproxifan y
clobenpropit (Tabla 4). Ademas, los valores de afinidad de ambos receptores son

semejantes a las reportadas en la literatura para el hHzR nativo [14, 22, 118].

En conjunto, estos resultados indican que el aminoacido Y197 no participa en la
interaccion del hHsR con el ligando y que la aparicion de un residuo de Cys no modifica el
estado conformacional que el receptor adquiere, antes o después de la unién con el ligando
selectivo. También indican que el residuo Y197 no es critico para el plegamiento del
receptor durante su sintesis y que el residuo de Cys introducido por la mutacion Y197C en
esta region no interacciona con los residuos de Cys conservados presentes en las asas el y
e2, 0 bien con otros residuos de Cys presentes en las regiones transmembranales del

receptor.
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7.1.3 Efecto de la mutacion Y197C en la funcionalidad del receptor hHzRass

Como se ha mencionado, la interrupcion de un enlace disulfuro puede modificar la
expresion del receptor y/o su afinidad por ligandos selectivos, y por consecuencia la
funcion del receptor [99, 111, 112]. Por ejemplo, en el receptor a melanocortina 4 humano
la aparicion de un enlace disulfuro andmalo reduce la eficacia para desencadenar las vias

de sefializacion a las que se encuentra acoplado el receptor [99].

Las siete regiones transmembranales constituyen el niucleo de los GPCRs, y los cambios
conformacionales en este nucleo modifican la interaccion del receptor con la proteina G.
La transicion de un estado inactivo a un estado activo del receptor esta asociada con los
cambios en la orientacién de TM1, TM3 y TM5-TM7 y en consecuencia en la interaccion
molecular con otros TMs, por lo que una mutacién puntual en cualquiera de estas regiones
puede afectar la funcion de la proteina receptora [119]. En este contexto, estudios previos
han mostrado que mutaciones en el residuo Aspl114 (localizado en TM3) conducen a la
pérdida de la funcion del hHsR, mientras que las mutaciones L199A, 1200A y E206A

(localizadas en el TM5) reducen su eficacia de sefializacion [95, 120].

La mutacion Y197C podria haber modificado la sefializacion del receptor debido a la
formacion de enlaces disulfuro anémalos con los residuos de Cys localizados en las asas el
y €2 0 bien en las regiones transmembranales, induciendo asi cambios conformacionales en
el nucleo de la proteina. En este caso, la mutacién no necesariamente modificaria la
expresion del receptor o la afinidad del mismo por ligandos, ya que el efecto podria
ejercerse en la dinamica de las regiones transmembranales para activar a las proteinas G.
En este sentido, la mutacion Y197A no disminuyo la eficacia del hH3R para inhibir la
formacion de AMPc (95 % del efecto del receptor nativo), pero aumentd 2.5 veces la

potencia de la histamina. La mutacion W196A, en el residuo adjunto a Tyr197, disminuye
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de manera modesta la eficacia del receptor para inhibir la formacién de AMPc (90 % del

efecto del receptor nativo) pero aumenta en 4.6 veces la potencia de la histamina [95].

Por lo anterior, se evalud también el efecto funcional de la mutacion Y197C en el hH3R.
Como se ha mencionado, una de las principales vias de sefializacion desencadenadas por la
activacion del HsR, mediada por la subunidad G, €s la inhibicion en la formacion de
AMPc. Los resultados obtenidos muestran que el hHzRy197c inhibe la formacion de AMPc
de manera similar al hHsRwr (Tabla 6 y Fig. 10). A pesar de la tendencia a una mayor
potencia del agonista RAMH en el receptor mutado, la diferencia no fue significativa, en
concordancia con la similitud de las afinidades determinadas para este ligando en los

ensayos de union de radioligando (Tabla 4).

El efecto observado en la formacion de AMPc se confirmé en los ensayos de unién de
[*°*S]-GTPyS a membranas celulares, los cuales permitieron evaluar de manera mas directa
la activacion de las proteinas Gain acopladas a los receptores. Los resultados de estos
ensayos mostraron que la eficacia del hHsRy197c para activar a las proteinas Gaiio €s similar
a la del receptor nativo (Tabla 5). Ademas, la potencia del agonista RAMH para activar a
los receptores nativo y mutado es semejante, en concordancia con los resultados obtenidos

en los ensayos de inhibicion de la union de radioligando y de formacion de AMPc.

A pesar de los altos niveles de expresion para los receptores hH3Rwr y hH3Ry1e7c
(761 + 78 y 663 + 66 fmol/mg proteina, respectivamente; Tabla 6), su eficacia para inhibir
la formacion de AMPc fue relativamente baja (-33.3 +£ 3.9 % y -33.1 + 4.7 % del control,
respectivamente), con condiciones experimentales similares a las utilizadas en los
experimentos con la mutacion A280V del receptor en la segunda parte de la tesis. Una

explicacion factible seria que dados los niveles de expresion de los receptores, sélo una
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sub-poblacion de los mismos se exprese en la membrana celular y que incluso s6lo una

fraccion de estos receptores se acople a las proteinas Gaio.

En conjunto, nuestros resultados indican que la mutacion Y197C en el receptor hHzR4s5 no
modifica la eficacia de sefalizacion del receptor ni afecta la potencia del agonista, y
sugieren también que el residuo Tyrl97 no participa en el acople y/o activacion de la
proteina G. Lo anterior puede deberse a que la mutacion se encuentra en la region amino
del TM5, con una funcion importante en la unién del ligando pero no en el acople con la
proteina G. Por otra parte, la similitud en la potencia del agonista para activar ambos
receptores sugiere que el residuo Tyr197 no participa directamente en la unién de ligando y
que la sustitucion por un residuo de Cys no altera la conformacion del TM5 del receptor a
pesar de la diferencia en tamafio de los grupos laterales (CoH11NO3 y C3H7NO>S para Tyr

y Cys, respectivamente).

7.2 Mutacion A280V en el receptor a histamina Hs de 445 aa humano

En la segunda parte de este trabajo se estudio el efecto de la mutacion A280V en la funcion

y las propiedades farmacoldgicas del hH3R.

La unién de un agonista a un GPCR induce cambios conformacionales en las asas i2 e i3,
regiones que junto con el dominio C-terminal del receptor son los principales sitios de
interaccion y reconocimiento de la proteina G [121, 122]. Ademas, mutaciones en las asas
i1-i3 y el extremo carboxilo de los GPCRs pueden modificar el trafico a la membrana
citoplasmatica, la afinidad por ligando o el acople a proteinas G [123-125]. De manera
relevante, los polimorfismos en esas regiones se han asociado a alteraciones neuroldgicas o
psiquiatricas como la esquizofrenia, el alcoholismo, la migrafia, el sindrome de

Shy- Drager, el hipogonadismo y el sindrome de Kallmann, entre otras [23, 86, 126, 127].
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En particular, la mutacion A280V en el hH3R se ha relacionado con predisposicion a la

migrafa y el sindrome de Shy Drager [23, 86].

7.2.1 Expresion del hHzRa2sov en células CHO-K1

Las mutaciones en el asa i3 pueden alterar el trafico a la membrana celular de algunos
GPCRs, como el receptor a prokeniticina tipo 2 (PROKR2) [123], o modificar la afinidad
por el ligando, como se ha reportado para el receptor a dopamina D2 [128]. En el H3R del
raton la mutacion A357K, localizada en el asa i3, reduce la expresion del receptor [21]. Sin
embargo, en otro receptor acoplado a proteinas Gain, €l receptor GABAg tipo 2, la

mutacion L686P no alterd su expresion [129].

La hipotesis de esta parte de la tesis fue que dada su localizacion en el asa i3, el efecto de
la mutacion A280V se ejerceria en la sefializacion del receptor y no en su expresion o en la
union de ligandos. Por ello, se obtuvieron células CHO-K1 con expresion estable de los
receptores nativo y mutante, y se seleccionaron sub-lineas con niveles de expresion
similares (Tabla 7), con el proposito de analizar las posibles diferencias funcionales sin

influencia de los niveles de expresion de las proteinas receptoras.

7.2.2 La mutacion A280V no afecta la union de ligandos al hH3R

Cambios en la secuencia de aminoécidos en el asa i3 pueden modificar la afinidad del
receptor por ligandos selectivos, como se ha observado en los receptores humanos GABAg
y a tirotropina [129, 130]. Ademas, en un mismo receptor los efectos en la afinidad
inducidos por mutaciones en residuos cercanos pueden ser diferentes como ocurre en el
receptor Do, en el que la mutacion S311C disminuye la afinidad por dopamina pero la

mutacion P310S no la modifica [128, 131].
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Por lo anterior, fue importante determinar si la mutacion A280V en el hH3R alteraba la
afinidad del receptor por ligandos selectivos. Los ensayos de inhibicion de la union de
radioligando mostraron que las afinidades de los receptores hHzRwt Yy hH3Ra2s0v por una
serie relativamente amplia de agonistas y antagonistas/agonistas inversos fueron similares
(Tablas 7 y 8). Ademas, las afinidades de ambos receptores son semejantes a las reportadas
en la literatura para el hHsRas [14, 22, 118]. En concordancia con estos resultados, la
mutacion A357K en el asa i3 del receptor HsR del ratdn no modifica la afinidad por los
agonistas histamina, N-a-metil-histamina, imetit y proxifan [21]. Resultados semejantes se
han observado para los receptores humanos D2 y a la hormona estimuladora del foliculo

(FSH) [128, 132].

Nuestros datos mostraron que la mutacion A280V no modifica la afinidad del hHzR por
sus ligandos selectivos. Lo anterior indica que el amino &cido A280 no participa
criticamente en la interaccion con el ligando al localizarse en la parte central del asa i3 y
no en las regiones donde se une el ligando con el receptor (dominios transmembranales
TM1, TM3, TM5-TMT7), en las que una mutacion puntual genera especificidad de especie

0 cambios marcados en la afinidad por ligandos [95, 116, 117].

7.2.3 Efecto de la mutacion A280V en la funcionalidad del receptor hHzR 445

La eficacia de un GPCR para activar vias de sefalizacion se afecta sustancialmente cuando
ocurren mutaciones en las asas i2 e i3 y en el dominio C-terminal del receptor [123-125,

129-132].

El dominio BBXXB o BXXBB, donde B indica un residuo béasico y X cualquier
aminoacido, tiene una funcion critica en la union del receptor con la proteina G. Este

dominio puede encontrarse en las asas intracelulares o el dominio C-terminal de los
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GPCRs, y mutaciones puntuales en este dominio localizado en el dominio C-terminal del
asa i3 modifican la expresion del receptor y reducen la eficacia de activacion de las
proteinas G, como se ha reportado para los receptores humanos PROKR2 y a FSH

[123, 132].

En el PROKR2 la mutacion de 2 grupos de residuos basicos origind diferentes efectos. La
eliminacion de la secuencia RRK (residuos 270-272) resultd en la expresion nula del
receptor en la superficie celular, mientras que la eliminacion de la secuencia RKR
(residuos 264-266) no afecto la expresion del receptor en la superficie celular, pero aboli6
la funcionalidad del mismo por desacople con la proteina G [123]. En el receptor a FSH
humano la mutacién por Ala de los tres aa basicos de un dominio BXXBB localizado en el
dominio C-terminal previno la unién del agonista, pero las mutaciones individuales R552A
0 R556A disminuyeron de manera importante la sefializacion del receptor sin afectar la

unién del ligando [132].

El receptor hHsR445 contiene 2 motivos BBXXB, el primero corresponde a la secuencia
KRGSK (en la region intermedia del asa i3, aa 321-325) y el segundo a la secuencia
RKVAK (C-terminal del i3, aa 354-358). Sin embargo, las mutaciones en el asa i3 o0 en la
region C-terminal de los GPCRs que modifican la funcién del receptor no necesariamente
se localizan en dominios BXXBB, como se ha observado para los receptores humanos D, y
Ds [128, 133]. La forma prevalente del receptor D> contiene los residuos Pro310 y Ser311,
y las variantes Cys311 y Ser310 fueron menos eficaces para inhibir la formacion de AMPc,
mientras que una disminucién modesta (dos veces) en la afinidad se observo para la

variante Cys311 pero no para la variante Ser310 [128].
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Los antecedentes llevaron a postular que dado que la mutacion A280V se encuentra en el
asa i3 del hH3R, podria modificar la interaccion del receptor con las proteinas G y por

tanto su sefalizacion.

Al evaluar el efecto de la mutacion A280V en una de las principales vias de sefializacién
del HsR, se observo que el hHiRazsov fue menos eficaz que el hHsRwr para inhibir la
formacion de AMPc (Tabla 10), efecto debido a la interaccion de las subunidades con las
isoformas 1, 3, 5, 6 y 8 de las adenilil ciclasas [27]. Los ensayos de union de [*S]-GTPyS
a membranas celulares, que evaltan la activacion de proteinas G, indicaron también una
menor eficacia del hHzRa2gov para activar proteinas Gairo €n comparacion con el receptor
nativo (Tabla 9). Por otra parte, no se observaron diferencias en la potencia de la RAMH
para ambos receptores, en concordancia con los ensayos de formacion de AMPc y los de

inhibicion de la unién de radioligando (Tablas 8 y 9).

Los ensayos de inmunodeteccion de la fosforilacion de las cinasas ERK-1/2 permitieron
evaluar una via de activacion alterna a la desencadenada por la subunidad G, de las
proteinas G, mediada por los dimeros GPy, y en concordancia con los otros resultados
funcionales el hHsRa2s0v estimulé con menor eficacia la fosforilacion de las ERK-1/2 en
comparacién con el receptor nativo, sin diferencia significativa en la potencia del agonista

RAMH para desencadenar la respuesta (Tabla 11).

En el curso temporal para ambos receptores se observd una rapida activacion de la
fosforilacion de las cinasas ERK-1/2, con un pico méximo a los 5 min y una desactivacion
rapida, regresando a los niveles basales en ~10 min. Este patron es caracteristico de la
activacion mediada por proteinas G, ya sea por los complejos GBy o por estimulacion de
las cinasas PKC y PKA. En contraste, la fosforilacion de ERK-1/2 debida a las proteinas

B-arrestinas muestra un pico maximo después de 10 min y se desactiva después de 30 min
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[134, 135]. De manera relevante, se ha mostrado que las cinasas ERK-1/2 fosforiladas
mediante la activacion de proteinas G se traslocan al nucleo, mientras que las cinasas
fosforiladas en respuesta a la unién de B-arrestinas a receptores activos permanecen en el

citosol [135].

Los ensayos funcionales mostraron que la mutacion A280V disminuye la eficacia del
receptor para activar vias de sefializacion, lo que sugiere que el residuo Ala280 se
encuentra en una region critica para el acople del receptor con proteinas Gain Yy la
activacion de éstas. Una menor eficacia de sefializacion se report6 para la isoforma del
receptor de 365 aa (80 residuos menos en el asa i3) [22], en el que de manera relevante el
residuo Ala280 se encuentra en la region que se excluye de dicha isoforma, lo que apoya
que la mutacion A280V se localiza en una region critica para la union y activacion de las

proteinas Gaio.

Una explicacion a los efectos funcionales observados por la mutacién A280V en el hH3R
es que la sustitucion del residuo de Ala por uno de Val si bien no modifica la carga
eléctrica del residuo si introduce un grupo lateral de mayor peso molecular (71.1y 99.1 Da
para Ala y Val, respectivamente) y de mayor volumen (0.067 y 0.105 nm?
respectivamente), lo que podria generar un impedimento estérico para la activacion de la

proteina G.

Un evento parecido se reporta para las mutaciones S311C en el receptor D, y L686P y
L686S en el receptor GABAg, presentes en el asa i3, y que disminuyen la eficacia del
receptor para activar vias de sefializacion sin cambios en la potencia del agonista [128,
129, 131]. Estas mutaciones no modifican la carga eléctrica, pero si el tamafio del aa (a
excepcion de la mutacion S311C). En relacion a este aspecto, el modelo molecular del

receptor D> indica que el aa Ser311 no interactla directamente con la proteina G aunque el
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residuo Cys311 si lo hace, disminuyendo la eficacia en la sefializacién del receptor, lo que
es consistente con la hipdtesis de que la carga del residuo no es indispensable para
modificar la interaccion con las proteinas G, pero que la diferencia en la reactividad del

grupo lateral puede alterar su activacion [131].

7.2.4 Actividad constitutiva de los receptores hHzRwt y hH3Ra2s0v

Como se menciond en la introduccion, el término actividad constitutiva se refiere a la
transicion espontanea de un GPCR, en ausencia de un agonista, de un estado inactivo a un
estado activo, fendbmeno descrito tanto para receptores nativos como recombinantes [103].
Modificaciones en la secuencia de aminoacidos o la longitud del asa i3 pueden alterar la
actividad constitutiva de estos receptores, como ocurre para el receptor Ds humano, en el
que la mutacion 1288F disminuye un 50% la actividad constitutiva. Un efecto similar se ha
observado en el receptor D1 humano en el que la mutacién A229T reduce su actividad
constitutiva en células HEK-293, aunque de manera interesante no en células neuronales
GT1. Sin embargo, la mutacion D550A en el receptor humano a FSH induce actividad
constitutiva del receptor, y la ausencia de 80 aa en el asa i3 del hHsR aumenta la actividad

constitutiva [22, 132, 136, 137].

De acuerdo con el punto anterior, los resultados funcionales mostraron menor eficacia del
receptor hHsRa2gov para activar vias de sefializacién en comparacion con el receptor
hHsRwrt. Una posible explicacion es una mayor actividad constitutiva del receptor mutado
que se reflejaria en una menor eficacia de los agonistas para desencadenar vias de
sefializacion. En este supuesto, el receptor mutado tendria una actividad basal mayor y al

ser activado con el agonista RAMH se observaria un efecto menor.
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Por lo anterior, se evalud la actividad constitutiva de los receptores hHsRwt y hH3Raz2g0v
expresados en las células CHO-K1. Los ensayos de union de [**S]-GTPyS en membranas
celulares con el agonista inverso ciproxifan mostraron actividad constitutiva, aunque
modesta para ambos receptores (12.0 £ 0.3 % y 5.9 + 0.6 % para los receptores hHzRwrt y
hHsRa2s0v, respectivamente), siendo el efecto estadisticamente menor para el receptor
mutado (Tabla 12), lo que puede interpretarse como una menor actividad constitutiva del
mismo. Estos datos confirman que la mutacién A280V disminuye la sefializacion del
receptor, presumiblemente por una menor capacidad de activacion de las proteinas Gaio @
las que se encuentra acoplado, al alterar la eficiencia de interaccidén con dichas proteinas
por impedimento estérico. En contraste con nuestros resultados, se ha reportado mayor
actividad constitutiva de la isoforma de 365 aa del hH3R [22] y de la mutante A357K del
HsR del raton [21]. Por otra parte, la potencia del ciproxifan fue semejante para ambos
receptores, confirmando que la mutacion no modifica la afinidad del hH3R por sus ligandos

selectivos (Tablas 8 y 12).

En contraste con los ensayos de union de [3*S]-GTPyS, no se detecté actividad constitutiva
de los receptores hHsRwt y hH3Ra2s0v en los ensayos de acumulacion de AMPc en células
intactas con ninguno de los 4 agonistas inversos probados (Tabla 13). La curva
concentracion-respuesta de la estimulacion por la forskolina de la acumulacion de AMPc
mostr6 que con la concentracion utilizada (3 uM) los agonistas inversos podrian ain
aumentar la formacion de AMPc, por que la ausencia de efecto de los agonistas inversos no

se debe a la saturacion de la formacion del segundo mensajero (Fig. 25).

La actividad constitutiva modesta en los ensayos de unién de [3°S]-GTPyS puede reflejar
los niveles de expresion de los receptores hHzRwt y hH3Ra2s0v €n el sistema estudiado

(203 = 34 y 173 + 26 fmol/mg de proteina, respectivamente), ya que en las células CHO

89



(de las cuales derivan las células CHO-K1) se observa actividad constitutiva significativa
del H3R con densidades mayores a 250 fmol/mg de proteina [103]. Asi, una explicacién
para nuestros resultados seria que la concentracion de proteinas Guiro activadas en estado
basal no es suficiente para inhibir significativamente a las adenilil ciclasas cuando éstas

son estimuladas por la forskolina.

7.2.5 Posibles consecuencias funcionales de la mutacion A280V en el hHsRwr

En conjunto, nuestros datos indican que los receptores hHzRwt Yy hH3Ra2g0v Se encuentran
en estados conformacionales diferentes, de acuerdo al modelo del complejo cubico ternario
[138], y que estos estados inciden en la interaccion entre el receptor y las proteinas Gaiso
repercutiendo en una menor eficacia de sefializacion del receptor mutado. Este efecto
podria afectar la regulacion por el HzR de la liberacion de neurotransmisores, ya que la
menor activacion de proteinas Gaio disminuiria la inhibicion de los canales de Ca?*
dependientes de voltaje, tipo N y P/Q, como consecuencia de un nimero menor de dimeros
Gy disponibles, conduciendo al menor control inhibitorio de la liberacion de los

neurotransmisores.

Con base en la hipétesis anterior, resulta atractivo asociar la menor eficacia de sefializacion
del hHsRa2s0v con las patologias a las que se le ha relacionado. Si bien no se conoce con
certeza la etiologia de la migrafia, de acuerdo a la teoria neurdgena el cuadro clinico se
origina por una mayor liberacion de glutamato, serotonina y neuropéptidos vasoactivos
como la sustancia P y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), los
cuales causan inflamacién en los nervios craneales, vasodilatacién y extravasacion de
proteinas y otras sustancias plasmaticas que activan fibras del nervio trigémino,

responsables de la conduccion de informacion nociceptiva [85, 89, 139].
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De acuerdo con los resultados de esta tesis se puede plantear que la disminucion de la
retro-alimentacion negativa por la presencia de HsRs mutados aumentaria la liberacién de
los neurotransmisores implicados en la patologia. El efecto benéfico de la administracion
de bajas dosis de histamina reportado por Millan-Guerrero y cols. [140], podria explicarse
por mayor activacion de los hetero-receptores Hz en las terminales serotonérgicas,
glutamatérgicas o peptidérgicas, que resulta en menor liberacion de los neurotransmisores

correspondientes.

En el sindrome de Shy-Drager la hipotension neuroldgica sugiere menor actividad de las
neuronas noradrenérgicas a nivel central y periférico, lo que podria asociarse con la
disminucion de la eficacia de auto-receptores Hz mutados para inhibir la liberacién de
histamina. La mayor liberacion de la histamina corresponderia con mayor activacion de los
hetero-receptores Hz presentes en las terminales post-sindpticas disminuyendo asi la
liberacion de noradrenalina y/o acetilcolina y causando una caida en la frecuencia cardiaca.
Sin embargo, es claro que se requieren estudios adicionales que permitan evaluar el efecto

de la mutacién A280V en la liberacidn de diferentes neurotransmisores.
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8. Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos, se plantean las siguientes conclusiones:

1. La mutacion Y197C no modifica la expresion, la localizacion en la membrana
citoplasmatica, la afinidad por agonistas y antagonistas, o la sefializacion

intracelular del receptor a histamina Hzs humano de 445 aa.

2. La mutacion A280V no modifica la afinidad por agonistas y antagonistas
selectivos, pero disminuye la eficacia del receptor a histamina Hz humano de 445

aa, para activar vias de sefalizacion intracelular mediadas por proteinas Gaiso.
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