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CAPITULOI

Desensibilizacion heterologa mediada por la PKC
del receptor a histamina Hs; humano expresado
en células CHO-K1



Resumen

La desensibilizacion es un mecanismo importante para regular la funcion
de los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs). El objetivo de la
primera parte de esta tesis fue determinar si el receptor Hz humano de
445 aa (hH3R445) experimenta desensibilizacion heterdloga debida a la
activacion de la cinasa C de proteinas (PKC). Un andlisis bioinformatico
indicé la presencia de residuos de Serina y Treonina susceptibles de
fosforilacion por la PKC en la tercera asa intracelular y el extremo
carboxilo terminal del hH3R4s. En células CHO-K1 establemente
transfectadas con el hH3R44s5, la activacion directa de la PKC por el éster
de forbol-12-miristato-13-acetato (TPA, 200 nM) aboli6 el efecto
inhibitorio de la activacion del hH3sR445 en la formacion de AMPc inducida
por forskolina. La activacién de receptores purinérgicos por ATP (10 uM)
aumentd la concentracion intracelular de calcio ([Ca®']}) confirmando su
acople a la estimulacién de la fosfolipasa C. La incubacién con ATP
también abolidé el efecto inhibitorio de la activacion del hHizR445 en la
formacién de AMPc inducida por forskolina, y este efecto fue prevenido
por los inhibidores de la PKC Ro0-31-8220 y G06-6976. La preincubacion
con TPA o ATP redujo la estimulacion mediada por la activacion del HzR
de la unién de [**S]-GTPyS a membranas de células CHO-K1-hH3Ra4s
(-39.7% vy -54.2%, respectivamente), sin cambios en la potencia del
agonista, y el efecto fue prevenido por Ro0-31-8220 o G06-6976. La
exposicion a ATP o TPA también redujo el nimero de H3Rs en la
superficie celular (-30.4% y -45.1%) de acuerdo a los ensayos de unidn
de [*H]-NMHA en células intactas. En conjunto, estos resultados indican
qgue el hH3R445 es susceptible de desensibilizacién heteréloga inducida

por la activacion de receptores acoplados a la estimulacion de la PKC.



Abstract

Desensitization is a major mechanism to regulate the functional response
of G protein-coupled receptors (GPCRS). In the first part of this thesis we
studied whether the human histamine Hs receptor of 445 amino acids
(hH3Ra445) experiences heterologous desensitization mediated by PKC
activation. Bioinformatic analysis indicated the presence of Serine and
Threonine residues susceptible of PKC-mediated phosphorylation on the
third intracellular loop and the carboxyl terminus of the hH3zR44s. In
CHO-K1 cells stably transfected with the hH3R44s, direct PKC activation
by phorbol 12-myristate 13-acetate (TPA, 200 nM) abolished the
HsR-mediated inhibition of forskolin-stimulated cAMP accumulation.
Activation of endogenous purinergic receptors by ATP (10 uM) increased
the free calcium intracellular concentration ([Ca®'i) confirming their
coupling to phospholipase C stimulation. Incubation with ATP also
abolished the HsR-mediated inhibition of forskolin-induced cAMP
accumulation, and this effect was prevented by the PKC inhibitors
R0-31-8220 and GO0-6976. Pre-incubation with TPA or ATP reduced
HsR-mediated stimulation of [**S]-GTPyS binding to membranes from
CHO-K1-hH3R445 cells by 39.7% and 54.2%, respectively, with no effect
on the agonist potency, and the effect was prevented by either
R0-31-8220 or G6-6976. Exposure to ATP or TPA also resulted in the
loss of cell surface H3Rs (-30.4% and -45.1 %) as evaluated by
[*H]-NMHA binding to intact cells. These results indicate that the hH3R44s
undergoes heterologous desensitization upon activation of receptors

coupled to PKC stimulation.



1.1 Antecedentes

En el sistema nervioso central (SNC), la histamina es producida por una
poblacién de neuronas y por los mastocitos mediante la accion de la
enzima descarboxilasa de L-histidina (HDC), que cataliza la sintesis a
partir del amino &cido L-histidina. Sin embargo, la contribucién de los
mastocitos a la generacion de histamina es modesta en la mayoria de
las regiones del SNC en el cerebro de la rata adulta, y un nimero
significativo de mastocitos se encuentra solo en el tdlamo dorsal y en la
eminencia media. La importancia funcional de la histamina producida por
los mastocitos no esta bien definida, si bien durante el desarrollo
post-natal temprano estas células generan una fraccion significativa de

la histamina total presente en el SNC (Hospital 1991).
1.1.2 El sistema histaminérgico del SNC

El nudcleo tuberomamilar (TMN), situado en el hipotdlamo posterior,
congrega a todas las neuronas histaminérgicas del SNC de los
mamiferos. Las neuronas que producen histamina, envian sus axones
(que son extensiones del cuerpo de la célula encargadas de la
comunicaciéon con otras neuronas) a practicamente todo el cerebro. En el
ser humano se encuentran aproximadamente 64,000 neuronas
histaminérgicas en el TMN, localizadas entre dos areas, rostralmente al
ndcleo supradptico y caudalmente al tegmento ventral, mientras que en
el cerebro de la rata se encuentran aproximadamente 4,600 neuronas
histaminérgicas distribuidas bilateralmente (Watanabe et al. 1984;
Panula y Nuutien 2013). Por lo que la histamina de manera natural
regula muchas funciones que forman parte de nuestra vida cotidiana
como: el control del suefio y la vigilia, la ingestién de agua y alimentos, el
comportamiento, la atencion, la actividad motora, la temperatura
corporal, la conducta sexual, de agresiéon y de defensa (Nieto-Alamilla
et al. 2017).



Ademas de la histamina, las neuronas del TMN sintetizan otros
neurotransmisores, como el &cido y-aminobutirico (GABA), vy
neuromoduladores como galanina, encefalinas y sustancia P. La funcion
de estos transmisores aun se desconoce, y solo se sabe que las
neuronas del TMN pueden actuar como una fuente importante de GABA

extra-sinaptico (Vincent et al. 1983; Hass et al. 2008).

Las neuronas del TMN aparecen tardiamente en el desarrollo de los
mamiferos y maduran lentamente. Envian proyecciones a todas las
areas principales del SNC, con algunas excepciones (Panula y Nuutinen
2013). En todos los mamiferos, la corteza cerebral, la amigdala, la
sustancia negra y el neoestriado reciben inervacién histaminérgica
moderada o densa, y la retina y la médula espinal también reciben fibras

histaminérgicas (Haas y Panula 2003).

Se ha reportado también inervacién del TMN reciproca con otros grupos
de neuronas aminérgicas. Las proyecciones aferentes a las neuronas del
TMN provienen de diferentes areas, destacando la corteza infralimbica,
el septum lateral y el nucleo predptico. La inervacion por el tallo cerebral
se origina principalmente en los grupos adrenérgicos C1-C3,
noradrenérgicos A1-A3 y serotoninérgicos B5-B9, mientras que el locus
coeruleus y las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra y el area

ventral tegmental envian sélo unas pocas fibras (Haas y Panula 2003).

1.1.3 Receptores a histamina

A la fecha se han descrito cuatro receptores a histamina, todos
acoplados a proteinas G (H; a Hy), y en el SNC se ha determinado la
presencia de tres de ellos (H:R, H2R y H3R; ver Tabla 1). Los HiRs y
H,Rs se encuentran en células neuronales y gliales, mientras que los
H3sRs se expresan de manera mayoritaria en las neuronas. Los HiRs y
H,Rs se expresan post-sinapticamente en todas las regiones del
cerebro, con funciones importantes principalmente en la corteza
cerebral, el hipocampo, el neoestriado y el hipotalamo (Haas y Panula
2003; Panula et al. 2015).



Inicialmente se planted que los HzRs actuaban como autorreceptores en
las neuronas histaminérgicas, regulando la liberacion de histamina. Sin
embargo, estudios posteriores mostraron que los HzRs también acttan
como heterorreceptores en neuronas no histaminérgicas, modulando la
liberacibn de varios neurotransmisores, incluyendo el GABA, el
glutamato, la acetilcolina y la noradrenalina (Panula y Nuutinen 2013).
Ademas, los H3Rs también tienen una localizacion post-singptica en
algunas regiones cerebrales, como el neoestriado, donde modulan la

sefalizacion de los receptores a dopamina (Ferrada et al. 2008).

La posible funcion del H4R en el SNC todavia estd en duda, en buena
medida debido a la ausencia de pruebas concluyentes de su expresion
en las estructuras cerebrales. Sin embargo, el ARNm del H4R esta
presente en todas las regiones analizadas del SNC humano, incluyendo
la médula espinal, el hipocampo, la corteza, el tAlamo y la amigdala, con
altos niveles altos de ARNm en la médula espinal. En rata, se detecto el
ARNm del H4R en la corteza, el cerebelo, el tronco encefalico, la
amigdala, el talamo y el estriado, con niveles muy bajos en el
hipotalamo, y no se detecté sefial del ARNm para el HsR en el
hipocampo de la rata. Curiosamente, se detectd una fuerte expresion de
ARNmM del H4R en el GRD de rata y la médula espinal (Strakhova et al.
2009).

1.1.4 Receptor a histamina Hsz (H3R)

Después del descubrimiento de los efectos bioldgicos de la histamina en
1910, los dos primeros receptores fueron propuestos en 1966 y 1972,
con base en los criterios farmacoldgicos clasicos de la selectividad de
las drogas (Ash y Schild 1966; Black et al. 1972).

Una estrategia similar permiti6 a Jean-Michel Arrang y Jean-Charles
Schwartz identificar en 1983 al H3R como un autorreceptor pre-sinaptico
gue regulaba negativamente la liberacion de la propia histamina en
rebanadas del cerebro de la rata. Posteriormente, el H3R fue identificado

como un heterorreceptor pre-sinaptico en neuronas no histaminérgicas



Tabla 1. Caracteristicas de los receptores a histamina

Caracteristicas H:R
Proteina G Galg/11l
Actividad

Moderada

constitutiva

fleon, masculo liso,

Expresion L
periférica CeleZon
Expresion Talamo, hipocampo,
en el SNC corteza, amigdala y
prosencéfalo basal
Funcién Ciclo vigilia-suefio,
general respuestas
inflamatorias,
disminucion de la
presion arterial
Funcién Excitabilidad
celular post-sinaptica y
plasticidad
486 (rata)

Aminoacidos
487 (humano)

489 (raton)

Via de
sefializacion —1DAG—1PKC
Afinidad por Micromolar
la histamina
Agonistas 2-piridiletilamina

Metil-histaprodifen
2-fenilhistamina

tripolidina
mepiramina
clorfeniramina

Antagonistas

Radioligandos [*H]-mepiramina

1PLC—1IP;—>1Ca*

H:R

Gas

Moderada

Pulmén, corazén,
intestino, musculo liso

Ganglios basales,
hipocampo, amigdala,
nucleos del rafé,
sustancia negra

Regulacion de la
secrecion acida gastrica,
control de la presion
arterial, relajacion del
musculo liso vascular y
de las vias aéreas,
excitacion neuronal,
regulacion de la
secrecion hormonal

Excitabilidad
post-sinaptica y
plasticidad

358 (rata y ratén)
359 (canino, cobayo y
humano)

1AC—1AMPc—1PKA

Micromolar

dimaprit
amtamina
impromidina

tiotidina

ranitidina
cimetidina

[*H]-tiotidina

HsR

Gailo

Alta

Pulmoén, sistema
cardiovascular,
intestino

Nucleo accumbens,
neoestriado, tubérculo
olfatorio, amigdala,
sustancia negra

Regulacion de la
sintesis y liberacion de
la histamina;
modulacién de la
liberacion de otros
neurotransmisores

Regulacion pre-
sinaptica de la
liberacion de
transmisorest y
plasticidad

445: mas abundante.
Multiples isoformas de
326 a 453 aa

IAC—|AMPc— |PKA
Gpy —| gCa”’

Nanomolar

immepip
imetit

clobenpropit
tioperamida
iodoproxifan

BH]-NMHA
e [*H]-RMHA
[**°I]-yodoproxifan

HiR

Gai/o

Células
hematopoyéticas

Modulacién del
sistema inmune

390 aa

|AC— |AMPc— |PKA
Nanomolar
4-metilhistamina
VUF-8430
VUF-6002

tioperamida

[*H]-histamina

T Autorreceptor en las neuronas histaminérgicas y heterorreceptor en neuronas
aminérgicas, glutamatérgicas, GABAérgicas y peptidérgicas.



de los sistemas nerviosos central y periférico, modulando la liberacion de
otros neurotransmisores, incluyendo el GABA, el glutamato, la
dopamina, la acetilcolina, adrenalina/noradrenalina, la serotonina y la
sustancia P (Schlicker et al. 1994; Blandina et al. 1996; Yamamoto et al.
1997; Garcia et al. 2004).

Como parte de un esfuerzo dirigido a descubrir nuevos receptores
acoplados a proteinas G, mediante la busqueda de homologia en bases
de datos con una secuencia tag expresada, se identific6 una clona
parcial (GPCR97) con una homologia significativa con los receptores de
aminas biogénicas (Lovenberg et al. 1999). La transfeccion del GPCR97
en varias lineas celulares resultd en inhibicion por la histamina de la
formacion de AMP ciclico (AMPc) estimulada por forskolina, pero no por
acetilcolina u otras aminas biogénicas, siendo identificado como el H3R
humano, cuyo cDNA codificaba una proteina de 445 amino acidos (aa).

En el ser humano, el gene se encuentra en el cromosoma 20 en la
posicion 20q13.33 y se ha propuesto que la region codificadora consiste
de tres exones y dos intrones, 0 cuatro exones y tres intrones. La
aparicion del exon adicional conduce a la presencia de ocho aa
adicionales en el extremo carboxilo terminal, que se encuentran en

algunas isoformas del HzR humano (Cogé et al. 2001).

En el SNC humano, y por procesamiento alternativo en los sitios de
unién exon-intrén, se generan al menos 20 isoformas del H3R y se han
identificado varias isoformas del receptor en la rata, el cobayo, el mono y
el raton. Algunas de las isoformas identificadas carecen de regiones
criticas para la union de agonistas (regiones transmembranales, TM, 3y
5-7) o de sefializacion (asas intracelulares, ICL, 2 y 3, y el extremo
carboxilo terminal, CT) y, por lo tanto, no desencadenan las vias de
sefalizacion tipicamente asociadas con la activacion del HsR (Wess,
1997; Uveges et al.,, 2002; Oldham and Hamm, 2007; Ishikawa et al.,
2010; Kim et al., 2011; Kuramasu et al., 2011).



El H3R es expresado principalmente en neuronas y en muy baja
densidad por las células gliales (Arrang et al., 1987a; Ferreira et al.,
2012). Los estudios de hibridacion in situ muestran niveles muy altos del
RNAmM del H3R en la corteza (principalmente en la capa V, con menor
expresion en las capas superficiales), hipocampo (CAl y capas
piramidales ventrales de CA3 del cuerno de Ammon), caudado y
putamen. También se observa una alta expresion del RNAm en el ndcleo
olfatorio anterior, la amigdala, los nucleos del lecho de la estria terminal,
cerebelo, el tdlamo (principalmente en los nucleos sensoriales e
intralaminares) y algunos nucleos hipotalamicos, particularmente el
TMN, donde se localizan las neuronas histaminérgicas. Una expresion
baja a moderada del ARNm se detecta en la habénula y la zona incerta;
y los niveles son bajos en el globo palido y la sustancia negra (SN)
(Tardivel-Lacombe et al., 2000; Pillot et al., 2002; Sallmen et al., 2003).

El andlisis por RT-PCR de la expresion de las isoformas de 445 y 365 aa
del H3R en el cerebro humano, indica niveles elevados en cerebelo y en
el nucleo caudado, con una moderada expresion en el hipotalamo y el
talamo, una baja expresion en la SN, hipocampo, corteza prefrontal,
cuerpo calloso y la amigdala, y niveles muy bajos en la médula espinal
(Bongers et al., 2007b).

Los ensayos de unidon muestran una distribucién similar del HzR en
cerebros de primates y roedores. El receptor se expresa ampliamente
pero con densidad heterogénea, y se encuentra en niveles elevados en
la corteza cerebral (excepto en la capa V), la tenia tecta, el nucleo
accumbens, el neoestriado, el hipocampo, los ndcleos del lecho de la
estria terminal, los ndcleos olfativos, algunos nucleos hipotalamicos
(principalmente el TMN), la amigdala y la corteza piriforme. En contraste
con la expresion del RNAm, los ensayos muestran una alta union en el
globo palido y la sustancia nigra pars reticulata (SNr). Se ha reportado
ademas una baja densidad de los sitios de union en el locus coeruleo y
los nucleos del rafé (Martinez-Mir et al., 1990; Pollard et al., 1993;
Anichtchik et al., 2000; Pillot et al., 2002).



La localizaciéon del H3R es principalmente pre-sinaptica, ya sea como
autorreceptor o como heteroreceptor, pero hay evidencia de una
localizacién post-sindptica en el neoestriado, la corteza cerebral, el
hipocampo, el nacleo accumbens, el hipotalamo lateral y la zona incerta
(Pillot et al., 2002; Gonzalez-Sepulveda et al., 2013; Parks et al., 2014).

1.1.5 Senalizacion intracelular del H3R

La clonacion del cDNA del HzR en 1999 por Lovenberg et al. permitio el
estudio detallado de sus caracteristicas moleculares mostrando que el
HsR puede activar varias vias de transduccion de sefiales dependientes
del acople a proteinas Gaj, (Bongers et al. 2007). La activacion de las
proteinas Guai, por el HzR se ha confirmado mediante la expresion
heter6loga del receptor, y en diversas lineas de células transfectadas
con el H3R éste se acopla negativamente a la adenilato ciclasa, la cual
estimula la formacién de AMPc. A su vez el AMPc activa a la cinasa A de
proteinas (PKA) que fosforila a la proteina de union al elemento de
respuesta a AMPc (CREB), modulando asi la transcripcion de genes.

La activacion del HzR y de las proteinas Gai, resulta en la estimulacion
de otras vias efectoras, incluyendo las cinasas de proteinas activadas
por mitdgenos (MAPKS) y la via de la 3-cinasa de fosfatidilinositol (P13K).
La activacion de las MAPKs y de la PI3K por el H3R resulta en la
fosforilacién de cinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERKS) y
de la cinasa B de proteinas (PKB, también conocida como Akt). La Akt
activada inhibe la accion de la 3p-cinasa de la sintasa de glucégeno
(GSK3B), una proteina critica que participa en los procesos tempranos
del desarrollo neuronal, como la neurogénesis y la migracién neuronal
(Luo, 2012).

También mediante las proteinas Gaij, la activacion del HzR estimula a la
fosfolipasa A, (PLA;) y la liberacion de &cido araquiddnico, &cido
docosahexaenoico y lisofosfolipidos, y la actividad de la PLA, esta
controlada por la alta actividad constitutiva del H3R, definida como la

activacion del receptor en ausencia de agonistas. Esta caracteristica
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tiene como resultado la sefalizacion intracelular ténica, y en el SNC de
la rata la actividad constitutiva del H3R inhibe de manera tonica la
sintesis y la liberacién de la histamina, asi como la excitabilidad de las
neuronas histaminérgicas (Morisset et al. 2000; Stevens et al. 2001,
Rouleau et al. 2002; Moreno-Delgado et al. 2006; Arrang et al. 2007,
Haas et al. 2008;)

Por otra parte, la activacion del HzR disminuye la actividad del
intercambiador Na’/H™ neuronal, y esta via fue propuesta como el
mecanismo por el cual el HsR inhibe la liberaciobn excesiva de
noradrenalina en la isquemia miocéardica prolongada. La activacion del
HsR disminuye también la entrada de Ca®* a través de canales
dependientes de voltaje, accion que subyace el efecto inhibitorio de los
HsRs en la liberacién de neurotransmisores inducida por despolarizacién
mediante la union de los complejos Ggy a la subunidad a; que forma el
poro de los canales de Ca®" regulados por voltaje tipos N y P/Q
(Zamponi y Currie, 2013). En consecuencia, la activacion del H3R reduce
la entrada de Ca*" inducida por la despolarizacién (Takeshita et al.,
1998; Molina-Hernandez et al., 2001; Silver et al., 2002; Morrey et al.,
2008).

Las subunidades Gg, se unen y activan a los canales de K' de
rectificacion de entrada o GIRKs (Bunemann et al.,, 2001), y el H3R
activa a los canales formados por las subunidades GIRK1 (Kir3.1) y
GIRK4 (Kir3.4) expresadas en ovocitos de Xenopus (Sahlholm et al.,
2012). Los GIRKs pueden inhibir la transmision sinaptica (Meneses et
al., 2015), y su activacion representaria un mecanismo adicional para la

modulacién por el H3R de la liberacion de neurotransmisores.

1.1.6 Desensibilizacién de los receptores acoplados a proteinas G
(GPCRs)

Los GPCRs constituyen la mas grande familia de proteinas receptoras
de la superficie celular (Pierce et al. 2002). Todos los GPCRs exhiben un

contexto dependiente de su actividad, es decir, la sensibilidad del
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receptor cambia en relacion a la magnitud de la sefializacién que se
genera en una célula dada, de manera que los receptores modifican su
sensibilidad a la gama de concentraciones de agonistas a los que estan
expuestos (Premont y Gainetdinov 2007). En este contexto, la
desensibilizacién de un GPCR puede ser descrita como la pérdida de la
respuesta después de la administracién prolongada o repetida de un
agonista (Caron et al. 1990).

La desensibilizacién de los GPCRs puede ser homologa o heterdloga; la
homédloga se refiere a la pérdida de respuesta Unicamente a los
agonistas que actian en un subtipo de receptor en particular, mientras
gue la desensibilizacion heter6loga se refiere a un efecto mas
generalizado que implica la pérdida simultanea de la capacidad de
respuesta al agonista en mudltiples subtipos de GPCRs, incluso en
ausencia del agonista de los otros receptores (Kelly et al. 2008). Un
importante mecanismo para regular la respuesta de los GPCRs es la via
de las cinasas de GPCRs (GRKs) y p-arrestinas (Gainetdinov et al.
2004; Penela et al. 2003; Ferguson 2001). Esta via también facilita la
internalizacién del receptor a través de vesiculas revestidas de clatrina.
Ademas, mediante la union a proteinas de sefializacion adicionales, las
GRKs y las B-arrestinas funcionan como interruptores de la sefializacion,
convirtiendo las vias mediadas por proteinas G en vias independientes
de las mismas (Luttrell 2005; Lefkowitz y Shenoy 2005).

1.1.7 Desensibilizacion de los HiRs y HzRs

Un importante mecanismo subyacente a la desensibilizacién de los
GPCRs es su fosforilacién, y diversos estudios han mostrado la
capacidad de las GRKs para fosforilar y, en conjunto con las proteinas
B-arrestinas, desensibilizar a numerosos GPCRs (Stadel et al. 1983;
Krupnick y Benovic 1998; Pitcher et al. 1998; Ferguson 2001; Willets et
al. 2003).

Existen evidencias que los H;Rs y H,Rs experimentan desensibilizacion.

Los H;Rs estimulan la generacion de los segundos mensajeros
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1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) y diacilglicerol, DAG (Hill 1990; Willets et
al. 2008; Dale et al. 2018). El IP; conduce a la liberacién de Ca** desde
depositos intracelulares, mientras que el DAG activa a varias isoformas
de la PKC (Huang 1989; Webb et al. 2000; Steinberg 2008). La
transfeccion de células de musculo liso con dominantes negativas de las
GRKs o0 con RNAs de interferencia pequefios para estas cinasas
mostraron que la GRK2 es responsable de la desensibilizacion del H;R
(Willets et al., 2008). Por otra parte, estudios realizados en células
COS-7 co-transfectadas transitoriamente con el Hz;R y diferentes GRKs
(2, 3, 5 6 6), muestran que las GRK2 y GRK3 son las responsables de la

fosforilacién del receptor (Shayo et al, 2001).

Con base en la co-expresion de los H;Rs y H2Rs en diferentes lineas
celulares, varios estudios apoyan una regulacion coordinada entre
ambos receptores. Alonso-Natalia et al. (2013) evidenciaron la
desensibilizacion cruzada que ocurre entre los HiRs y H:2Rs,
independiente de las cinasas PKA o PKC, tanto en las células U937 con
expresion endodgena de los receptores como en células CHO
tranfectadas. Las respuestas antiproliferativa y apoptética inducidas por
la activacion del H;R fueron inhibidas por la estimulacién del HzR, lo que
indica que la interaccion entre ambos receptores modifica su funcion.
Los andlisis por FRET y estudios de microscopia confocal revelaron que
ambos receptores heterodimerizan y co-internalizan en respuesta a los
agonistas respectivos, y que esta desensibilizacion cruzada esta
mediada por la GRK2 (Alonso et al. 2013).

1.1.8 Desensibilizacion del H3zR

Pérez-Garcia y colaboradores estudiaron la posible desensibilizacion del
HsR en el ileo de cobayo, donde la activacion de estos receptores inhibe
la contraccion inducida por un choque eléctrico al reducir la liberacion de
acetilcolina de las neuronas colinérgicas post-ganglionares. Su reporte
muestra que en la exposicion subsecuente al agonista
R-a-metilhistamina (RAMH, 30 y 60 min después de la primera

aplicacién) se reducen tanto la potencia del agonista como la inhibicion
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maxima, aunque de manera modesta (~16%; Pérez-Garcia et al., 1998;

Alguacil y Pérez-Garcia, 2003).

En un resumen de congreso, utilizando microscopia confocal Powell y
Hill  (2003) indican que en células CHO-K1 transfectadas
transitoriamente con el HsR humano fusionado con la proteina verde
fluorescente (GFP), la estimulacion con un agonista indujo
internalizacién del receptor con un maximo a los 90 min. Aparentemente
este trabajo no se continud ya que no existen reportes posteriores. Por
otra parte, llama la atencion el tiempo requerido para la internalizacion,
ya que para otros receptores acoplados a proteinas Gaip, como el
receptor a dopamina D, (Roseboom y Gnegy 1989; Macey et al. 2004) y
el receptor muscarinico M, (Tsuga et al. 1998a) la desensibilizacion,
analizada también en sistemas de expresidn heterdloga, requiere

tiempos menores (10-30 min).

Por otra parte, la desensibilizacion del HzR no habia sido abordada en el
SNC de los mamiferos, y nuestro laboratorio reporté que la incubacion
de rebanadas del neoestriado con agonistas del H3R (5-30 min)
resultaba en una disminucion significativa tanto en la densidad de los
receptores, evaluada por la unién de [*H]-N-metil-histamina a
membranas de dichas rebanadas, como en la afinidad por el
radioligando. Este efecto fue prevenido, aunque parcialmente, por
incubacion en un medio hipertdnico, pero no por otros inhibidores de la
endocitosis (Gardufio-Torres y Arias-Montafio 2006).

En otro estudio de nuestro laboratorio (Osorio-Espinoza et al. 2014) se
analizé la desensibilizacion homologa del H3R utilizando un sistema de
expresion heterdloga. En células CHO-K1 transfectadas de manera
estable con el HzR humano (hH3R) las respuestas funcionales se
redujeron después de la exposicion al agonista. Para los ensayos de
acumulacion de AMPc el efecto fue significativo a los 60 min con un
maximo a los 90 min, y fue acompafnado de la pérdida de receptores en
la membrana celular. Estos efectos fueron prevenidos por pre-incubacion

a 4°C o en un medio hiperténico, pero no por filipina Ill, indicando la
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endocitosis del receptor por un mecanismo dependiente de clatrina.
Estos resultados indicaron que el hH3R experimenta desensibilizacion
homdloga en respuesta a la exposicidén prolongada a sus agonistas.

Las células CHO-K1 expresan a las GRK2 y/o GRK3 (Osorio-Espinoza
et al. 2014), y tanto la desensibilizacion funcional como la internalizacion
del hH3R fueron prevenidas por un shRNAI contra la GRK2, indicando la
participacion selectiva de esta cinasa en la desensibilizacion homéloga

del receptor.

Sin embargo, y hasta donde podemos decir, la posible desensibilizacion
heterdloga del H3R es un aspecto que no ha habia sido abordado. Por lo
tanto, el presente trabajo tuvo como objetivo determinar si el hH3R se
desensibiliza por la activacién de cinasas dependientes de segundos

mensajeros, en particular de la PKC, al estimular otros receptores.



1.2 Planteamiento del problema

La exposicibn a sus agonistas a menudo resulta en una rapida
atenuacion de la capacidad de respuesta de los GPCRs. Este proceso,
denominado desensibilizacion homodloga, es la consecuencia de una
combinacion de diferentes mecanismos. El grado de desensibilizacion
del receptor esta regulado por un nimero de factores, que incluyen la
estructura del receptor y el medio ambiente celular. En Ia
desensibilizacidon heterdloga, el receptor no necesita estar activado, sino
gue la estimulacion de cinasas dependientes de segundos mensajeros
(PKA y PKC) por un receptor diferente, conduce a la fosforilacion de
residuos de Serina y/o Treonina en la tercera asa intracelular o en la
region carboxilo terminal del GPCR y consecuentemente a la

desensibilizacion del receptor (Ferguson y Caron 1998).

Ejemplo de lo anterior es la fosforilacion del adrenoceptor B2 (B2AR)
mediada por PKA, que disminuye el acople del receptor a las proteinas
Gas en favor de un acople a proteinas Gajo, 0 que conduce a la
activacibn de vias caracteristicas de estas proteinas como la
estimulacion de las cinasas ERKs y MAPKs (Daaka et al. 1997; Lawler et
al. 2001; Zamah et al. 2002; Martin et al. 2004).

Una posibilidad seria entonces que el HsR, como otros GPCRs, pudiera
experimentar desensibilizacion heterdloga. Analisis preliminares
sugerian la presencia de residuos de Serina y Treonina en la tercera asa
intracelular y en el extremo carboxilo del HsR humano, y un estudio
realizado en el laboratorio indicé que la activacion de la PKC por el éster
de forbol TPA (12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato) reducia la respuesta
funcional de la activacion del HzR humano de 445 aa expresado
establemente en células de neuroblastoma SH-SY5Y. Sin embargo, vy
como se definio antes, la desensibilizacion heter6loga implicaria la
activacion de un receptor diferente al HzR, acoplado a la estimulacion de
la fosfolipasa C (PLC) y por lo tanto a la formacion de diacilglicerol
(DAG) y la activacion de la PKC.
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Por lo tanto, en este proyecto se plante6 utilizar a las células CHO-K1
establemente transfectadas con el HsR humano de 445 aa, para analizar
si la activacion de receptores a ATP, expresados de manera enddgena y
acoplados a la activacion de la PLC y por lo tanto de la PKC, inducia

desensibilizacién del receptor.
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1.3 Hipotesis de trabajo

El receptor Hz humano de 445 aa (hH3R445) presentara desensibilizacion
heter6loga debida a la activacion de receptores acoplados a la

estimulacién de la PLC y la activacion de la PKC.

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general

Determinar si el hH3R4s experimenta desensibilizacién heteréloga
mediada por PKC en un sistema de expresion heterdlogo.

1.4.2 Objetivos especificos

1. Determinar la presencia en el hH3R445 de residuos de Serina y/o
Treonina susceptibles de fosforilacién por la PKC, utilizando un

andlisis bioinformético.

2. Determinar el efecto de la activacion directa de la PKC por un
éster de forbol (TPA) en la sefalizacion del hH3zR445 en células

CHO-K1 establemente transfectadas.

3. Confirmar que las células CHO-K1 expresan receptores a ATP
acoplados a la activacion de la PLC, y por lo tanto a la

movilizacion de calcio desde depdsitos intracelulares.

4. Determinar si la activacion de receptores a ATP induce cambios

en la sefalizacion del hHzR44s.

12



1.5 Metodologia
1.5.1 Analisis bioinformatico.

La prediccion de los sitios de fosforilacion en el hH3R445 se realizé con
GPS 3.0, un programa de prediccion basado en grupos, con un corte de
umbral alto (tasa de falsos positivos del 2%, FPR). Nuestro estudio
considero6 a la familia de las PKCs, una de las ocho familias de cinasas
de Serina/Treonina. El reconocimiento y la fosforilacion de residuos de
Serina y/o Treonina por la PKC requieren la presencia de amino acidos
basicos en la proximidad de dichos residuos. Por lo tanto, se analizaron
todos los posibles dominios de reconocimiento por la PKC. Los residuos
putativos de fosforilacion por PKC presentes fueron elegidos de acuerdo
a la puntuacién. La similitud entre dos sitios peptidicos de fosforilacion
(PSP; 15 aminoacidos), dado un PSP putativo, se compar6 con todos los
sitios conocidos para calcular las puntuaciones de sustituciéon. El valor
medio de las puntuaciones de sustitucién se calculd6 como el resultado

final de la prediccion de un sitio dado.

Utilizando un algoritmo de puntuacion para fosforilacion, se analizo si el
sitio dado era un sitio potencial y real de fosforilacion bajo diferentes
umbrales (alto, medio, bajo). El valor de la puntuacién es proporcional a
la probabilidad de fosforilacién. Los valores de corte (cut-off) y de umbral
fueron elegidos de la misma manera. En primer lugar, se calculé la tasa
méxima de falsos positivos (FPR) tedrica para cada grupo de cinasas de
proteinas. Los tres umbrales de GPS 3.0 se deteminaron con base en
los FPRs calculados. Para las cinasas de Serina/Treonina, los umbrales
alto, medio y bajo, se establecieron con FPRs de 2%, 6% y 10%. El
umbral alto fue validado por una prediccién a gran escala de los sitios de
fosforilacion de mamiferos, con un rendimiento satisfactorio. El valor de
corte (cut-off) fue la puntuacion requerida para considerar a una

prediccion como plausible (GPS 3.0).
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1.5.2 Cultivo celular.

Las células CHO-K1-hH3R44s5, generadas en el laboratorio (Flores-
Clemente et al., 2013) se cultivaron en una atmodsfera humidificada de
5% de CO; en aire, a 37 °C, en medio DMEM/F-12 conteniendo 10% de
suero fetal bovino y geneticina (G-418; 400 pg/ml).

1.5.3 Determinacién de la concentracién de Ca?" libre citosdlico
([ca’1.

Las mediciones se realizaron en células individuales cargadas con Fura
2-AM. Las células se incubaron en solucion Krebs-Ringer-Hepes (KRH)
gue contenia Fura 2-AM (2 uM, Molecular Probes), albumina de suero
bovino (BSA, 5 mg/ml) y probenecid (1 mM). Después de 1 h en la
oscuridad y a temperatura ambiente, la camara de registro se monto en
un microscopio invertido TMD (Nikon) acoplado a un microfluorometro
RF-F3010 (Photon Technology International), para la determinacion de la
relacion de fluorescencia de Fura2 (A 510 nm) después de la excitacion
a 340 o 380 nm. Se adquirieron datos a 20 Hz y se determind la
fluorescencia de fondo a 340 y 380 nm en un area libre de células, la
cual fue substraida. Los farmacos se aplicaron por perfusion (1 ml/min).
La composicion de la solucion KRH fue (mM): NaCl 113, Hepes 20,
NaHCOs; 25, glucosa 15, KCI 4.7, CaCl; 1.8, MgCl; 1.2 y KH,PO4 1.2; pH
7.4 con NaOH.

1.5.4 Experimentos de desensibilizacion.

Efecto del TPA o ATP en la inhibicién por el HzR de la acumulacion de

AMPc inducida por forskolina

Las células, cultivadas en placas de 24 pozos, se lavaron con 500 pul de
solucion KRH antes de la incubacién (37 °C) en 250 pl de la misma
solucion que contenia IBMX (3-isobutil-1-metilxantina, 1 mM). Después
de 20 min, se afnadieron 10 ul de H,O (basal) o forskolina (10 yM como
concentracion final) y la incubacion se continud durante 15 min. Cuando

se requirio, se adiciono el agonista del HzR immepip en un volumen de
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10 ul, 5 min antes que la forskolina. El TPA y el ATP se adicionaron en
un volumen de 10 pl, 15 min antes del immepip. La incubacién se
termino por aspiracién del medio y la adicion de 250 ul de HCI 0.1 M frio.
La composicion de la solucion KRH fue (mM): NaCl 113, Hepes 20,
NaHCO3; 25, glucosa 15, KCI 4.7, CaCl, 1.8, MgCl, 1.2 y KH,PO4 1.2; el
pH fue ajustado a 7.4 con NaOH.

Las muestras se neutralizaron con 25 yl de NaOH (1 M) y 100 ul de
Tris-HClI (1 M, pH 7.4), se transfirieron a tubos Eppendorf y se
centrifugaron a 15,000xg por 5 min (4°C). Muestras de 50 pl del
sobrenadante se mezclaron con 75 pl de solucién de incubacion (Tris-
HCI 50 mM, EGTA 1 mM, BSA 5 mg/ml, pH 7.0). conteniendo [°*H]-AMPc
(10 nM). EIl contenido de AMPc enddgeno se determind por inhibicién de
la unién de [*H]-AMPc a la subunidad reguladora de la PKA, y se

expresd como pmol AMPc/pozo con base en una curva estandar.

1.5.5 Efecto del TPA o ATP en la estimulacion por el HzR de la union

de [**S]-GTPYS en membranas celulares.

Las células CHO-K1-hH3R445, sembradas en placas Petri de plastico de
10 cm de didmetro, se incubaron en solucion KRH en ausencia o
presencia de TPA (200 nM) o ATP (10 pM). Después de 35 min, las
células se lavaron con solucion PBS, se lisaron en una solucion
hipoténica fria (Hepes 20 mM, EDTA 2 mM, pH 7.4) conteniendo un
coctel de inhibidor de proteasas (1:100 v:v; Sigma-Aldrich), y la
suspension se centrifugd a 32,000xg (20 min, 4°C). La pastila
(membranas) se resuspendié en 2 ml de solucién Hepes (Hepes 20 mM,
NaCl 100 mM, pH 7.4) que contenia desaminasa de adenosina (10
Ul/ml) y se incub6 durante 30 min a 30 °C. Se afiadi6 solucion Hepes fria

(20 ml) y la suspension se centrifugo6 (42,000xg, 20 min, 4 °C).

La pastilla resultante se resuspendid en solucidon Hepes, y alicuotas de
~20 pg de proteina se incubaron en ausencia y presencia del agonista
del H3R immepip en 250 ul de solucién de Hepes que contenia 10 mM
de MgCl,, 0.1 mM de ditiotreitol (DTT), 10 uM de GDP, 1 mg/ml de BSA,
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0.2 mM de EDTA, 10 mg/ml de saponina y 50 pM de [**S]-GTPyS. La
unién no especifica se determind en presencia de 10 uM de GTPyS.
Después de 60 min a 30°C, se filtr6 rapidamente a través de filtros GF/B,
con tres lavados de 1 ml con solucion Hepes fria. La radiactividad
retenida en los filtros se cuantificé por centelleometria. El contenido de
proteina se determind con el ensayo de &cido bicinconinico (BCA,
Pierce) utilizando BSA como estandar.

1.5.6 Efecto del TPA o ATP en la unién de [*H]-NMHA en células
intactas.

La unién de [*H]-NMHA a los receptores de la superficie celular se
evalu6 en el lavado acido, como se describe por Heding et al. (1998).
Las células, sembradas placas de 24 pozos (2.5x10° células/pozo), se
incubaron con TPA (200 nM) o ATP (10 pM) durante 35 min a 37°C, y se
lavaron 2 veces con 500 pl de solucion KRH fria antes de incubar
(4°C, 5 h) en 200 pl de la misma solucién conteniendo [*H]-NMHA. La
union no especifica se determind en presencia de 10 uM de
clobenpropit. Al final de la incubacion, las células se lavaron dos veces
con 1 ml de PBS frio y la [*H]-NMHA unida al receptor se disoci6
mediante incubacion en 400 pl de una solucién salina acida (acido
acético 50 mM, NaCl 150 mM, pH 2.8) durante 12 min a 37°C. Se
determiné la radiactividad presente en el lavado acido y la union
especifica se obtuvo restando la unidn insensible a clobenpropit de la

unioén total.

La unidn especifica se expresdé como receptores/célula después de la
transformacion del conteo de radiactividad (desintegraciones/min, dpm)
en Curies (2.22x10'% dpm/Ci), y posteriormente en fmol del ligando
marcado, de acuerdo a la actividad especifica (85.4 Ci/mmol) El valor
resultante se dividié por el numero de células presente en los pozos,
determinado con un contador automatico (Countess; Invitrogen). La
radiactividad restante en las células se determind después de la
solubilizacion durante 1 h en Triton-X 100 (1% en H,O desionizada).
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1.6 Resultados

1.6.1 Identificacion de posibles sitios e fosforilacion por PKC en el
hH3R445.

Las PKCs fosforilan residuos de Serina o Treonina localizados en la
proximidad de residuos basicos (Zeng et al., 2012), y el analisis de la
secuencia de aminoacidos del hH3R445 con el programa bioinformatico
GPS 3.0 indicé la presencia de 14 de estos residuos (Figura 1) en la
tercera asa intracelular (11 Serinas y 2 Treoninas) y en el extremo C
terminal (1 Serina).
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Figura 1. Identificacion de residuos de Serina y Treonina en la
secuencia de aminoacidos del hHzR445 susceptibles de fosforilacion
por la PKC. Los residuos de Serina se muestran en rojo y los de
Treonina en azul. Estos residuos corresponden a 11 residuos de Serina
y 2 de Treonina en la tercera asa intracelular, y 1 residuo de Serina en el
extremo carboxilo terminal.
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La Tabla 2 muestra estos residuos, la secuencia peptidica identificada,
los valores de puntuacion y el umbral asignado por el programa GPS
3.0.

Tabla 2. Posibles sitios de fosforilacién del hHzR445 por la PKC.

Posicién | Residuo Péptido Puntaje Cut-off
229 T YLNIQRRTRLRLDGA 2.513 1.944
305 S GSVASPTSSSGSSSR 3.032 2.892
309 S SPTSSSGSSSRGTER 3.909 2.702
310 S PTSSSGSSSRGTERP 3.441 2.702
314 T SGSSSRGTERPRSLK 3.430 2.702
319 S RGTERPRSLKRGSKP 5.928 2.702
324 S PRSLKRGSKPSASSA 3.782 2.702
327 S LKRGSKPSASSASLE 3.372 2.702
330 S GSKPSASSASLEKRM 4.125 4.069
332 S KPSASSASLEKRMKM 3.812 2.702
343 S RMKMVSQSFTQRFRL 3.613 2.892
351 S FTQRFRLSRDRKVAK 4.111 2.702
359 S RDRKVAKSLAVIVSI 3.409 2.122
418 S LYPLCHHSFRRAFTK 3.857 2.702

La identificacion de los residuos se realizé con el programa GPS 3.0;
solo se muestran los aminoacidos presentes en la tercera asa
intracelular y el extremo carboxilo terminal del hHzR445. S, serina;
T, treonina.

1.6.2 Expresion del H3Ras por células CHO-K1 establemente

transfectadas.

La clonacién del hH3R por Lovenberg et al. (1999) indicé que el gene
codificaba un GPCR de 445 aa expresado casi exclusivamente en el
cerebro. Sin embargo, estudios posteriores han identificado varias
isoformas del H3zR en diferentes especies, incluyendo el humano. Estas
isoformas se generan por la eliminacion de un pseudo-intron, de longitud
variable, que se encuentra en la region del gene correspondiente a la

tercera asa intracelular del receptor (Hancock et al. 2003).
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El analisis por RT-PCR de la distribucion en el cerebro del RNAm de las
isoformas del hH3R reveld que las variantes del receptor se co-expresan
en el cerebro humano, que su nivel relativo de expresién varia de
manera especifica para las regiones cerebrales, y que la isoforma de
445 aa (hH3Ra445) es la mas abundante (Cogé et al. 2001).

Para esta tesis, se confirmo la expresion del hH3zR445 en dos clonas de
células CHO-K1-hH3R445 generadas previamente en nuestro laboratorio
(Flores-Clemente et al. 2013). Como se muestra en la Figura 2, la
expresion correspondio a 112 + 10 y 312 + 12 fmol/mg de proteina para
las clonas A y B, respectivamente. La clona B, con mayor nivel de

expresion, fue seleccionada para los experimentos subsecuentes.
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Figura 2. Expresion del hH3R44s por células CHO-K1 establemente
transfectadas. Las membranas celulares se incubaron con 2 nM de
[*H]-NMHA, y la unién especifica se obtuvo al restar la unién en
presencia de histamina (10 uM, unién inespecifica) de la unién total. Los
valores son la media * error estdndar (SEM) de determinaciones por
cuadruplicado.
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1.6.3 Efecto de la activacién directa de la PKC por un éster de forbol
(TPA) en la inhibicién mediada por el hH3zR445 de la acumulacion de

AMPc estimulada por forskolina.

Desde su descubrimiento en 1958 por Rall y Sutherland, el AMPc ha
sido implicado en una amplia variedad de vias de sefalizacion celular en
practicamente todos los tipos de células de los mamiferos. El segundo
mensajero es producido por las enzimas adenilil ciclasas (ACs) y
degradado por fosfodiesterasas. Como medida directa de la actividad de
las ACs, en células intactas se determind la acumulacion de AMPc
inducida por forskolina, un farmaco que activa directamente a las ACs
(Manji y cols. 1992).

El H3R se acopla a proteinas Gaio Y por lo tanto a la inhibicion de las
ACs (Lovenberg et al. 1999; Morisset et al. 2000). Como para otros
GPCRs acoplados a proteina Goio, este efecto se debe a una
interaccioén directa entre la subunidad Gai y las ACs sensibles (1, 3, 5, 6
y 8). En las células CHO-K1-hH3R445 (Figura 3) el agonista immepip
inhibié la acumulacion de AMPc inducida por forskolina de manera
dependiente de la concentracion, lo que confirma la expresion funcional
del hH3R44s.

Una manera de estudiar los efectos celulares de la activacion de la PKC
es el empleo de anéalogos estructurales del diacilglicerol. EI TPA,
también conocido como PMA (phorbol-12-myristate-13-acetate), es un
diéster de forbol y un potente promotor de tumores (Nakajima et al.
2013), que transloca y activa directamente a las PKCs e induciendo la

fosforilacion de proteinas (Lee et al. 2014).
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Figura 3. Inhibicion por activacion del H3R de la acumulacién de
AMPc inducida por forskolina en células CHO-K1-hH3R44s. Las
células fueron incubadas en ausencia y presencia de forskolina y las
concentraciones indicadas del agonista immepip. Se muestra un
experimento representativo de 11 realizados con resultados similares.
Los valores corresponden al promedio + SEM de determinaciones por
triplicado.

En un primer abordaje para analizar si la respuesta del hH3R expresado
en las células CHO-K1 podia ser modificada por la accién de la PKC, las
células CHO-K1-hH3R445 fueron expuestas a TPA (200 nM), 15 minutos
antes que el imepip. La Figura 4 muestra que el TPA abolio el efecto
inhibitorio del immepip (100 nM), agonista selectivo del HsR, en la
acumulacion de AMPc estimulada por forskolina. Este efecto fue
prevenido por dos inhibidores de la PKC, R0-81220 o G6-6976 (10 puM).

La acumulacion de AMPc estimulada por forskolina fue
significativamente mayor en las células tratadas con TPA que en las
células control (134.8 + 2.1%, Figura 5). Este efecto fue también
prevenido por Ro-81220 y G6-6976 (Figura 5A), y podria deberse a la
sensibilizacion por la PKC de las adenilil ciclasas (ACs) 6 y 7 (Beazely et
al., 2005; Willoughby et al., 2007), expresadas por las células CHO
(Varga et al., 1998), precursoras de las células CHO-K1. Los inhibidores
de la PKC no madificaron por si mismos el efecto de la forskolina (Figura

5B). La accién del TPA en la inhibicidn por el hH3R445 de la acumulacion
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de AMPc sugirié que la activacion de la PKC resulta en desensibilizacion

funcional del hH3R445.
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Figura 4. Efecto de la activacion de la PKC con TPA y de los
inhibidores R0-81220 y G06-6976 en la inhibiciobn por immepip,
agonista del H3R, de la acumulacion de AMPc inducida por
forskolina. Las células CHO-K1-hHsR445 se incubaron durante 20 min
en medio KRH que contenia IBMX (1 mM) en ausencia o presencia de
TPA (200 nM) antes de la adicion de forskolina (10 uM) y la incubacion
durante 15 min adicionales. El immepip (100 nM) se afiadio 5 min antes
de la forskolina, y el Ro-31-81220 y el G6-6976 (10 uM) 20 min antes del
TPA. Los datos son la media + SEM de cinco experimentos, cada uno
con determinaciones por triplicado. El andlisis estadistico se realiz6 con
Anova de una viay la prueba de Tukey; *** P < 0.001.

22



>
™

1507 150

2 ~ ns
[e)

g N ns
- a 1
~ 1001 |
— — 100
= B
S
o IS
N o

501 ~
iy o 507
= o
< =

<

oA

. o +——=
forskolina - + + + +

TPA - - + + + forskolina - + + +

Ro 31-8220 - - - + - Ro 31-8220 - - +

G6-6976 - - - - + G06-6976 - - - +

Figura 5. Efecto del TPA y de los inhibidores de la PKC R0-81220 y
G06-6976 en la en la acumulacion de AMPc inducida por forskolina.
Las células CHO-K1-hH3R445 se incubaron durante 20 min en medio
KRH que contenia IBMX (1 mM) en ausencia o presencia de TPA (200
nM) antes de la adicion de forskolina (10 uM) y la incubacion por 15 min
adicionales. Los inhibidores de la PKC, R0-31-81220 y G6-6976 (10 uM),
se afiadieron 20 min antes del TPA. A) Prevencion por los inhibidores de
la PKC de la accion estimuladora del TPA en la acumulacion de AMPc
estimulada por forskolina. Los datos son promedios + SEM de tres
experimentos, cada uno con determinaciones por triplicado. B) Ausencia
de efecto de los inhibidores de la PKC en la acumulacion de AMPc
estimulada por forskolina. Los datos son promedios + SEM de tres
experimentos, cada uno con determinaciones por triplicado. El analisis
estadistico se realizd con Anova de una via y la prueba de Tukey; ns, sin
diferencia, ** P < 0.01.

1.6.4 Efecto del ATP en la [Ca2+]i en las células CHO-K1- hH3R445.

Las purinas (adenosina, ADP y ATP) y pirimidinas (UDP y UTP) son
moléculas que inducen diversos e importantes efectos bioldgicos,
incluyendo el desarrollo, la proliferacion y la diferenciacién celulares en
numerosos tejidos, acciones debidas a la activacion de receptores
presentes en la superficie celular, denominados receptores a purina
(Abbracchio et al. 1998). Existen dos familias de estos receptores, a
adenosina (P1), y los receptores P2, que reconocen principalmente a
ATP, ADP, UTP y UDP. Con base en la estructura molecular y los

mecanismos de sefializacion, los receptores P2 se dividen en dos

23



subfamilias: 1) metabotropicos P2Y (acoplados a proteinas G) y
2) ionotropicos P2X (Von Kugelgen 2006). Se han clonado siete y ocho
subtipos de receptores P2X (P2Xi7) y P2Y (P2Y124611-14; White y
Burnstock  2006). Los receptores P2Yi.46y11 S€  acoplan
preferentemente a proteinas Gags1 Y por lo tanto a la activacion de la
PLCB, y la consiguiente formacion de IP; y DAG (Ralevic y Burnstock
1998; Bowler 1999; Erb 2006).

Las células CHO-K1 expresan receptores purinérgicos P2Y,, acoplados
a la estimulacion de la PLC y a la formacion DAG e IP; (Ashida et al.,
2008; Alexander et al., 2011). A fin de evaluar la estimulacion fisiologica
de la PKC, se analizd el efecto de la activacion de los receptores
purinérgicos endégenos con ATP, un agonista general, en la [Ca?'];.

La perfusion de las células CHO-K1-hH3R445 con solucion KRH que
contenia 10 pM de ATP indujo un marcado aumento en la [Ca®']; (Figura
6A). El ATP indujo una respuesta similar en células perfundidas con
solucién KRH sin CaCl,, lo que indica que el aumento en la [Ca®*]; se
debe principalmente a la liberacion del catibn desde depdsitos
intracelulares por activacion de receptores a IP3. La Figura 6B muestra
que el efecto del ATP fue prevenido por suramina (100 pM), un
antagonista general de los receptores P2Y (pKg para los receptores
P2Y,, 50 uM; Von et al., 2016).

Estos resultados confirmaron la presencia de receptores purinérgicos

acoplados a la activacion de PLC en las células CHO-K1-hH3Ryss.
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Figura 6. Efecto del ATP en la concentracién intracelular de Ca®'
([Ca®"];) de las células CHO-K1-hHsRas. Las células cargadas con
Fura 2-AM se perfundieron con solucion KRH y se expusieron a los
farmacos por los tiempos indicados por las barras. A) Efecto del ATP (10
MM) en solucion KRH que contiene CaCl, (1.8 mM) o solucion sin adicion
de CaCl,. B) Bloqueo del efecto del ATP por suramina (100 pM), un
antagonista general de los receptores purinérgicos. Después de la
adicion de la suramina, las células fueron lavadas por 5 minutos con
solucion KRH. Se muestran trazos representativos de 10
determinaciones para cada condicién, en células individuales.

1.6.5 Efecto del ATP en la inhibicion por el H3R de la acumulacién
de AMPc estimulada por forskolina.

La exposicion de las células CHO-K1-hH3R445 @ ATP (10 pM) abolié el
efecto inhibitorio del agonista immepip (100 nM) en la acumulacién de
AMPc estimulada por forskolina (Figura 7). A su vez, la acciéon del ATP
fue prevenida por la suramina (100 yM), indicando una accion mediada

por receptores purinérgicos.
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Figura 7. Efecto del ATP en la inhibicibn por immepip de la
acumulacién de AMPc inducida por forskolina. Las células
CHO-K1-hH3R445 se incubaron durante 20 min en medio KRH que
contenia IBMX (1 mM) en ausencia o presencia de ATP (10 uM) antes
de la adicion de forskolina (10 uM) y la incubacion durante 15 min
adicionales. El agonista del HzR immepip (100 nM) se adiciond 5 min
antes de la forskolina y, cuando fue necesario, el antagonista del
receptor P2Y suramina (100 uM) estuvo presente 10 min antes. Los
valores son promedios + SEM de cinco experimentos. El andlisis
estadistico se realizd6 con Anova de una via y la prueba de Tukey;
ns, sin diferencia significativa; *** P < 0.001.

La Figura 8 muestra que el efecto del ATP fue prevenido por los
inhibidores de la PKC R0-31-81220 y G6-6976 (10 uM). En presencia de
estos farmacos, la inhibicién por immepip fue 48.0 £ 2.8% y 49.5 * 6.5%,
respectivamente, sin diferencia estadistica de la inhibicion control (47.7 £

12.2%, 3 experimentos).
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Figura 8. Efecto de los inhibidores de la PKC en la inhibicion por el
H3R de la acumulacién de AMPc inducida por forskolina. Las células
CHO-K1-hH3R445 se incubaron durante 20 min en medio KRH que
contenia IBMX (1 mM) en ausencia o presencia de ATP (10 uM) antes
de la adicion de forskolina (10 uM) y la incubacion durante 15 min
adicionales. El agonista del HzR immepip (100 nM) se adiciond 5 min
antes que la forskolina, y los inhibidores de la PKC (Ro0-31-81220 o
G6-6976, 10 uM) 20 min antes del ATP. Los datos son promedios + SEM
de tres experimentos, cada uno con determinaciones por triplicado.
ns, sin diferencia significativa; *** P < 0.001 comparado con forskolina;
Anova de una via y prueba de Tukey.

Por otra parte, las isoformas de la PKC difieren en su sensibilidad a los
inhibidores R0-81220 y G6-6976 (Anastassiadis et al., 2011). Una menor
concentracion de los inhibidores de la PKC (1 pM) también redujo el
efecto del ATP en la inhibiciébn por el immepip de la acumulacion de
AMPc estimulada por forskolina (Figura 9). Sin embargo, la magnitud del
bloqueo fue significativamente mayor para G6-6976 (inhibicion control
60.6 = 7.0%; 49.8 + 3.2% para ATP/R0-81220y 29.2 £ 11.3% para ATP/

G0-6976, 4 experimentos, Anova de una via y prueba de Tukey).
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Figura 9. Efecto de los inhibidores de PKC en la inhibicion por el
agonista del H3R immepip de la acumulacién de AMPc inducida por
forskolina. Las células CHO-K1-hH3R445 se incubaron durante 20 min
en medio KRH que contenia IBMX (1 mM) en ausencia o presencia de
ATP (10 uM) antes de la adiciéon de forskolina (10 uM) y la incubacién
durante 15 min adicionales. El agonista del H3zR immepip (100 nM) se
adicion6 5 min antes que la forskolina, y los inhibidores de la PKC
(R0-31-81220 0 G06-6976, 1 uM) 20 min antes del ATP. Basal (gris), FSK
(negro), FSK + imepip (rojo). Los datos son los promedios =+ SEM de
cuatro experimentos, cada uno con determinaciones por triplicado. ns,
sin diferencia significativa; *** P < 0.001 comparado con forskolina;
Anova de una viay la prueba de Tukey.

1.6.6 Efecto del TPA o ATP en la unién de [**S]-GTPyS en

membranas celulares.

La unién de [**S]-GTPyS a las membranas celulares indica la capacidad
de los GPCRs para activar proteinas G. En membranas de las células
CHO-K1-hH3R445, €l agonista del HzR immepip estimulé la unién de
[**S]-GTPyS con una estimulacién maxima (Emax) de 298 + 13% de la
basal y una concentracion efectiva media (ECsp) de 5.5 nM (pECsp 8.25
+ 0.12; Figura 10). La preincubacién de las células con TPA (200 nM) o
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ATP (10 uM) redujo significativamente la estimulacion maxima a 217 + 3
y 188 + 12% del valor basal (60.3 + 5.4% y 45.8 £ 9.4% de la
estimulacion control, respectivamente; cuatro experimentos; P < 0.01 y
P < 0.001; Anova de una via y prueba de Dunnett), sin efecto
significativo en la potencia del agonista (TPA, ECsp 7.1 nM, pEC5 8.15 £
0.09; ATP, ECs0 5.0 nM, pECsp 8.30 + 0.04).
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Figura 10. Efecto del TPA y ATP en la unién de [*S]-GTPyS
estimulada por el agonista del HzR immepip. Las células
CHO-K1-hH3R445 se preincubaron con TPA (200 nM) o ATP (10 uM) por
35 min, se obtuvieron las membranas y se incubaron durante 60 min con
50 nM de [*S]-GTPyS y las concentraciones indicadas del agonista del
HsR immepip. Los valores se expresan como porcentaje de la unién
basal de [*°S]-GTPyS después de substraer la unién inespecifica y son
los promedios £+ SEM de triplicados de un experimento representativo,
repetido tres veces mas con resultados similares. La linea representa el
mejor ajuste a una ecuacion logistica. Los valores del efecto maximo
(Emax), ECso y pECso se indican en el texto.

En una serie diferente de experimentos, los inhibidores de la PKC
R0-31-81220 y G06-6976 (10 uM) previnieron el efecto del ATP en la
unién de [*°*S]-GTPyS estimulada por immepip (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de los inhibidores de la PKC en la unién de
[**S]-GTPyS estimulada por el agonista del HsR immepip. Las células
CHO-K1-hH3R445 se pre-incubaron con ATP (10 pM) por 35 min. Los
inhibidores de la PKC R0-31-81220 (Ro) o G6-6976 (GO), ambos a 10
MM, se agregaron 20 min antes del ATP. Se obtuvieron las membranas y
se incubaron durante 60 min con 50 nM de [**S]-GTPyS y 100 nM del
agonista del HzR immepip. Los valores se expresan como porcentaje de
la unién basal de [**S]-GTPyS después de la substraccién de la unién
inespecifica y son los promedios =+ SEM de cuatro experimentos. ns, sin
diferencia significativa; *P < 0.05 comparado con el control; Anova de
una via y prueba de Dunnett.

1.6.7 Efecto de TPA o ATP en la unién de [*H]-NMHA a células
intactas CHO-K1- hH3R44s5.

El proceso de desensibilizacion de un GPCR puede implicar la
internalizaciéon del receptor, y previamente se reporté que la
desensibilizacién homodloga del hH3R445 conduce a la endocitosis de este
receptor (Osorio-Espinoza et al., 2014). En este estudio, los ensayos de
unién de [°*H]-NMHA a las células intactas mostraron que la incubacién
de las células CHO-K1-hH3R445 con TPA (200 nM) o ATP (10 uM) resulto
en una pérdida significativa de los receptores presentes en la superficie
celular (-30.4 + 7.7 y -45.1 + 4.1% de los valores control; Figura 12A).
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La [*H]-NMHA es un agonista de los HsR, y una disminucién de la
afinidad del receptor por agonistas podria explicar la reduccién en los
sitios de union observada en las determinaciones de un solo punto. Sin
embargo, los experimentos de saturacion con células CHO-K1-hH3Ry45
pre-expuestas a ATP (Figura 12B) mostraron una reduccién en la union
méaxima a 36.5 + 6.3% de los valores control, sin efecto en la constante
de disociacion (Kg; células control: Kg 1.52 nM, pKq 8.817 + 0.049;
células expuestas a ATP: Ky 1.49 nM, pKyq 8826 % 0.110; 3

experimentos; P = 0.942, prueba t de Student pareada).
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Figura 12. Efecto de TPA o ATP en la unién de [*H]-NMHA en células
CHOK1-hH3Russ5 intactas. Las células se incubaron durante 35 min en
medio KRH que contenia TPA (200 nM) o ATP (10 uM), y se lavaron
antes de incubar con [*H]-NMHA durante 5 h a 4°C. La unién de
[*H]-NMHA a los receptores de superficie se determind en el lavado
acido como se describe en Materiales y Métodos. La union especifica se
determiné restando la union en presencia de clobenpropit (10 uM) de la
uniébn total y fue expresada como receptores por célula.
A) Determinaciones con una concentracion unica del radioligando. Los
valores son promedio + SEM de la unién especifica de -cuatro
experimentos con 3-4 replicados. ns, sin diferencia; **P < 0.01; *P <
0.001; Anova de una via y prueba de Tukey. B) Ensayo de saturacion.
Los valores son las medias + rango de la union especifica de
determinaciones por duplicado en un experimento representativo
repetido dos veces mas con resultados similares. Los valores para la
unién maximay la constante de afinidad (Ky) se indican en el texto.
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1.7 Discusién

En este trabajo mostramos que el hH3R445 expresado de manera estable
en células CHO-K1 experimenta desensibilizacion por estimulacion
directa de la PKC (TPA) o por la activacion de receptores purinérgicos

enddgenos acoplados a la via de sefializacién PLC/Ca?*/PKC.

Las isoformas de la PKC se dividen en tres clases con base en su
estructura molecular y el requerimiento de DAG vy iones Ca*" para su
activacion (Steinberg et al., 2008; Zeng et al., 2012): clasicas (DAG y
Ca?"), nuevas (DAG) y atipicas (no requieren DAG o Ca?"). Las células
CHO-K1 expresan un miembro de cada clase: PKC-a (clasica), PKC-¢

(nueva) y la isoforma atipica PKC-C (Ashida et al., 2008).

A una concentracion de 10 pM, los inhibidores de la PKC Ro 31-8220 y
G06-6976 previnieron completamente el efecto del TPA y de la activacion
de los receptores purinérgicos en la respuesta funcional del hH3R44s, 10
gue indica la participacion de la PKC en la desensibilizacion funcional del
hH3R445. EI R0-31-8220 es un inhibidor general de las PKCs, mientras
gue a concentraciones bajas el G6-6976 actla selectivamente en las
isoenzimas clasicas de la PKC. En determinaciones in vitro y en
presencia de 10 uM de ATP, el G6-6976 (500 nM) inhibi6 a las PKCs
clasicas en 80%, 41-65% a las PKCs nuevas, y 13% a las isoenzimas
atipicas de la PKC (Anastassiadis et al., 2011). Por lo tanto, la mayor
inhibicion por 1 pM de G06-6976 del efecto del ATP sugiere una
contribucion importante de la PKC-a en el proceso de desensibilizacion
del H3R445, aunque se requieren analisis adicionales para confirmar esta

posibilidad.

Aunque parece probable la fosforilacion mediada por PKC del hH3R44s,
no se pueden descartar efectos indirectos. La desensibilizacion
homologa de un GPCR se desencadena por la fosforilacion mediada por
las GRKs de receptores activados, y la fosforilacion por PKC induce la
translocacién de GRK2 del citosol a la membrana plasmatica y reduce la

inhibicion ténica por la calmodulina (Penela et al., 2003). En relacion a lo
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anterior, recientemente nuestro laboratorio mostr6 que las GRKs 2/3
participan en la desensibilizacibn homodloga del hH3R44s (Osorio-
Espinoza et al.,, 2014); por lo tanto, un mecanismo adicional para la
desensibilizacion heterdloga del hH3R445 mediado por PKC seria una

accion indirecta implicando la fosforilacion de GRK2.

La fosforilacion del receptor produce cambios conformacionales que
afectan su interaccion con las proteinas G, y por lo tanto la sefializacion
intracelular, ademas de promover la unién de B-arrestinas y la
consecuente endocitosis dependiente de clatrina (Moser et al., 2010). La
incubacion de las células CHO-K1-hH3R445 con TPA o ATP resulté en
una reduccién significativa en los sitios de unién de [°*H]-NMHA en
células intactas, y nuestros datos indican que este efecto se debe a la
internalizacion del receptor y no a una disminucién en la afinidad por el
agonista empleado como radioligando. Se ha mostrado que la
desensibilizacion homologa del hH3Ra445 involucra internalizacion del
receptor en células CHO-K1 y HEK-293 (Osorio-Espinoza et al., 2014;
Shi et al., 2012), con una reduccion de los receptores de la superficie
celular de ~50%. Por lo tanto, la reduccion de las respuestas funcionales
mediadas por el hH3R445 después de la activacion de la PKC puede
explicarse tanto por el bloqueo de la interaccion receptor/proteina G

como por la internalizacion del receptor.

En las células CHO, la exposicion a TPA resulta en la fosforilacion y
desensibilizacion de los receptores a histamina H; y a opioides p
(Fujimoto et al., 1999; Feng et al., 2011), y en las células HEK-293 la
fosforilacion de los receptores D, mediada por la PKC disminuye la
potencia de la dopamina enddgena para inhibir la formacion de AMPc
inducida por forskolina, sin efecto en la eficacia (Namkung et al., 2004).
Sin embargo, analisis posteriores mostraron que la desensibilizacion
heteréloga mediada por PKC disminuia la densidad del receptor D, asi
como su eficacia (sin cambio aparente en la potencia agonista) para
estimular la unién de [**S]-GTPyS (Namkung et al., 2009), como se

muestra aqui para el hH3R445. Se requieren mas estudios para obtener
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una visibn mas profunda de los mecanismos moleculares de la

desensibilizacion heteréloga del H3R.

Nuestros datos indican que la desensibilizacién heterdloga de los H3R
nativos podria por lo tanto ocurrir en neuronas que expresan a estos
receptores y a un segundo receptor acoplado a la PLC. Ejemplos de esta
condicién son las propias neuronas histaminérgicas localizadas en el
ndcleo tuberomamilar y que expresan receptores a orexina (Haas et al.,
2008), las neuronas espinosas de médula espinal que poseen
receptores NK1 y muscarinicos M; (Lin et al., 2004; Shen et al., 2005;
Blomeley et al., 2009) y las neuronas localizadas en la capa de células
piramidales del hipocampo (CA1l) y en la corteza prefrontal que expresan
adrenoceptores a; (Szot et al., 2005; Luo et al., 2014). Se requieren mas
trabajos para abordar especificamente esta posible interaccion funcional

en los sistemas nativos.

El H3R se ha convertido en un blanco farmacolégico prometedor para el
tratamiento de varias alteraciones neurologicas (Passani et al., 2011,
Berlin et al., 2011; Tiligada et al., 2011). Anteriormente se mostré que el
hH3R445 expresado en células CHO-K1 experimenta desensibilizacion
homologa (Osorio-Espinoza et al., 2014), y en esta tesis proporcionamos
evidencia de desensibilizacion heter6loga mediada por la PKC en el
mismo sistema celular. Estos datos indican que la desensibilizacion del

receptor debe considerarse en el uso de drogas que actian en el HzR.
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1.8 Conclusién

El receptor a histamina Hz humano de 445 amino acidos experimenta

desensibilizacion heteréloga mediada por la PKC.
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Densidad y sefalizacion del receptor Hz en el hipocampo de la

rata en un modelo de Diabetes Mellitus |
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Resumen

La diabetes mellitus tipo | (DM-I) es una enfermedad metabdlica
compleja con una produccion alterada de insulina e hiperglucemia. La
diabetes inducida por estreptozotocina (STZ) produce alteraciones
morfoldgicas y funcionales en el hipocampo de rata, como disminucion
de la plasticidad neuronal (proliferacion y neurogénesis), cambios
neuroquimicos y modificaciones en las vias de sefalizacion de la
insulina. El receptor a histamina Hs (H3R) se expresa abundantemente
en el hipocampo, donde regula la liberacion de la propia histamina,
acetilcolina, noradrenalina y glutamato. En ratas diabéticas, el contenido
de histamina y telemetilhistamina, su metabolito principal, aumenta en
todo el cerebro, e inferimos que el aumento de la transmision
histaminérgica contribuye a los déficits cognitivos en las ratas diabéticas.
El objetivo de este trabajo fue por lo tanto evaluar la densidad y la
funcion del HsR en el hipocampo de ratas Wistar hembras tratadas con
STZ. En las membranas de los sinaptosomas del hipocampo, que
contienen principalmente receptores pre-sinapticos, la densidad del H3R,
evaluada por la unién de [*H]-NMHA, aumenté significativamente en los
dias 7, 14 y 21 después del tratamiento con STZ (Bmax animales control:
dia 7, 159 + 2 fmol/mg proteina; dia 14, 213 + 4; dia 21, 166 * 6; Bnax
animales tratados: dia 7, 263 + 32; dia 14, 810 + 30; dia 21, 1231 + 23).
En membranas de todo el tejido hipocampal (receptores totales), la
densidad del HzR también fue significativamente mayor (Bmax animales
control: 384 + 34 fmol/mg de proteina (promedio de los 7, 14 y 21 dias);
animales tratados: dia 7, 663 £ 56; dia 14, 825 *+ 82; dia 21, 1150 + 110).
En condiciones normales, la activacion de los HzRs no modifico la
liberacién de [*H]-glutamato en rebanadas del hipocampo, pero en la
condicion de DM-I, inhibi6 de manera significativa la liberacion del
neurotransmisor a los 14 y 21 dias post-induccion con STZ. Los H3R se
acoplan a proteinas Gaj, Yy activan varias vias de sefalizacion,
incluyendo las cinasas activadas por mitégenos (MAPKs) y la via
Akt/GSK-3a/B. En rebanadas del hipocampo de ratas tratadas con STZ,

la fosforilacion de ERK-1/2 inducida por activacion del HzR se atenuo
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significativamente de 168.4 + 18.8% de la basal a los 5 min a 52.3 + 3.4,
56.2 + 175y 546 + 2.7% a los 7, 14 y 21 dias después de la
administracion de STZ, respectivamente). La activacion del HzR (60 min)
incrementd la fosforilacion de Akt (Ser*™) a 253 + 25, 295 + 6 y 441 +
29% de los valores basales a los 7, 14 y 21 dias después de la
administracion de STZ, siendo estos valores significativamente mayores
gue los observados para las rebanadas de los animales control (163 *
11% de la basal). Estos resultados indican que la DM-I altera la densidad

y la sefializacion del H3R en el hipocampo de ratas hembras.
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Abstract

Diabetes Mellitus type | (DM-I) is a complex metabolic disease with
impaired insulin production and hyperglycemia. Streptozotocin (STZ)-
induced diabetes results in morphological and functional alterations in the
rat hippocampus, such as decreased neuronal plasticity (proliferation and
neurogenesis), neurochemical changes and modifications in insulin
signaling pathways. The histamine Hs receptor (HsR) is abundantly
expressed in the hippocampus, where it regulates the release of
histamine, acetylcholine, noradrenaline and glutamate. In diabetic rats,
the content of histamine and telemethyl-histamine, its main metabolite,
increases throughout the brain, and we inferred that increased
histaminergic transmission contributes to cognitive deficits in diabetic
rats. The aim of this work was therefore to evaluate the H3R density and
function in the hippocampus of STZ-treated female Wistar rats. In
membranes from hippocampal synaptosomes, which contain mainly
pre-synaptic receptors, HsR density, evaluated with [°H]-NMHA binding,
increased significantly on days 14 and 21 after STZ treatment (Bmax
control animals: day 7, 161 + 2 fmol/mg protein; day 14, 213 + 4; day 21,
163 + 4; Bmax treated animals: day 7, 263 £ 32; day 14, 810 + 30; day 21,
1231 £ 23). In membranes from the whole hippocampus (total receptors),
H3R density was also significantly higher (Bmnax control animals: 285 + 34
fmol/mg protein; treated animals: day 7, 663 * 56; day 14, 825 + 82; day
21, 1150 + 110). The increase in HzR density also resulted in a
modulation of glutamatergic transmission. Under normal conditions, H3R
activation failed to modify [°H]-glutamate release from hippocampal
slices, whereas in slices from diabetic animals reduced the release of the
neurotransmitter at 14 and 21 days post-induction with STZ. H3Rs couple
to Gaj, proteins and trigger several signaling pathways, including the
activation of the MAPK and Akt/GSK-3a/f pathways. In hippocampal
slices from STZ-treated rats, ERK-1/2 phosphorylation induced by the
H3R agonist immepip (1 pM) was significantly attenuated, with maximum
phosphorylation (168.4 + 18.8% of basal at 5 min) reduced to 52.3 + 3.4,
56.2 £ 175 and 54.6 £ 2.7% at 7, 14 and 21 days after STZ
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administration, respectively. HsR activation (60 min) increased Akt
phosphorylation (Ser*’®) to 253 + 25, 295 + 6 and 441 + 29% of basal
values at 7, 14 and 21 days after STZ administration, these values being
significantly higher than those observed for the slices of the control
animals (163 = 11% of basal). These results indicate that the DMI alters

HsR density and signaling in the hippocampus of female rats.
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2.1 Antecedentes

Existe evidencia que ademas de sus acciones periféricas, la insulina
produce efectos directos en las células del sistema nervioso central
(SNC). Numerosos datos clinicos y experimentales indican que esta
hormona podria estar implicada en algunas enfermedades
neurodegenerativas, en las que sus acciones en el SNC se encontrarian
alteradas (Laron et al. 2009). El receptor a insulina esta presente en
todas las regiones del SNC, mayoritariamente en las neuronas (pre- y
post-sinapticamente), pero también en la glia (Schwartz et al. 1992). Su
distribucién regional no es uniforme, siendo més abundante en la
corteza, el cerebelo, el hipocampo, el hipotalamo, la amigdala y el bulbo

olfatorio (Schulingkamp et al. 2000).

Los mecanismos moleculares por los cuales la insulina ejerce sus
acciones en el SNC son los mismos que en los tejidos periféricos:
cuando la hormona se une a sus receptores, éstos se autofosforilan e
inducen vias de sefalizacién que se activan en paralelo. Una de ellas
conduce a la estimulacion de las cinasas PI3K (3-cinasa de fosfatidil-
inositol) y Akt, y otra via, mediante las proteinas Shc y ras, estimula a las
cinasas de proteina activadas por mitdgenos (MAPKSs). Se ha sugerido
gue la insulina tiene efectos en funciones cognitivas como la memoria y
el aprendizaje, y por ello se han estudiado en particular la corteza
cerebral y el hipocampo. En este sentido, la inyeccion directa de la
insulina en el hipocampo dorsal de ratas facilita la memorizacion de

tareas sencillas (Babri et al. 2007).

El contenido de receptores de insulina es variable, su nimero aumenta
en células de respuesta al metabolismo energético (Matthaei et al.
2000). GLUT4 es uno de los transportadores que presenta alta afinidad
por la glucosa y se expresa en aquellos tejidos sensibles a la insulina,
como el musculo esquelético, el tejido adiposo o el corazén. Actualmente
se sabe que la insulina estimula la incorporacién del GLUT 4 a la
membrana plasmatica a partir de vesiculas intracelulares, incrementando

de 10 a 20 veces el transporte de la glucosa (Mastick et al. 1994; Suh et
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al. 2005). Cuando existe una deficiencia de insulina, la glucosa se
acumula en el torrente sanguineo en lugar de ser transportada al interior
de las células. Esta acumulacibn se denomina hiperglucemia: el
organismo es incapaz de utilizar la glucosa para obtener energia, lo que
origina la sintomatologia de la Diabetes Mellitus, DM (Schroeder et al.
2005). En el curso de la DM se producen alteraciones en diversos
organos periféricos, y aunque la enfermedad nunca ha sido considerada
como una patologia neurolégica, actualmente se acepta que algunas
funciones del SNC también pueden ser afectadas, y se ha propuesto el
término “encefalopatia diabética” para denominar al conjunto de
alteraciones cerebrales asociado a la DM (Ziegler et al. 2010). Sin
embargo, los posibles deterioros cognitivos en los pacientes diabéticos

no son sujetos de estudio y raramente son mencionados o discutidos.
2.1.1 Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus (DM) se caracteriza por la hiperglucemia que
conduce al desarrollo de graves complicaciones (Polonsky et al. 2012;
Zimmet et al. 2016). A pesar de los numerosos esfuerzos para controlar
la incidencia de este trastorno metabolico, en las ultimas décadas se ha
observado un aumento repentino en todo el mundo. Actualmente, la DM
tipo | (DM-1) y la DM tipo Il (DM-II) son los tipos prevalentes. La DM-I,
gue también se conoce como DM dependiente de insulina, se debe a un
deterioro en la regulacion de la glucosa sanguinea por la destruccion
total de las células B productoras de insulina, mientras que la respuesta
insuficiente o nula a la insulina se atribuye a la patogénesis de la DM-II.
La Federacion Mundial de la Diabetes informé que la poblacion diabética
aumentara de 415 millones en 2015 a 642 millones en 2040 (Zimmet et
al. 2016).

Cabe destacar que cualquier defecto en la regulacién de la insulina en la
sangre también desencadena desérdenes metabdlicos de carbohidratos,
grasas Yy proteinas que conducen a un estado de hiperglucemia
(American Diabetes Association 2014). La secrecion de insulina es

estimulada principalmente por la glucosa; sin embargo, otros factores
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como los amino &cidos, los &cidos grasos, la acetilcolina, el polipéptido
activador de la adenilato ciclasa pituitaria (PACAP), el polipéptido
insulinotrépico dependiente de la glucosa (GIP) y el péptido similar al
glucagon-1 (GLP-1) también participan en la regulacion de la liberacion
de insulina (Bratanova-Tochkova et al. 2002). La sed, la polidipsia, la
pérdida de peso, la poliuria y la vision borrosa son algunos de los
sintomas comunes de la DM; en casos graves, la hiperglucemia junto
con la cetoacidosis o las condiciones hiperosmolares no cetéticas son

prevalentes.

La retinopatia, la nefropatia y la neuropatia diabética son las principales
complicaciones de la DM. Se ha reportado que estas complicaciones se
deben a los productos finales de glucosilacién avanzada (AGE), un
grupo heterogéneo de moléculas generadas por reacciones no
enzimaticas de glicacion y de oxidacion de proteinas, lipidos y acidos
nucleicos modificados post-transcripcionalmente, y pueden sintetizarse
en exceso durante condiciones hiperglucémicas. Los niveles elevados
de AGE alteran los mecanismos de defensa de las células 3 y ayudan a

su destruccion (Vlassara y Uribarri et al. 2014).

El receptor de los productos finales de glicaciéon avanzada (RAGE) es un
receptor multiligando perteneciente a la superfamilia de las
inmunoglobulinas, que se expresa de manera constitutiva en una amplia
gama de células adultas diferenciadas, como cardiomiocitos, neuronas,
neutréfilos, monocitos/macréfagos, linfocitos, células dendriticas y
células endoteliales vasculares, entre otras, y es considerado un
receptor de reconocimiento de patrones por su capacidad para detectar
estructuras tridimensionales en lugar de secuencias especificas de
amino acidos (Grossin et al. 2009; Kiedorf y Fritz 2013). Ademas de los
AGE, los ligandos que son reconocidos por el RAGE son el péptido
B-amiloide, la proteina de alta movilidad del grupo de caja 1 (HMGB],
llamada también anfoterina), proteinas del grupo S100, productos

avanzados de oxidacion de proteinas, C3a, integrinas-f2 Mac/CD11b,
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lipopolisacéaridos y fosfatidilserina en la superficie de células apoptéticas
(Ramasamy et al. 2005; Lee y Park 2013).

La interaccion del RAGE con sus ligandos induce la activacion del factor
de transcripcion NF-kB a través de diversas vias de transduccion de
sefiales intracelulares, incluyendo la via de las MAPKs/ERKSs, p38, la
NADPH oxidasa, las cinasas c-Jun N-terminal (IJNKs), p21/RAS,
GTPasas Rac y Cdc42 (Ramasamy et al. 2005). La translocacion del
NF-kB del citoplasma al nucleo, y su accion en el ADN induce la
produccion de moléculas de adhesion, citocinas y quimiocinas, entre
otros efectos (Herold et al. 2007; Yan et al. 2009). Ademas de inducir
vias de sefializaciéon, la molécula per se actia como receptor de otras
moléculas en el endotelio y permite la extravasacion y la infiltracién de
leucocitos a los tejidos, aumentando el fendmeno inflamatorio (Orlova et
al. 2007). Otros estudios muestran que la union de los ligandos a RAGEs
activan al complejo multiproteico NADPH encargado de producir
especies reactivas de oxigeno (ROS) y promover la sintesis de mas
AGEs, desencadenando asi mecanismos de lesion celular (Guimaraes et
al. 2010; Zhang et al. 2006; Bierhaus et al. 2001). Notablemente, los
AGE no sélo destruyen las células productoras de insulina sino que
también desarrollan resistencia a la insulina, un sintoma principal de la
DM-II (Nowotny et al. 2015).

La insulina y otros agentes hipoglucémicos exdgenos se han empleado
para controlar el nivel de glucosa en la sangre. El trasplante de células
de pancreas o islotes es también una opcidn; sin embargo, este enfoque
es limitado debido a la falta de donantes y las complicaciones
quirdrgicas y post-quirdrgicas asociadas (Bouwens et al. 2013). La
terapia basada en células madre se considera una opcion promisoria
para la DM y las complicaciones diabéticas debido a su diferenciacion
multilinaje y su potencial de regeneracion (Seo et al. 2017; Hussien et al.
2017; Wang et al. 2017).
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2.1.2 Expresién del H3R en el sistema nervioso central (SNC)

El H3R acoplado a proteinas Gaj,, Se expresa principalmente en las
neuronas, y se diferencia de los otros subtipos de receptores de
histamina (Hi, Hz y Hg) por su ubicacion predominantemente
pre-sinaptica, que le permite regular la liberacion de varios
neurotransmisores, incluida la acetilcolina, la dopamina, el glutamato, la
noradrenalina, la serotonina y la propia histamina (Schlicker et al. 1988,
1989; Clapham y Kilpatrick, 1992; Schlicker et al. 1993; Brown vy
Reymann 1996). Existe evidencia que el HzR se expresa también
post-sinapticamente (Ellenbroek y Ghiabi 2014), y por ejemplo en las
neuronas estriatales regula la sefializacion de los receptores a dopamina
D1 y D, (Ferrada et al. 2008; Brabant et al. 2009). Experimentos en
ratones con abolicién de la expresion del receptor (HsR”") muestran que
el H3R regula numerosas funciones como la actividad locomotora, la
percepcion del dolor, la ingesta de alimentos, la memoria, el ritmo
circadiano, y la cognicién (Schneider et al. 2014). La deficiencia del H3R
reduce el comportamiento adictivo en los modelos de consumo de
alcohol, lo que probablemente se debe a la funcidon inhibitoria de la
recompensa debido a una mayor liberacion de histamina. Estos modelos
sugieren también que a diferencia de los otros tres subtipos de
receptores a histamina, el HzR no desempefia una funcién importante en

los procesos inmunolégicos y la inflamacion (Neumann et al. 2014)

Estudios in vitro e in vivo indican un potencial uso terapéutico de los
ligandos del HsR, y han llevado también al reconocimiento de la
heterogeneidad del receptor (Leurs et al., 1998). Los ensayos de unién a
radioligandos y estudios funcionales han proporcionado evidencia de la
existencia de subtipos o isoformas del H3R (West et al. 1990; Cumming y
Gjedde 1994; Jansen et al. 1994; Schworer et al. 1994; Leurs et al. 1996;
Schlicker et al. 1996; Harper et al. 1999).

Desde que el H3R fue descrito por Arrang en 1983, los subsecuentes
estudios electrofisiologicos y de liberacibn de neurotrasmisores,

muestran que el H3R se localiza en las terminales de los axones de las
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neuronas histaminérgicas y no histaminérgicas (Arrang et al. 1983).
Estudios electrofisiolégicos muestran que el H3R también se encuentra
somadendriticamente en las neuronas histaminérgicas (Stevens et al.
2001), y la autorradiografia con [*H]-R-a-metilhistamina en el cerebro de
la rata (Pollard et al. 1993) mostr6é una alta densidad de unién en el area
perimamilar del hipotalamo, es decir, en el area de los cuerpos celulares
histaminérgicos descritos previamente por Pollard y Schwartz (1987).
Otras areas del cerebro, como la corteza cerebral, el neoestriado y el
hipocampo, muestran un alto grado de unién, y en la mayoria de las
regiones del tallo cerebral, el cerebelo y la médula espinal se
encontraron bajos grados de union (Pollard et al. 1993). Un patron
similar de distribucién del H3sR se observé con otros radioligandos como
[*H]-S-metil-tioperamida (Yanai et al. 1994), [**°I]-yodoproxifan (Ligheau
et al. 1994), [**I]-yodofenpropit (Jansen et al. 1994) y [*®F]-ST889
(Selivanova et al. 2012). La distribucion del H3R se ha estudiado en el
cerebro de los humanos (Anichtchik et al. 2001; Jin et al. 2002; Jin and

Panula 2005) y de ratones (Chazot et al. 2001), con resultados similares.

Por otra parte, los estudios de hibridacion in situ muestran niveles muy
altos del ARNm del H3R en la corteza (principalmente en la capa V, con
menor expresion en las capas superficiales), el hipocampo (capas
piramidales del cuerno de Ammon CAl1 y CAS3 ventral), el caudado y el
putamen. También se observa una alta expresion del ARNm en el nicleo
olfatorio anterior, la amigdala, el cerebelo, el talamo (principalmente en
los nudcleos sensoriales e intralaminares) y algunos nucleos
hipotalamicos, en particular el ndcleo tuberomamilar, donde se
encuentran las neuronas histaminérgicas. Una expresion baja o
moderada del ARNm se observa en la habénula y en la zona incerta; y la
expresion es muy baja en el globo palido, la sustancia negra y la
sustancia innominada (Tardivel-Lacombe et al. 2000; Pillot et al. 2002;
Sallmen et al. 2003).

El andlisis por RT-PCR de la expresion de las isoformas de 445 y 365

amino acidos del HzR en el cerebro humano indica altos niveles en
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cerebelo y el caudado; moderados en el hipotalamo y el talamo;
expresion baja en la SN, hipocampo, la corteza prefrontal, el cuerpo
calloso y la amigdala; y niveles muy bajos en la médula espinal (Bongers
et al., 2007). En este mismo sentido Leurs y cols. (2001) reportaron la
existencia del DNA complementario (cDNA) de al menos tres isoformas
funcionales del H3R en la rata (Hsa, Hsg ¥ Hsc), que se generan como
resultado de un empalme alternativo. Las isoformas Hsa, Hsg Yy Hac
varian en la longitud de su tercera asa intracelular, y los receptores Hsg y
Hic carecen de 32 y 48 amino acidos respectivamente. Las tres
isoformas activan diferencialmente las vias de sefalizacion de las
adenilato ciclasas y MAPKs, y se describié una expresion diferencial de

las isoformas.

Una vez que el H3R fue clonado (Lovenberg et al. 1999), fue posible
comparar la union del HszR con la expresion del ARNm. Se ha
encontrado una expresiéon del ARNm moderada a alta en oposicion a la
unién baja en el locus coeruleus y los nucleos de rafé. Una combinacion
de alta expresion del ARNm del H3R y una baja union también es tipica
de las células piramidales de las regiones CA1 y CA3 del hipocampo y
las células cerebelosas de Purkinje, lo que sugiere que el HzR se
encuentra en las terminaciones nerviosas, y no en el pericaria celular.
Para el nucleo tuberomamilar se describié una situacion diferente, union
y expresion del RNAm muy altas, indicando la presencia de receptores
HsRs somatodendriticos en esta area del cerebro y de receptores

presinépticos en las terminales histaminérgicas (Pillot et al. 2002).

2.1.3 Histamina y diabetes

La histamina esta involucrada en una amplia variedad de eventos
fisiopatolégicos  relacionados  principalmente  con respuestas
inflamatorias mediante los cuatro receptores descritos (Hi4). En la
década de los 1950 se realizaron los primeros estudios relacionados con
la histamina y la DM. Como se describié anteriormente, los mastocitos
contienen histamina. El dextrano, cuando se inyecta por via

intracutanea, produce la ruptura de los mastocitos en el sitio de la
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reaccion de la piel (Beraldo et al. 1962). En experimentos in vitro, la
inyeccién intravenosa de dextrano produce un incremento en la
liberacion de histamina de la piel de ratas (Halpern y Briot, 1952). En un
modelo de Diabetes experimental inducida por alloxan, la inyeccion
intravenosa de dextrano, resulté en una significativa inhibicion de la
liberacion de histamina. El pretratamiento con insulina restaurd la
capacidad de estas ratas para responder de una manera normal a la
liberacion de histamina inducida por dextrano (Goth et al. 1957). En 1989
Gill y cols. reportaron un aumento en el contenido de histamina en el
plasma y los leucocitos de pacientes con DM | y Il, que contribuia a la
patogénesis del aumento de la permeabilidad endotelial. Desde
entonces, la participacion de la histamina en la DM se ha relacionado
con sus propiedades vasoactivas y el aumento de la permeabilidad
vascular correlacionadas con las complicaciones microvasculares. Estos
hallazgos concuerdan con estudios in vivo que muestran un aumento en
los niveles de histamina en el plasma, rifion, cerebro, pulmén, corazon,
pancreas e intestino en un modelo de diabetes experimental en roedores
(Gill et al. 1989; Fogel et al. 1990).

Otros reportes evidencian un desequilibrio entre la sintesis y la
degradacion de la histamina en la DM, con una sintesis cada vez mayor
y un catabolismo disminuido simultAneamente (Kahlson et al. 1967;
Levine et al. 1969; Orlidge et al 1982; Hollis et al. 1893), debido a la
disminucién significativa de la actividad de la diamina oxidasa (DAO)
intestinal (Fogel et al. 1990), y el aumento de la actividad de la histidina
descarboxilasa (HDC) en diversos tejidos (Gill et al. 1990). Estos
reportes estan intimamente relacionados con el hallazgo reciente que
muestra que la ausencia de histamina endégena en ratones NOD HDC™
(un modelo animal de DMI espontanea) reduce la incidencia de DM en
relacion con su homodlogo nativo, con disminucion ademas en la
circulacién de interleucina 12 e interferén y (IL-12/IFN-y), lo que sugiere
gue la histamina modula principalmente el entorno inflamatorio (Alkan et
al. 2015).
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Bajo ciertas circunstancias, como la DM o el estrés, la sintesis de la
histamina en la aorta propicia aterogénesis, que consiste en el depdsito
e infiltracion de sustancias lipidicas en las paredes de las arterias
originando una reaccion inflamatoria y la proliferacion de las células
musculares lisas de la pared (Orlidge et al. 1982). En ratas diabéticas la
administracion de insulina reduce significativamente los niveles
plasmaticos de la histamina y su sintesis en la aorta (Hollis et al. 1985).
De manera interesante, en un modelo de DM inducida por STZ se
observa un aumento en el contenido de histamina en los islotes
pancreaticos, lo que apoya fuertemente la hipétesis de la interconexion

entre la histamina y el estado glucémico (Azevedo et al. 1990).

Datos recientes proporcionan la primera evidencia del potencial efecto
diabetogénico del HsR expresado en las células MING, una linea celular
derivada de células B de los islotes pancreaticos de ratén, donde el
receptor inhibe la secrecidn de la insulina asociada con altos niveles de
glucosa y posiblemente la proliferacion de las células B (Nakamura et al.
2014). Por otra parte, se ha reportado la expresion del HsR en células
pancreaticas a, y su activacion inhibe la secrecion de glucagon al inhibir
un aumento en la concentracién intracelular de Ca?*. Ademas el
immepip, un agonista selectivo del H3R, disminuye la concentracién de
glucagoln en suero en ratas. Estos resultados sugieren que HzR modula
la secrecidon de glucagon de las células pancreaticas a (Nakamura et al.
2015). Aunque la patogenia de la DM se centra en la resistencia a la
insulina y la disfuncion de las células beta, la funcidn de las células alfa
incrementada de manera inadecuada y la  consiguiente
hiperglucagonemia se han reconocido como contribuyentes de la
hiperglucemia en pacientes diabéticos, al estimular la produccion de
glucosa hepética (Unger et al. 1970, Godoy-Matos et al. 2014). De
hecho, en pacientes con DM-Il, se han reportado concentraciones
elevadas de glucagon en ayunas, asi como la alteracion de la supresion
del glucagon inducida por la glucosa y una interrupcion de la interaccion

insulina-glucagon en el periodo posprandial, a diferencia de los sujetos
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sanos que presentan glucagon plasmatico y concentraciones de insulina

inversamente relacionadas en el estado posprandial (Menge et al. 2011).

El HsR desempefia un papel critico en las funciones reguladoras
homeostaticas, como el control de la ingesta de alimentos y el
mantenimiento del peso corporal (Hancock et al. 2005). Se ha mostrado
gue el clobenproprit, antagonista/agonista inverso del HzR, aumenta la
liberacion de histamina en el hipotdlamo y reduce la absorcion de
energia en ratones normales y resistentes a la leptina con obesidad
inducida por la dieta (Ishizuka et al. 2008). Algunos antagonistas del H3R
recientemente sintetizados han sido probados en modelos de animales
diabéticos, mostrando efectividad en la reduccion de los niveles de
glucosa sin ayuno, al bloquear significativamente el aumento de la

hemoglobina glicosilada, HbA1 (Lazewska y Kiec-Knonowicz 2018).

Ademas, en ratones con obesidad inducida por dieta, la administracion
cronica del agonista imetit disminuye el apetito y el peso corporal,
reduciendo la grasa corporal, las concentraciones plasméticas de leptina
e insulina y el contenido hepatico de triglicéridos (Yoshimoto et al. 2006).
De manera opuesta, el agonista proxifan reduce las fluctuaciones de
glucosa a corto plazo (variabilidad glucémica) en ratones mediante el
aumento en los niveles de insulina en plasma, sin afectar los niveles
plasmaticos de glucagon (Henry et al. 2011). Estos resultados
proporcionan evidencia de la funcién del HzR en la homeostasis
energética y sugieren un potencial uso terapéutico de los agonistas del

HsR en el tratamiento de la obesidad y la DM.
2.1.4 Neuropatia diabética e histamina

La neuropatia diabética es la complicacion mas comun en pacientes con
DM | y Il, y se clasifica ampliamente como una complicacion
microvascular de la DM. Se define como la presencia de sintomas y/o
signos de disfuncion del sistema nervioso periférico en pacientes
diabéticos después de la exclusion de otras causas (Boulton 2012). Los

sintomas clinicos de la neuropatia diabética se pueden dividir en
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positivos y negativos segun las fibras nerviosas afectadas (Yagihashi et
al. 2007). Los pacientes que presentan sintomas positivos desarrollan
sensaciones anormales, frecuentemente alodinia (sensaciones
dolorosas a estimulos inocuos) e hiperalgesia (sensibilidad aumentada a
estimulos dolorosos), mientras que los pacientes con sintomas negativos
pueden experimentar pérdida sensorial que conduce a la ulceracion y
amputaciéon de los pies (Callaghan et al. 2012). Se ha reportado que
algunos pacientes diabéticos experimentan dolor y pérdida sensorial al

mismo tiempo (Mixcoatl-Zecuatl y Calcutt 2013).

La histamina se libera por los mastocitos cuando los tejidos se inflaman
o al ser estimulados por alérgenos (Benditt et al. 1995; Rowley et al.
1956), y una vez liberada induce prurito desencadenado por la excitacion
de un subconjunto de fibras C amielinicas (Tani et al. 1990). En relacion
a ello, desde 1930 se ha evaluado la respuesta de la aplicacion
intradérmica de la histamina en las complicaciones de la diabetes en la
piel (Aronin et al. 1987). Pero fue hasta 1991 que Schwartz y cols.
reconocieron por primera vez la participacion de la histamina en la
transmision del dolor. A la fecha numerosos reportes sefalan a la
neurotransmision histaminérgica como un factor importante en el control
del dolor (Schwartz 1991; Onodera et al 1994; Mobarakeh et al. 2000;
Mobarakeh et al. 2006). De hecho, se ha descrito que los pacientes
diabéticos son menos sensibles a la histamina y a otros mediadores de

la inflamacion neurogénica, como la sustancia P (Aronin et al. 1987).

El ARNm del H1R se ha detectado en las neuronas inmunorreactivas a la
sustancia P y se ha mostrado que la histamina regula la liberacion del
péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) junto con la
sustancia P y la neurocinina A en la articulacién de la rodilla de la rata o
en el fluido cerebro espinal (Bileviciute et al. 1994). Una vez liberados,
estos neuropéptidos inducen a su vez la liberacion de la histamina de los
mastocitos adyacentes. Asi, se establece un puente bidireccional entre
la histamina y los neuropéptidos en la inflamacién neurogénica (Rosa y

Fantozzi 2013). Ademas, se ha reportado la expresion del H;R y/o H3R

62



en las neuronas inmunorreactivas al CGRP, el cual junto con la
sustancia P, estan involucrados en la transmision del dolor (Kashiba et
al. 1999). Estos hallazgos sugieren que la histamina y el CGRP pueden

actuar sinérgicamente en la percepcion del dolor inflamatorio.

Se ha reportado que la histamina modula la nocicepcion a través de los
cuatro tipos de receptores, H;R (Mobarakeh et al. 2000; Oluyomi et al.
1991; Malmberg-Aiello et al. 1998; Farzin et al. 2002), H,R (Oluyomi et
al. 1991; Lamberti et al. 1996; Farzin et al. 2002), H3R (Lamberti et al.
1996; Farzin et al. 2002) y H4R (Coruzzi et al. 2007; Smith et al. 2007;
Hsieh et al. 2010; Shin et al. 2012; Galeotti et al. 2013; Sanna et al.
2015). Pero fue hasta el afio 2014 que Gilron y Dickenson reportaron
una base de datos con nuevas drogas emergentes para el dolor
neuropatico que han alcanzado ensayos clinicos de Fase Il o lll, y que
incluye a los antagonistas del H3R.

Sin embargo, solo existe un reporte del efecto antinociceptivo del HzR en
un modelo diabético (Hasanein 2011). Este trabajo muestra que la
administracion sistémica de immepip, agonista selectivo del H3R, revirtid
la hiperalgesia inducida por formalina en ratas con DM inducida por STZ.
Este efecto podria asociarse tanto con la activacion periférica del H3R,
que resulta en reduccion de la liberacion de péptidos inflamatorios, y la
activacion central del H3R, que conduce a la inhibicion de la transmision
del dolor (Delaunois et al. 1995; Ohkubo et al. 1995; Imamura et al.
1996; Nemmar et al. 1999; Cannon et al. 2007). De acuerdo con lo
anterior, la administracion sistémica (subcutanea e intratecal) de
immepip produce antinocicepcion robusta en ratas en una prueba
mecanica (pinzamiento de la cola), pero no alter6 las respuestas
nociceptivas en una prueba térmica (sacudida de la cola), y en ratones el
immepip no afecta la sensibilidad mecanica o térmica (Cannon et al.
2003). Esta discrepancia puede explicarse por la observacion que el HzR
se expresa como autorreceptor y como heterorreceptor, inhibiendo la
liberacion de la propia histamina y de otros neurotransmisores (Nieto-

Alamilla et al. 2016). De hecho, se ha mostrado que la histamina

63



desempefia un papel importante en la neuropatia autbnoma, y Rhind y
cols. (1987) reportaron que los pacientes diabéticos con neuropatia
autondmica tienen una respuesta exagerada a la broncoconstriccion

inducida por histamina.

Una estimulacion directa de la contraccion del musculo liso bronquial
combinada con reflejos mediados por el nervio vago, después de la
estimulacién de receptores irritantes de adaptacion rapida y de las fibras
C, ha sido sugerida como el mecanismo subyacente a la
broncoconstriccion inducida por la histamina, mientras que el estado de
contraccion o relajacion del muasculo liso en las paredes bronquiales, que
regula el calibre de las vias aéreas (tono broncomotor), esta controlado
principalmente por el sistema parasimpatico (Engel et al. 1992). Por lo
tanto, la respuesta exagerada a la histamina en los pacientes diabéticos
podria deberse al dafio autondmico generalizado de las vias
respiratorias parasimpaticas y simpaticas o alternativamente, a la
hipersensibilidad a la denervacion (Irvin et al. 1978; Nadel et al. 1980;
Coleridge et al. 1983). Sin embargo, a pesar de las observaciones
anteriores, el papel de la histamina en la neuropatia autbnoma esta lejos

de esclarecerse.
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2.2 Planteamiento del problema

En los pacientes con DMI disminuye el niamero de dendritas en la
materia gris, sugiriendo que la hiperglucemia persistente y la
hipoglucemia aguda severa tienen impacto en la estructura del cerebro
(Musen et al. 2006). En ratas hiperglucémicas por administracion de
estreptozotocina se ha mostrado la presencia de modificaciones en el
hipocampo: alteraciones anatomicas, disminucion de la plasticidad
neuronal (proliferacion y neurogénesis), cambios neuroquimicos Yy
alteraciones en las vias de sefializacién de la insulina (Kamal et al. 2000;
Stranahan et al. 2007).

El H3R se expresa de manera abundante en el hipocampo, donde regula
la liberacién de histamina, acetilcolina, noradrenalina y glutamato. En
consecuencia, antagonistas del H3R, como la tioperamida, han sido
utilizados para reducir el deterioro del aprendizaje en ratones,
aumentando la liberacién de neurotransmisores que intervienen en los
procesos cognitivos, en particular de la acetilcolina (Eastwood et al.
2012; Zhang et al. 2013; Masini et al. 2017).

El HsR se expresa en la membrana apical de las células del tubulo
colector del rifion de la rata, y los animales diabéticos con dafio renal
muestran niveles significativamente elevados del H3R (Pini et al. 2015),
sin establecerse si este efecto tiene una implicacion compensatoria o
patoldgica en la nefropatia diabética. Ademas, en relacién con el capitulo
| de esta tesis, referido a la desensibilizacion heteréloga del hH3R445
expresado en células CHO-K1, en la linea celular OK (porcion proximal
de los tubulos renales de la zarigtieya) el receptor a dopamina D; (D1R)
experimenta desensibilizaciéon heteréloga inducida por la insulina
(Banday et al. 2007).

La insulina potencia la actividad de la PKC de manera dependiente de la
PI3K, induciendo la translocacion de GRK2 a la membrana y
aumentando la fosforilacion del D;R, lo que resulta en cambios en los

sitios de unién al D;R, y conduce finalmente a la pérdida de la afinidad
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por agonistas y del acople a proteinas G. Asi, la insulina puede activar a
la PKC y la fosforilacion por la PKC de GRK2 induce su activacion y
translocacién a la membrana plasmética (Chuang et al. 1995; Kanzaki et
al. 2004), donde puede fosforilar GPCRs.

La DM-I es una enfermedad metabdlica compleja con una produccién de
insulina alterada. En ratas diabéticas se ha determinado un aumento del
35% en el contenido de histamina en todo el cerebro, excepto en el
hipotalamo y el cerebelo, asi como en los niveles de tele-metil-histamina,
el principal metabolito de la histamina en el SNC (Gill et al. 1998;
Nishibori et al. 1989). Estos estudios sugieren que la funcion de las
neuronas histaminérgicas podria verse alterada por la diabetes. Otros
reportes indican que a pesar del aumento de los niveles de histamina en
ratones diabéticos, no existieron cambios significativos en la densidad o
la afinidad de los receptores H; en la corteza frontal (Hirano et al. 2006).

Sin embargo, a pesar de que existen evidencias de alteracion en los
niveles de histamina y del H3R en ratones diabéticos, la relacion entre
las alteraciones neuronales causadas por los efectos neurotoxicos de la
hiperglucemia y los cambios en la funcion del HzR aun no ha sido
abordada. Inferimos que un aumento en la transmisién histaminérgica
puede contribuir al déficit cognitivo en ratas diabéticas, por lo que el
objetivo de este trabajo es determinar los posibles cambios en la
densidad del H3R en el hipocampo de ratas diabéticas y sus

implicaciones en la sefializacion del receptor.
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2.3 Hipotesis de trabajo

La expresion y la funcién de los receptores a histamina H; del
hipocampo de la rata se modifican en un modelo de Diabetes Mellitus |

en la rata.

2.4 Objetivos

2.4.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la Diabetes Mellitus en la densidad y funcion del
HsR en el hipocampo de la rata en un modelo de Diabetes Mellitus 1.

2.4.2 Objetivos especificos

1. Determinar el efecto de la Diabetes Mellitus experimental en la

densidad del H3R en el hipocampo de la rata.

2. Determinar el efecto de la Diabetes Mellitus experimental en la
regulacion por el HzR de la liberacion de glutamato en rebanadas

del hipocampo de la rata.

3. Determinar el efecto de la Diabetes Mellitus experimental en la
activacion por el HsR de las cinasas ERK-1/2 y Akt en el
hipocampo de la rata.
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2.5 Metodologia

2.5.1 Animales y protocolos.

Se utilizaron ratas (Wistar) proporcionadas por el Bioterio del Cinvestav.
Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo a los lineamientos
para el cuidado y uso de animales de laboratorio emitidos por los
Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos (Publicaciones NIH
No. 8023, revisada en 1978) y el Consejo Mexicano para el Cuidado
Animal, y fueron aprobados por el Comité de Cuidado de Animales del
Cinvestav. Se tuvo especial cuidado para minimizar el sufrimiento de los
animales y para usar solo la cantidad de animales necesaria para un

andlisis estadistico adecuado.

2.5.2 Induccién de la diabetes.

Se utilizaron ratas hembras (200-250 g) alojadas a 22 + 1°C con ciclos
de 12/12 h de luz/oscuridad y 50 + 5% de humedad. Los animales fueron
divididos en 4 grupos (6-7 ratas por grupo): 1) control; 2) diabéticas

semana 1; 3) diabéticas semana 2; y 4) diabéticas semana 3.

La diabetes fue inducida con la administracion de una dosis Unica de
estreptozotocina (STZ, 50 mg/kg, i.v.) en solucién de citratos (pH 6.0). A
las ratas control se les inyecté un volumen igual del vehiculo. Después
de 3 dias, se determind la glucemia utilizando un glucometro (OneTouch
Ultra). Los animales fueron considerados como diabéticos cuando la
glucemia fue mayor a 250 mg/dl. Los experimentos fueron realizados al
término de la primera, segunda y tercera semana después de la

induccién con STZ.

2.5.3 Preparacién de rebanadas del hipocampo.

Los animales se decapitaron, el cerebro se retird rapidamente del
craneo, se sumergidé en una solucion Krebs-Henseleit (KH) fria y se
obtuvieron cortes coronales (400 um de grosor) con un vibratomo (World

Precision Instruments). La composicion de la soluciéon de KH fue (mM):
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NaCl, 116; KCI, 3, MgS04, 1; KH,PO,, 1; NaHCOg;, 25; D-glucosa, 11,
pH 7.4 después de la saturacion con O, / CO; (95: 5% v: v). Para reducir

la excitoxicidad, no se afadié CaCl.,.
2.5.4 Preparacion de sinaptosomas.

Se utilizé el método descrito por Cristévao-Ferreira et al. (2009). Las
rebanadas del hipocampo de 3 ratas se colocaron en 10 ml de solucion
de sacarosa 0.32 M que contenia Hepes 10 mM, albamina sérica bovina
(BSA) 1 mg/mly EDTA 1 mM (pH 7.4 con NaOH) y se homogenizaron
usando 10 golpes de un homogenizador manual. La suspension se
centrifugd (1,500xg, 4°C, 10 min) y el sobrenadante se centrifugé a
14,000xg (12 min, 4°C). La pastilla resultante se resuspendio en 5 ml de
Percoll (45%) en una solucion Krebs-Hepes modificada (en mM: NacCl
140, Hepes 10, D-glucosa 5, KCI 4.7, EDTA 1, pH 7.3 con NaOH).
Después de centrifugar (2 min, 14,000xg, 4°C), se colecto la fase
superior de la suspension y se llevé a 20 ml con solucién KRH antes de
centrifugar a 20,000xg (20 min, 4°C). La pastilla (sinaptosomas) se
resuspendid en la solucion apropiada. La composicion de la solucion
KRH fue (mM): NaCl 113, NaHCOj3; 25, KCI 4.7, MgCl; 1.2, KH,PO,4 1.2,
CaCl; 1.8, D-glucosa 15, Hepes 20; pH 7.4 con NaOH.

2.5.5 Unién de [®H]-NMHA en membranas sinaptosomales.

Obtencion de membranas. La pastilla sinaptosomal se resuspendié en
20 ml de solucion de lisis (Tris-HCI 10 mM, EGTA 1 mM, pH 7.4) y se
incubo durante 20 min a 4°C. Se centrifugo (32,000xg, 20 min, 4°C) y la
pastilla (membranas sinaptosomales) se resuspendié en solucién de
incubacion (Tris-HCI 50 mM, MgCl, 5 mM, pH 7.4). El contenido de
proteina se determiné mediante el ensayo de acido bicinconinico (BCA).

Ensayo de unién de [°H]-NMHA. Alicuotas de la suspensién membranal
(~20 pg de proteina) se incubaron en 100 pl de solucion de incubacion
con [*H]-NMHA (0.01-10 nM). Se incubé durante 60 min a 30°C y se filtrd
en papel de fibra de vidrio Whatman GF/B, previamente tratado con
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polietilenimina al 0.3%. La union inespecifica se determind utilizando
histamina (10 upM). ElI contenido de tritio se determind por
centelleometria. Los datos se ajustaron a una hipérbola por regresién no
lineal con GraphPad Prism 5 (Graph Pad Software, San Diego, CA,
USA).

2.5.6 Liberacion de [*H]-glutamato en rebanadas del hipocampo.

Debido al gran namero de animales requeridos para los ensayos de
liberacion de glutamato con sinaptosomas, estos experimentos se
realizaron con rebanadas del hipocampo (250x250 um) obtenidas con un
cortador (chopper). El tejido de tres animales se mantuvo a 37°C en una
solucién de KH normal (CaCl, 1.8 mM), con cambios de solucién cada
10 min. Después de 30 min, el tejido fue transferido a 1 ml de solucién
KH conteniendo [°H]-glutamato (50 nM) en presencia de A&cido
dihidrokainico (500 uM) para prevenir la captura por las células gliales.
Las rebanadas se lavaron con solucibon KH y se distribuyeron
aleatoriamente en las camaras de un aparato de superfusion (16
camaras en paralelo, 30 ul de tejido en cada camara) para ser
perfundidas (1 ml/min) con medio KH con CaCl,. Después de perfundir
por 20 min se colectaron 10 fracciones de 1 ml (1 min) cada una. La
liberacién de [*H]-glutamato fue estimulada cambiando a una solucién
con alto K* (30 mM) durante 1 min (fraccion 4), regresando a la solucion
KH normal. Cuando se requirio el tejido fue expuesto al agonista del H3R

RAMH (1 uM), 5 min antes y durante la despolarizacion.

El contenido de tritio en las fracciones se determind por centelleometria.
El tejido de de cada camara se colectd y se incubé en 0.5 ml de HCI
(1 M) durante 3 h antes de la adicion de liquido de centelleo para
determinar la cantidad de tritio presente en el tejido. El eflujo de tritio se
calcul6 como fraccion del tritio presente en el tejido al comienzo del
periodo de coleccion respectivo. Los valores se expresan como
porcentaje de la fraccion colectada inmediatamente antes del cambio al

medio con alto K* (fraccion 3 = 100%).
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2.5.7 Deteccion por Western Blot de la fosforilacién inducida por el
HsR de ERK-1/2 (p44/p42 ERK) y Akt (Serina473) en rebanadas del

hipocampo.

Las ratas fueron decapitadas, los cerebros se extrajeron rapidamente y
se colocaron en solucion KH fria. Con un vibratomo se obtuvieron
rebanadas de 400 ym de grosor que se colocaron en solucion KH fria.
Las rebanadas se estabilizaron en medio KH con CaCl, bajo oxigenacion
constante (95% 0O,/5% CO,) durante 1 h a 30 °C, antes de transferirse a
viales de incubacion que contenian 1 ml del mismo medio. Se incub6 a
37 °C durante 30 min, se reemplazé el medio y se agreg6 el agonista del
HsR immepip. La reaccion se detuvo agregando solucion de KRH fria.
Las rebanadas fueron homogenizadas en solucion de lisis con 10 golpes
de un homogenizador manual y el homogenado fue centrifugado (3 min,
2°C, 8,000 rpm), y el sobrenadante fue utilizado para el ensayo. La
cantidad de proteinas fue determinada mediante el ensayo BCA. La
composicién de la solucién de lisis fue: 20 mM Tris-HCI, pH 7.6, 0.5 mM
EDTA, 0.1% Triton X-100, 10% desoxicolato, 10% SDS, 1% glicerol, 150
mM NaCly 1% de un coctel de inhibidores de proteasas.

Muestras de los extractos (20 ug de proteina) se cargaron en un gel de
poliacrilamida al 10% (SDS-PAGE), se resolvieron por electroforesis y
posteriormente se transfirieron a una membrana de PVDF. Las
membranas se bloquearon durante 1 h a 21°C en TBS-T con 5% de BSA
y después se incubdé durante la noche a 4°C con un anticuerpo
anti-fosfo-Akt (Ser*”®; Cell Signalling; dilucién 1: 1000 en TBS-T con 5%
de BSA) o con un anticuerpo anti-fosfo-ERK-1/2 (Cell Signalling, 1:1000
en T-BST con 1.5% de BSA). La membrana se lavé con TBS-T (5x5 min)
y se incubd a 21°C durante 1 h con el anticuerpo secundario (IgG
anti-conejo de cabra acoplado a HRP; 1:5000 en T-BST/1.5% BSA). La
membrana se lavé con TBS-T (5x5 min) y la inmunorreactividad se
determind por quimioluminiscencia (Amersham Biosciences ECL

Western Blotting Analysis System).
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Para la determinacion de los niveles totales de ERK-1/2 o Akt las
membranas se incubaron en stripping buffer (0.1 M glicina, pH 2.5)
durante 30 min a 21°C y se enjuagaron con PBS frio (2x5 min) y en
TBS-T (2x5 min). La membrana se bloqued con BSA al 5% en TBS-T, se
incubo con anticuerpo anti-Akt o anti-ERK1/2 (1:1000) a 4 °C durante la
noche; posteriormente se incub6 con anticuerpo secundario como se

describio antes.
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2.6 Resultados

2.6.1 Efecto de la DMI en la densidad del H3R en sinaptosomas de la
corteza prefrontal, el hipocampo y el neoestriado de ratas hembray

macho.

Diferentes estudios han mostrado que el HzR se expresa de manera
abundante en el SNC, principalmente en las neuronas donde actla
como autorreceptor y heterorreceptor. Los ensayos de saturacion de la
unién de [*H]-NMHA mostraron un aumento en la densidad de HszRs
(Bmax) en la corteza prefrontal, el hipocampo y el neoestriado de las ratas
hembras después de una semana de tratamiento con estreptozotocina

(STZ), no asi en ratas macho de la misma cepa (Figura 13 y Tabla 3).
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Figura 13. Unién saturante de [°H]-NMHA a membranas de
sinaptosomas del neoestriado de ratas hembra. Las membranas se
incubaron con las concentraciones indicadas de [°H]-NMHA vy la unién
especifica del receptor se determind restando la union en presencia de
histamina (10 uM) de la union total. Los valores son el promedio + SEM
de triplicados en un experimento.
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Tabla 3 Unién saturante de [*H]-NMHA a membranas
sinaptosomales en un modelo de DMI

Nucleo Ratas macho Ratas hembra
Neoestriado Control DMI Control DMI
Bmax 328.0 371.4 244.8 329.2
Kg (M) 2.980 2.232 1.644 1.108

Corteza prefrontal

Bmax 387.6 391.8 286.6 401.2

Kqg (NM) 2.383 1.279 0.877 3.425
Hipocampo

Bmax 219.9 213.4 159.2 2331

Kqg (NM) 4.086 2.762 2.335 2.101

La unién de [°*H]-NMHA se determiné en membranas de sinaptosomas
de la corteza prefrontal, el hipocampo y el neoestriado de ratas hembra y
macho 7 dias después de la administracion de estreptozotocina. Los
valores son de 1 experimento.

2.6.2 Efecto de la DMI en la expresion del H3R en sinaptosomas y en

membranas totales del hipocampo de ratas hembra.

En membranas sinaptosomales del hipocampo, que contienen
principalmente receptores pre-sinapticos, la densidad del HsR aument6 a
los 7, 14 y 21 dias de la DMI, en comparacién con los controles (Tabla
4). En membranas del hipocampo integro, que contienen los receptores
totales, la densidad del H3R aument6 a los 7, 14 y 21 dias de la DMI
DMI, en comparacién con los valores de los animales controls (Figura
14).
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Tabla 4 Unién de [*H]-NMHA a membranas sinaptosomales del
hipocampo en un modelo de DMI.

Control SEM

Brmax 161.9 2.4
Kq (nM) 1.78 0.55
Control SEM

Bmax 213.3 3.6
Kq (M) 4.96 0.83
Control SEM

Bmax 163.1 3.6

Ke(nM) 7.1 4.77

DM-7 dias

263.2

2.13

DM-14 dias

809.8

8.92

DM-21 dias

1231.5

14.74

SEM

32.7

0.03

SEM

29.8

0.66

SEM

22.5

0.68

0.037

0.710

< 0.001

0.046

< 0.001

0.226

La densidad méxima (Bmax) corresponde a fmol/mg proteina. La
evaluacion se realiz6 a los 7,14 y 21 dias después de la inducion de DM
con STZ. Los valores son la media + SEM de 3 experimentos
independientes. El andlisis estadistico se realizd con la prueba t de

Student.
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Figura 14. Unién de [°H]-NMHA a las membranas totales del
hipocampo después de la primera, segunda y tercera semana con
DMI inducida con STZ. Los valores son la media + SEM de 6
experimentos independientes. ns, sin diferencia significativa; ** P < 0.01;
*** P < 0.001, con respecto al control; Anova de una via y prueba de
Dunnett.

2.6.3 Efecto de la DMI en la modulacion de la transmision

glutamatérgica mediada por el H3R en el hipocampo de rata.

La DM produce glucotoxicidad y la formacion de productos finales de
glicacion avanzada (AGEs), que median varios efectos sistémicos,
particularmente en el tejido cerebral. Se han reportado alteraciones en la
neurotransmision glutamatérgica debido a la formacién de AGEs a causa
de la DMI. El H3R inhibe la liberacién de glutamato en las terminales
aisladas del neoestriado de la rata (Molina Hernandez et al. 2001). En
este trabajo, en rebanadas del hipocampo de ratas hembra control la
activacion de los receptores Hz con el agonista RAMH no modifico la
liberacién de [*H]-glutamato inducida por despolarizacién quimica
(Figura 15, A-B). Sin embargo, en rebanadas del hipocampo de ratas
diabéticas la activacion del HzR inhibi6 de manera significativa la
liberacién de [°H]-glutamato a los 14 y 21 dias post-induccién con STZ
(Figura 15C-D).
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Figura 15. Efecto de la activacién del HzR en la liberacion de
[*H]-glutamato evocada por despolarizacién en rebanadas del
hipocampo de la rata hembra. A-B) Ausencia de efecto de la liberacion
de [*H]-glutamato en rebanadas del hipocampo de animales control (A,
14 dias; B, 21 dias). Las rebanadas marcadas con [°H]-glutamato (50
nM), se perfundieron con solucién Krebs-Henseleit y se colectaron
fracciones de 1 ml (1 min). La liberacion se evocé aumentando la
concentracion de KCI de 4 a 30 mM durante 1 minuto. El agonista del
HsR, RAMH (R-a -metilhistamina, 1 uM), fue perfundido durante 5 min
antes y durante el pulso despolarizante. Los valores son promedios +
SEM de 4 experimentos. C-D) La activacion del H3R inhibe la liberacion
de [*H]-glutamato evocada por K" en rebanadas del hipocampo de
animales con DMI (C, 14 dias; D, 21 dias). Los valores son promeedios
+ SEM de 4 experimentos. ns, sin diferencia significativa; *P < 0.05;
prueba t de Student pareada.
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2.6.4 Efecto de la DM-I en la fosforilacién de ERK1/2 mediada por el
HsR en el hipocampo de ratas hembras control.

Los H3Rs se acoplan a proteinas Gaj, e inducen varias vias de
sefalizacion que incluyen la activacion de las MAPKs (ERK-1/2). La
estimulacién del H3R con el agonista immepip resulté en un aumento de
la fosforilacibn de ERK-1/2 a los 5 min, para decaer rapidamente
después (Figura 16). El efecto del agonista fue prevenido por el

antagonista selectivo ciproxifan (Figura 17).
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Figura 16. Curso temporal de la fosforilaciéon de ERK-1/2 inducida
por la activacion del H3R en rebanadas del hipocampo de la rata. Se
muestra el efecto en rebanadas de ratas controles, incubadas con
immepip (1 uM) por los tiempos indicados. Los valores son promedios *
SEM de 5 experimentos; *P < 0.05, Anova de una via y prueba de
Tukey.

Para estudiar el mecanismo por el cual el H3R induce la fosforilacion de
ERK-1/2, las rebanadas del hipocampo fueron incubadas con U0126,
inhibidor de las cinasas MEK1/MEK2, o con G0§-6976, inhibidor de las
cinasas C de proteinas, PKC (PKCa y PKCpI). La pre-incubacion con
G06-6976 disminuydé significativamente el efecto del HsR en la
fosforilacion de ERK-1/2, sin efecto del inhibidor U0126 (Figura 18),
indicando que la accion del H3R implica la via PLC/PKC/ERK-1/2.
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Figura 17. Antagonismo del efecto del HsR en la fosforilacion de
ERK-1/2 en rebanadas del hipocampo de la rata. Las rebanadas se
incubaron por 5 min con el agonista immepip (1 UM), en ausencia o
presencia del antagonista ciproxifan (10 uM), presente 10 min antes. Los
valores son promedios * SEM de 3 experimentos. ns, no
significativamente diferente, ** P < 0.01 con respecto a la basal; Anova
de una via y prueba de Tukey.
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Figura 18. Efecto de la inhibicion de MEK1/MEK2 y de la PKC en la
fosforilacién de ERK-1/2 inducida por la activacion del HzR. Las
rebanadas del hipocampo se incubaron por 5 min con el agonista
immepip (1 puM), en ausencia o en presencia de los inhibidores de
MEK1/MEK2 (UO126, 10 pM) y PKC (G06-6976, 10 uM), presentes 20
min antes. Se muestra un Western blot representativo y el andlisis de 3
experimentos independientes. Los valores son promedios + SEM.
ns, no significativamente diferente, *** P < 0.001, con respecto a la
basal; Anova de una via y prueba de Tukey.
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La Figura 19 muestra que la fosforilacion de ERK-1/2 inducida por el
agonista del HsR immepip no se observa en las rebanadas de ratas
diabéticas. A los 5 min, el efecto en los animales control fue 168.4 +
18.8% de la basal (Figura 18), mientras que en los animales diabéticos
correspondié a 52.3 + 3.4, 56.2 + 17.48 y 54.6 £ 2.7% de la basal, a los
7, 14y 21 dias de DMI, respectivamente.
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Figura 19. Fosforilacion de ERK-1/2 inducida por la activacion del
H3R en rebanadas del hipocampo de la rata. A) Blots representativos
del curso temporal de la fosforilacion de ERK-1/2 en rebanadas del
hipocampo de ratas control y diabéticas (7, 14 y 21 dias después de la
inyeccion de STZ), incubadas con el agonista immepip (1 puM) por los
tiempos indicados. B) Comparacion de la fosforilacion de ERK-1/2 a los
5 min en ratas control y diabéticas. Los valores son promedios + SEM de
3 experimentos independientes. El andlisis estadistico fue realizado con
Anova de una viay la prueba de Tukey.

2.6.5 Efecto de la DMI en la fosforilacién de Akt (Serina*”®) inducida

por la activacion del H3R en el hipocampo de ratas hembras.

La cinasa de proteina (Serina/Treonina) PKB/Akt es una de las cinasas
mas multifacéticas en el “kinoma” humano. En los mamiferos, la familia
Akt incluye tres miembros altamente homadlogos, PKBa/Akt1, PKBR/Akt2
y PKBy/Akt3 (Jones, et al., 1991; Cheng et al., 1992; Franke et al.,
1995). La 3-cinasa de fosfatidil-inositol (PI3K) fosforila al 3,4-bifosfato de

fosfatidil-inositol (PIP,) convirtiéndolo en el segundo mensajero
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3,4,5-trifosfato de fosfatidil-inositol (PIP3). A través de su dominio de
homologia a pleckstrina (PH), Akt se recluta a la membrana plasmatica
donde se une con afinidad similar a los productos de PI3K (PIP2y PIP3).
Una vez en la membrana, PDK1 fosforila a Akt en el residuo Treonina
308, lo que lleva a su activacion parcial. La fosforilacion de Akt en el
residuo Serina 473 por mTORC2 induce la actividad enzimatica
completa de Akt (Brazil y Hemmings 2001; Nicholson et al., 2002). En
neuronas corticales y rebanadas del neoestriado de la rata, la
estimulacion del HsR induce la fosforilacién de Akt tanto en la Serina*”

como en la Treonina®® (Bongers et al., 2007).

En rebanadas del hipocampo de la rata hembra, la incubacién con el
agonista del HzR immepip (1 uM) resulté en un aumento sostenido en la

fosforilacion de Akt en la Serina*”®

(Figura 20A), con un valor a los 60
min de 163 + 30% de la basal. El efecto del imepip fue prevenido por el

antagonista clobenpropit (10 uM; 77+ 7% de la basal; Figura 20B).

Las proteinas 3-cinasas de la sintasa de glucogeno (GSK3) son cinasas
de Serina/Treonina que se identificaron inicialmente como enzimas
reguladoras clave en el metabolismo de la glucosa (Woodgett y Cohen,
1984; Wang y Roach, 1993). Existen dos isoformas, GSK3a y GSK3,
codificadas por genes sdiferentes, con un 95% de homologia en los
dominios de cinasa (Woodgett 1990). La GSK-3a/f es uno de los
principales blancos de Akt (Cross et al., 1995), se encuentra activa
cuando las células estan en reposo, y la fosforilacidon por Akt en la
Serina® (GSK3B) o la Serina®* (GSK3a) conduce a su inactivacion
(Stambolic y Woodgett 1994; Cross et al. 1995; Frame et al. 2001).
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Figura 20. Fosforilacion de Akt (Ser*”) inducida por la activacion

del HzR en rebanadas del hipocampo de ratas hembras.
A) Curso temporal. Las rebanadas se incubaron con el agonista del H3R
immepip (1 pM). Se muestra un blot representativo y los promedios +
SEM de 7 experimentos. *** P < 0.001 con respecto a la basal. Anovay
prueba de Tukey. B) Antagonismo del efecto del H3R. Las rebanadas se
incubaron por 60 minutos con el agonista imepip (1 uM), en ausencia o
presencia del antagonista clobenpropit (10 pM), adicionado 10 min
antes. Los valores son promedios + SEM de 3 experimentos. ns, no
significativamente diferente, * P < 0.05 con respecto a la basal; Anova de
una via y prueba de Tukey

Para evaluar si la activacion del H3zR resultaba en la fosforilacion de
GSK-3a/B, se incubaron rebanadas del hipocampo con el agonista
immepip y posteriormente se realizd la inmunotransferencia con un
anticuerpo anti-fosfo-GSK-3a/B. La incubacion con immepip indujo un
aumento significativo en la fosforilacién en la Serina® (GSK3B) y la
Serina®* (GSK3a) como se observa en la Figura 21. La fosforilacién
méaxima de GSK-3a/B inducida por la activacion del H3R ocurre a los 30
min (345 + 59% de la fosforilacion basal) y regresa a los valores iniciales
a los 60 min (Figura 21). El efecto del agonista fue prevenido por el
antagonista/agonista inverso ciproxifan, confirmando la participacion del
HsR.
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Figura 21. Efecto de la activacion del HsR en la fosforilacion de
GSK3a (Serina?') y GSK3p (Serina®). Se muestra un blot representativo
del curso temporal del efecto del agonista immepip (1 pM) y el analisis
de 5 experimentos (promedios *+ SEM de 5 experimentos). El
agonista/antagonista inverso ciproxifan (10 uM), estuvo presente 10 min
antes de la adicion del immepip. ns, no significativamente diferente, * P <
0.05, *** P < 0.001 con respecto al control; Anova de una via y prueba
de Tukey.

La activacion de la via de la 3-cinasa de fosfatidil-inositol (PI3K) da como
resultado la inactivacion de GSK3 a través de la fosforilacion de residuos
de Serina en su extremo amino terminal (Serina® en GSK3B y Serina®
en GSK3a; Cross et al.,, 1995). Para evaluar si la activacion de Akt

(Serina*™

) y de GSK-3a0/f inducidas por la estimulacién del HzR
dependia de la activacion de PI3K, se utilizd6 wortmanina, un inhibidor de
la PI3K. La pre-incubacibn con wortmanina (1 pM) inhibio
siginificativamente la fosforilacién de Akt (Serina*”®) y de GSK-3a/f
mediada por el H3R (Figura 22). Estos datos indican que la activacion del
HsR en rebanadas de hipocampo induce la fosforilacion de Akt

(Serina*®)/GSK-3a/B mediante una via dependiente de PI3K.
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Figura 22. Efecto de la inhibicién de la PI3K en la activaciéon de
Akt/GSK3a/f mediada por el HsR. A) Fosforilacién de Akt (Serina*’®).
Las rebanadas de hipocampo se incubaron por 60 min con immepip
(1 uM), en ausencia o en presencia de wortmanina (1 uM), un inhibidor
de la PI3K, presente 30 min antes. Se muestra un blot representativo y el
analisis de 4 experimentos (promedios + SEM). B) Fosforilacion de
GSK3a/B. Las rebanadas se incubaron por 30 min con imepip (1 uM), en
ausencia o presencia de wortmanina (1 pM), adicionada 30 min antes.
Se muestra un blot representativo y el andlisis de 3 experimentos
(promedios £ SEM). ns, no significativamente diferente, *** P < 0.05 con
respecto a la basal; Anova de una via y prueba de Tukey.

En rebanadas del hipocampo de ratas diabéticas la incubacion con el
agonista del HzR immepip (1 uM) indujo un aumento en la fosforilacion
de Akt (Serina*®) a los 7, 14 y 21 dfas post-induccién con STZ (253 +
25, 295 = 6 y 441 + 29%, respectivamente; Figura 23). En contraste, la
fosforilacion de GSK3a/B inducida por la activacion del HsR en
rebanadas del hipocampo de ratas control no se observa en las

rebanadas de ratas hiperglucémicas (Figura 24).
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Figura 23. Efecto de la DMI en la fosforilacion de Akt (Serina*’®)

inducida por la activacion del HzR en rebanadas del hipocampo de
la rata. A) Blots representativos del curso temporal de la fosforilacion de
Akt (Serina®*’®) inducida por el agonista del HsR immepip (1 pM) en
rebanadas del hipocampo de ratas control y diabéticas (7, 14 y 21 dias
después de la induccién con STZ). B) Analisis de la fosforilacion de Akt
a los 60 min de estimulacion con imepip. Los valores son promedios *
SEM de 4-5 experimentos independientes. *P < 0.05, ** P < 0.01, ** P <
0.001 con respecto al control; Anova de una via y prueba de Tukey.
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Figura 24. Efecto de la DMI en la fosforilacion de GSK3a/B inducida
por la activacion del H3sR en rebanadas del hipocampo de la rata. A)
Blots representativos del curso temporal de la fosforilacion de GSK3a/
inducida por al agonista del HzR immepip (1 pM) en rebanadas de
hipocampo de ratas control y diabéticas (14 y 21 dias después de la
induccién con STZ). B) Andlisis de la fosforilacibn maxima (minuto 30).
Los valores son promedios + SEM de 5 experimentos. *** P < 0.001 con
respecto al control; Anova de una via y prueba de Tukey.
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2.7 Discusion

La DMI se caracteriza por disminucion y posterior ausencia de la
produccion de insulina en el pancreas, lo que conduce a una deficiencia
cronica de la hormona. La DMI puede producir efectos en el SNC
mediante vias que involucran a receptores acoplados a proteinas G (Oh
y Olefsky, 2016).

La histamina ha sido recientemente identificada como mediador de la
nefropatia diabética (Pini et al, 2016), y ha sido involucrada en varios
procesos inmunoinflamatorios. Los cuatro receptores a histamina (H;4R)
se expresan diferencialmente en varios 6rganos y en el SNC, y
recientemente se mostr0 que los HsRs y H4Rs, expresados en la
membrana apical de las células del tabulo colector y en las células
renales residentes del asa de Henle, respectivamente, se
sobre-expresan en ratas diabéticas (Rosa et al., 2013; Pini et al., 2015).
En esta tesis se observo que la densidad de HzRs pre-sinapticos de la
corteza prefrontal, el hipocampo y el neoestriado aumento
significativamente en las ratas diabéticas (Tabla 3 y Figura 13). En el
hipocampo, el efecto se observé también en la densidad total de H3Rs
(Tabla 4 y Figura 14).

De manera interesante, el incremento en la densidad del HzR se observo
en ratas hembra, y no en machos de la misma cepa (Tabla 3). En la
fisiopatologia de la DMI estan involucradas varias hormonas, ademas de
la insulina (Mittendorfer y Klein, 2014), y la ausencia de ésta disminuye
la concentracion plasmatica de leptina al disminuir su secrecion del tejido
adiposo. Perry y colaboradores (2014) mostraron que la deficiencia de
leptina en ratas diabéticas induce hiperglucemia y cetoacidosis,
desencadenando una cascada de eventos en multiples 6rganos. La
disminucién de leptina aumenta la actividad del eje hipotalamo-hipofisis-
glandulas suprarrenales (HPA) y promueve la liberacion de ACTH de la
hipdfisis, que a su vez aumenta la secrecion de corticosterona (el
equivalente del cortisol en el humano) de las glandulas suprarrenales y

la lipdlisis inducida por corticosterona de los triglicéridos del tejido
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adiposo. En la cepa NOD (nonobese diabetic), un modelo poligénico de
DMI autoinmune, las hembras muestran un aumento significativo en los

niveles séricos de leptina comparado con los machos.

Se ha determinado que la presencia de la leptina en el suero esti
relacionada con la diabetogénesis, ya que la administracion de leptina a
ratones hembra resulté en infiltracion inflamatoria temprana de los islotes
pancreaticos con un subsecuente inicio acelerado de la DMI; no asi en
machos, debido a que los niveles de leptina son 5-10 veces menores
gue en las hembras (Matarese 2000; Hellstrom et al., 2000; Matarese et
al., 2002). Ademas, la histamina actla como un agente anorexigeno al
mediar los efectos de la leptina (Itateyama et al., 2003). La infusién de
leptina en el hipotalamo de la rata modifica el sistema histaminérgico, ya
sea estimulando el proceso postranscripcional de la sintesis de la
descarboxilasa de L-histidina (HDC) o aumentando la liberacion de la
amina (Yoshimatsu et al., 1999; Morimoto et al., 2000); es decir, la
leptina puede activar y/o modificar directamente el metabolismo del
sistema histaminérgico. Asi, en las hembras la leptina podria aumentar
la severidad de la DMI y por lo tanto la expresion del HsR. Los cambios
en la densidad del HsR podrian explicarse como un fendmeno de
adaptacion en respuesta a modificaciones en los niveles de histamina,

un ajuste compensatorio de la actividad neuronal histaminérgica.

El aumento en la densidad de H3zRs en el hipocampo de las ratas
diabéticas, resulté en inhibicién de la liberacién de [*H]-glutamato en
rebanadas, efecto no observado en rebanadas de animales control
(Figura 15). En las terminales nerviosas los receptores acoplados a
proteinas Gaj, disminuyen la liberacibn de neurotransmisores a través
de la inhibicién de los canales de calcio tipo N y P/Q, proporcionando
una retroalimentaciéon negativa (Hille et al., 1994; Ikeda and Dunlap,
1999). Las subunidades GBy de las proteinas Gaj, heterotriméricas,
suelen ser responsables de este mecanismo de inhibicion de los canales
de calcio (Herlitze et al., 1996). Los H3R se encuentran acoplados a

proteinas Gai,, Y se ha reportado que regula como heterorreceptor la
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liberacidn de diversos neurotransmisores (Nieto-Alamilla et al., 2016). En
terminales nerviosas aisladas del neoestriado de la rata macho, la
activacion del H3R reduce la entrada de calcio e inhibe la liberaciéon de
glutamato (Molina-Hernandez et al., 2001). Los resultados de esta tesis
sugieren que el aumento en la densidad del H3zR en la condicion de DMI
produce a su vez un aumento en las subunidades Gy liberadas a partir
de proteinas Gayo, l0 que se traduce en una mayor inhibicién de los
canales de calcio N y P/Q, reduciendo por lo tanto la liberacion de

glutamato.

Mediante el acople a proteinas Gaj, I0s H3Rs desencadenan varias vias
de sefalizacién que incluyen la activacion de las MAPKs y de la via
Akt/GSK-3B (Bongers et al., 2007a). La activacion de ERK-1/2 ha sido
implicada en la supervivencia neuronal y en la memoria (Han y
Holtzman, 2000; Sweatt, 2004), y la activacion del H3R ejerce un efecto
protector en neuronas corticales en cultivo primario contra la lesion
hipdxico-isquémica, dependiente de la fosforilacion y activacion de
ERK-1/2, que inhibe la apoptosis en respuesta a un amplio rango de

estimulos (Lai et al., 2016).

El efecto anti-apoptético de ERK-1/2 puede ser regulado indirectamente
por la proteina p38 (Lee et al.,, 2002; Li et al.,, 2003; Liu y Hofmann,
2004), ya que la inhibicién de p38-MAPK estimula la actividad de Raf y
ERK e induce la proliferacibn de mioblastos (Lee et al.,, 2002). La
activacion de p38 resulta en la desfosforilacion rapida de MEK1/2 y la
posterior apoptosis en fibroblastos de piel humana, mientras que la
inhibicion de p38 inhibe la desfosforilacion de MEK1/2 y la apoptosis (Li
et al.,, 2003). p38-MAPK se encuentra activa en el tejido cerebral de
ratones con Alzheimer experimental, y la potenciacion a largo plazo
(LTP) y la densidad de las espinas dendriticas de las células piramidales
de CA1 en el hipocampo disminuyen por la expresiéon aumentada de la
proteina p38 fosforilada (Dai et al., 2016). En nuestro trabajo, en el
hipocampo de ratas diabéticas hembras la activacion del HsR redujo la

fosforilacion de ERK-1/2 (Figura 19), sugiriendo una disminucion de la
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actividad anti-apoptética hipocampal y por lo consiguiente un probable

incremento de la actividad de la apoptosis.

Por su parte, la via de sefalizacion PI3K-Akt regula multiples funciones
celulares importantes que incluyen la sintesis de proteinas, el
crecimiento celular, el metabolismo de la glucosa y la inflamacion. Existe
creciente interés por la sefializacion en el SNC mediada por Akt (Brazil
et al., 2004), y un blanco relevante de esta cinasa es la proteina de
expresion ubicua 3-cinasa de la sintasa de glucégeno, GSK-3 (Jope et
al., 2004). En el SNC, la via Akt/GSK-3B desempefa un papel
importante y ha sido implicada en la enfermedad de Alzheimer y otros

trastornos neuroldgicos (Li et al., 2002; Rickle et al. 2004).

Niveles altos y una actividad anormal de GSK-3B se asocian con la
muerte neuronal, la formacion de filamentos helicoidales pareados tau y
la retraccion de neuritas, asi como con disminucion en el rendimiento
cognitivo (Kaytor y Orr, 2002; Bhat et al., 2004). En células SK-N-MC
transfectadas, el HsR humano induce la fosforilacion de Akt y uno de sus
sustratos, GSK-3p3, tanto de forma constitutiva como dependiente de
agonista (Bongers et al., 2007b). La fosforilacién de Akt en Ser*”® por
activacion del H3R se observé también en neuronas corticales en cultivo
y en rebanadas del neoestriado de la rata (Bongers et al., 2007b), y en
las neuronas la activacion del HsR las protege contra el insulto
neurotoxico, aumentando la expresion de la proteina anti-apoptotica
Bcl-2 y disminuyendo la actividad de la caspasa 3 (Mariottini et al.,
2009).

La activacion de Akt requiere primero de su reclutamiento a la
membrana plasmatica, iniciado por la PI3K, seguido de fosforilacién en
los residuos Treonina®® y Serina*”® por la cinasa-1 dependiente de
3-fosfoinositidos (PDK1) y mTORC2, respectivamente (Manning y
Cantley, 2007). Una vez activada, Akt fosforila varios sustratos para
regular multiples funciones celulares. Una de las funciones mas
conservadas es la promocion del crecimiento celular mediada por la

activacion del complejo mTORC1 (Manning y Cantley, 2007), un
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regulador critico del inicio de la traduccion y de la biogénesis de los
ribosomas y que desempefia un papel evolutivamente conservado en el
control del crecimiento celular (Wullschleger et al., 2006). Los sustratos
de mTORCL1 son la proteina 1 de unién al factor de iniciacion de la
traduccién en eucariotas 4E-elF4E (4E-BP1), el motivo hidrofébico en las
cinasas S6 (S6Ks; T389 sobre S6K1) y la proteina TSC2 (también
llamada tuberina), un supresor tumoral que forma un complejo
heterodimérico con la proteina TSC1, también llamada hamartina (Inoki
et al., 2002; Sarbassov et al., 2005; Sabatini 2006).

Zhang y colaboradores (2006) mostraron que en células deficientes del
completo TSC 1-2, S6K1 (p70S6K) es la cinasa dependiente de
MTORCL1 responsable de la fosforilacion de GSK3 en ausencia de
sefializacion de Akt. La pérdida de la funcion del complejo TSC1-2
conduce a la fosforilacion constitutiva y la inhibicion de GSK3 debido a la
actividad aberrante de p70S6K. Esta regulacion alternativa de GSK3
conduce a una alterada regulacion de los sustratos de GSK3 vy
contribuye por lo tanto a la capacidad de las células deficientes del TSC
para proliferar en ausencia de factores de crecimiento. La sefalizacion
de mTORCL1 desempefia un papel clave en la induccion de la autofagia,
y se ha reportado que en ratones knockout para el HsR (HsR™) y la
inhibicion del H3R en ratones normales, incrementa la autofagia (Yan et
al., 2014).

El incremento en la fosforilacion de Akt/GSK-3B inducida por la
privacion/reperfusion de oxigeno y glucosa (OGD/R) en cultivos
primarios de neuronas corticales, fue inhibido significativamente por la
tioperamida, un antagonista del H3R, reduciendo también la sefializaciéon
PI3K/Akt/GSK-3B/mTORC1/p70S6K, por inhibicién de la union del H3R
con CLIC-4, una proteina del canal de cloruro intracelular que participa
en la respuesta apoptotica al estrés, y activando asi la autofagia (Yan et
al., 2014). Estos hallazgos sugieren que el aumento en la fosforilacion de
Akt en la Serina*® mediada por el HsR en el hipocampo de las ratas

diabéticas (Figura 23) podria alterar los procesos de proliferacién celular
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y supervivencia neuronal aumentando la actividad de la Vvia
PI3K/Akt/GSK3/mTOR.

Sin embargo, la fosforilacion de GSK3a/f mediada por el HzR (Figura
21), disminuye significativamente en condiciones hiperglucémicas
(Figura 24). La actividad de GSK3 esta finamente regulada, y el el
estado de fosforilacion de GSK3 es el mecanismo mejor caracterizado
de control de su actividad, aunque la regulacién de su distribucion
subcelular y las interacciones con las proteinas de union a GSK3
también contribuyen al control de sus acciones (Jope y Johnson, 2004).
Ambas isoformas de GSK3 estan inhibidas por la fosforilacion de un
residuo de Serina en su extremo N-terminal, que corresponde a la
Serina® en GSK3B y a la Serina® en GSK3a. Este sitio puede ser
fosforilado por diferentes cinasas, incluyendo Akt (Cross et al., 1995),
PKA (Fang et al., 2000; Li et al., 2000), y PKC (Goode et al, 1992), lo
gue indica que muchas vias de sefalizacion convergen en GSK3 para
regular su actividad. Las deficiencias de este control inhibitorio de GSK3
pueden resultar en una actividad de GSK3 anormalmente alta, una
condicion que puede tener efectos perjudiciales en la plasticidad neural,
la estructura y la supervivencia (Jope y Johnson, 2004).

La disminucién de la fosforilacion de los residuos de Serina de GSK3 se
traduce en un aumento en su actividad. En oposicion a la inhibicion de la
actividad de GSK3 por la fosforilacion del residuo de Serina en su
extremo N-terminal, la fosforilacién de un residuo de Tirosina (Tirosina®*®
en GSK3B vy Tirosina?’® en GSK3a) aumenta la actividad de GSK3, pero
este efecto parece ser menor que el efecto de la fosforilacion de los
residuos de Serina (Frame y Cohen, 2001, y aun queda por esclarecer
los mecanismos que regulan la fosforilacion en el residuo de Tirosina de
GSKa.

Nuestros resultados muestran que en la DMI existe una disminucién de
la fosforilacion de GSK3 (Serina® en GSK3B y Serina?’ en GSK3a)
inducida por la activacién del HsR en rebanadas de hipocampo, debido

muy probablemente al aumento en la densidad de H3Rs en condiciones
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de hiperglucemia, provocando la desfosforilacion (activacion) de GSK3.
Por lo tanto, puede sugerirse que la regulacion a la alza del numero de
HsRs en la DMI esta asociada una anormal actividad aumentada de
GSK3a/B, y esta establecido que la GSK3 promueve la muerte celular
(Grimes y Jope, 2001). Por lo tanto, una hiperactividad de GSK3a/p
asociada a la desregulacion de la funcionalidad del H3R podria afectar

perjudicialmente la supervivencia neuronal.

En conjunto, los resultados de esta tesis indican una sefalizacion
aumentada del HzR a nivel pre-sindptico en condiciones
hiperglucémicas, debida al aumento en la densidad del receptor, y a
nivel post-sinaptico una desregulacion de la activacion de ERK-1/2 asi
como un aumento sustancial en la actividad de GSK3. Los datos de este
trabajo no permiten establecer si los efectos del Hs3R en las vias
PLC/PKC/ERK1/2 y PI3K/Akt/GSK3 en el hipocampo de la rata se deben
directamente al cambio en el nimero de receptores o si reflejan el dafio
causado por factores intrinsecos de la DMI, lo que requiere estudios

adicionales.
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2.8 Conclusién

La DMI modifica la densidad y sefalizacion de los receptores a

histamina Hs en el hipocampo de la rata hembra.
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