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Resumen

En astrocitos corticales se han identificado receptores acoplados a proteinas G
(GPCRs) que responden a histamina (HA) y a dopamina (DA). En células neuronales,
en particular en las neuronas espinosas medianas del neoestriado, los receptores a HA
y DA establecen interacciones funcionales. En consecuencia, el objetivo de este
trabajo es evaluar la expresion y funcion de los receptores a HA y a DA en astrocitos

de la corteza cerebral de la rata.

Se determind la expresion de los receptores a HA (Hi y H3) y a DA (Di1 y D») en
astrocitos corticales en cultivo primario con ensayos de union de radioligando, y se
evalu6 su funcionalidad y posible interaccion mediante ensayos de acumulacion del

segundo mensajero AMPc, en presencia de agonistas y antagonistas selectivos.

Las membranas de los astrocitos corticales en cultivo primario mostraron presencia de
receptores a DA Di (D1Rs; 8.85 £ 0.90 fmol/mg de proteina) y D2 (D2Rs; 4.07 = 1.24
fmol/mg de proteina), asi como a HA H; (HiRs; 5.32 £ 0.84 fmol/mg de proteina), sin
evidencia de la presencia de receptores Hs (H3Rs). La activacion de los DiRs por el
agonista selectivo SKF-81297 (10 puM) indujo un aumento significativo en la
acumulacion de AMPc, con un pico a los 5 min (~10 veces el valor basal),
observandose posteriormente una meseta hasta los 30 min, el tiempo maximo
evaluado, efecto mimetizado por el agonista endogeno DA. La activacion de los DiRs
con SKF-81297 (5 min) en presencia de HA (30 uM) mostrd un efecto aditivo en la
acumulacion de AMPc. La tiotidina (10 pM; antagonista selectivo de los receptores a
HA H», H2Rs) previno el efecto de la HA, el cual fue mimetizado por la amtamina

(10 uM), un agonista selectivo de los H2Rs.

Estos resultados muestran que: 1) Los astrocitos cerebro-corticales de la rata en cultivo
expresan receptores a HA Hi y H», asi como receptores a DA D> y Dy, estos ultimos
funcionales; 2) La activacion del D1R experimenta desensibilizacion homoéloga rapida;
y 3) Existe un efecto aditivo en la formacion de AMPc entre la DA y la HA debido a

la activacion de los DiRs y los HaRs.
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Abstract

Cortical astrocytes express G-protein-coupled receptors (GPCRs) that respond to
histamine (HA) and dopamine (DA). In neuronal cells, particularly in the striatal
medium spiny neurons, receptors to HA and DA establish functional interactions.
Consequently, the aim of this work is to evaluate the expression and function of HA

and DA receptors in astrocytes of the rat cerebral cortex.

In cortical astrocytes in primary culture, the expression of receptors for HA (H; and
H3) and DA (D; and D;) was determined with radioligand binding assays, and their
functionality and possible interactions were evaluated by the accumulation of the

second messenger cAMP, in presence of selective agonists and antagonists.

Membranes of cortical astrocytes expressed receptors to DA D; (DiRs; 8.85 + 0.90
fmol/mg protein) and D, (D2Rs; 4.07 + 1.24 fmol/mg protein), as well as receptors to
HA H; (HiRs; 5.32 + 0.84 fmol/mg protein), without evidence for the presence of H3
receptors (H3Rs). DR activation by the selective agonist SKF-81297 (10 uM) induced
a significant increase in cAMP accumulation, with a peak at 5 min (~10 times the
baseline value), yielding afterwards a plateau up to 30 min, the maximum time
evaluated, and the effect was mimicked by the endogenous agonist DA. HA (30 M)
also stimulated cAMP accumulation and the effect was additive with that of DR
activation by SKF-81297 (5 min). The HA effect was mimicked by the selective HoR
agonist amthamine (10 uM) and prevented by the selective HoR antagonist tiotidine

(10 uM).

These results show that: 1) Rat cerebro-cortical astrocytes express HiRs and H2Rs, as
well as D2Rs and DiRs, the latter being functional; 2) DiRs experience rapid
homologous desensitization; and 3) DA and HA exert an additive effect on cAMP

formation mediated by DiR and H2R activation.



I. Introduccion

1. Astrocitos

Los astrocitos (astroglia) son células de origen ectodérmico en forma de estrella que
representan ~90% del nimero total de células en el sistema nervioso central (SNC) del
humano (Herculano-Houzel, 2014). Los astrocitos del SNC se clasifican de acuerdo a
criterios morfoldgicos en dos tipos principales: a) protoplasmaticos, localizados de
manera predominante en la sustancia gris (neuropilo) y que poseen prolongaciones
radiales ramificadas que se extienden para entrar en contacto con miles de sinapsis; y
b) fibrosos, localizados en la sustancia blanca con procesos largos y delgados con
ramificaciones menores cuyos extremos entran en contacto con los nodos de Ranvier
(Sofroniew y Vinters, 2010). En el neuropilo de la corteza cerebral se han descrito,
ademads de los astrocitos protoplasmicos (laminas III y IV), astrocitos que difieren
estructural y anatdmicamente (figura 1): 1) astrocitos interlaminares, localizados en
proximidad a la superficie cortical (laminas I) que originan prolongaciones que
proyectan a la lamina IV; y 2) astrocitos con proyecciones largas con varicosidades no

ramificadas (Iaminas V y VI) (Verkhratsky et al., 2016; Vasile et al., 2017).

Durante el desarrollo cerebral los astrocitos participan en la neurogénesis brindando
apoyo trofico neuronal facilitando la formacidon y mantenimiento de vias neuronales
(sinaptogénesis) (Christopherson et al., 2005, Ricci et al., 2009) y la maduracién de la
actividad sindptica (Pfrieger y Barres, 1997). En el cerebro maduro los astrocitos
colaboran en la homeostasis cerebral al participar en la formacion de la barrera
hemato-encefalica, asi como en el control del flujo sanguineo para la captura de
glucosa y su almacenamiento en forma de glucogeno (Shulman et al., 2001; Dienel y
Cruz, 2015). Ademas, los astrocitos participan como componentes de las sinapsis
tripartitas donde pueden detectar, responder y modular la sefializaciéon neuronal
mediante la captura de neurotransmisores y la liberacion de gliotransmisores como
trifosfato de adenosina (ATP), glutamato y D-serina (Araque et al., 1999; Perdan et
al., 2009; Hamilton y Attwell, 2010; Wabhis et al., 2021).
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Figura 1. Astrocitos de la corteza cerebral. A-E. Inmunomarcaje con un anticuerpo
anti-GFAP (blanco) de los astrocitos, y de los nticleos celulares con DAPI (azul). A. Astrocitos
interlaminares localizados en la lamina I (la linea discontinua indica el limite de la lamina I).
B. Ampliacion de las proyecciones de los astrocitos interlaminares. C. Astrocitos de
proyeccion varicosa representativos (laminas V y VI). Recuadro: vista ampliada de las
varicosidades, las puntas de flecha amarillas indican las proyecciones varicosas. D. Astrocito
protoplasmico con prolongaciones radiales ramificada (Iaminas Il y IV). E. Astrocito fibroso,
localizado en la sustancia blanca. (Verkhratsky et al., 2016).

Mediante la expresion de receptores de una sola cadena polipeptidica de siete hélices
transmembranales acoplados a proteinas G (GPCRs), los astrocitos responden a
diversos  neurotransmisores  (glutamato, 4cido y-aminobutirico (GABA),
adrenalina/noradrenalina, purinas, serotonina, acetilcolina, neuropéptidos) entre los
que se encuentran las aminas biogénicas histamina (HA) y dopamina (DA) (Porter y
McCarthy 1997; Carriba et al., 2012; Kofuji y Araque 2021). La activacion de los
GPCRs induce diversas vias de sefializacion intracelular en los astrocitos (Juri€ et al.,

2016; Corkrum y Araque, 2021).



2. Sistema histaminérgico del SNC

La HA es sintetizada por neuronas localizadas en el nicleo tuberomamilar (TM) del
hipotdlamo posterior, con ~64,000 de ellas en el humano (Panula y Costa, 1984;
Bayliss et al., 1990), y que envian sus axones a diversas regiones del encéfalo, en
particular a la corteza cerebral, el hipotdlamo, los ganglios basales y la amigdala
(Watanabe et al., 1984; Benarroch, 2010), donde regulan la excitabilidad neuronal, la
neurotransmision (Haas et al., 2008) y la plasticidad sindptica (Han et al., 2020).

La HA estd compuesta por un anillo imidazdlico y un grupo etilamino como cadena
lateral; es sintetizada por descarboxilacion del aminoacido L-histidina por la enzima
descarboxilasa de L-histidina, utilizando 5’-fosfato de piridoxal -forma bioactiva de la
vitamina B6- como cofactor (Huang et al., 2018; Moriguchi y Takai, 2020). La HA es
almacenada en vesiculas sinapticas y es liberada por exocitosis (Puttonen et al., 2017).
El catabolismo de la HA implica su inactivacion por la enzima N-metiltransferasa de
histamina, que transfiere un grupo metilo de la S-adenosil-L-metionina a la HA,
produciendo tele-N-metilhistamina y S-adenosil-L-homocisteina (Yoshikawa et al.,

2019). La figura 2 ilustra la sintesis y metabolismo de la HA en el SNC.
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Figura 2. Metabolismo de la histamina. Representacion de la via de formacion de la
histamina en el SNC a partir de la descarboxilacion de la L-histidina por la enzima
descarboxilasa de L-histidina (HDC) y su catabolismo por la enzima metil-transferasa de
histamina (Modificado de Yoshikawa et al., 2019).



Receptores a histamina en el SNC

Los efectos de la HA en los mamiferos se deben a la activacion de cuatro GPCRs
(Hi1-Ha; Powell, 2007), los cuales difieren no solo en su estructura molecular y
localizacion, sino también en su respuesta celular y su sefializacion intracelular (Leurs
et al., 1995; Hill y Baker, 2004; Bongers et al., 2007; Panula et al., 2015; Hu y Chen,
2017). En el SNC la HA actia sobre tres receptores (Hi, H> y H3), cada uno con
determinadas caracteristicas moleculares y funcionales (Tabla 1; Alexander et al.,

2017).

Tabla 1. Caracteristicas moleculares y funcionales de los receptores a histamina

expresados en el SNC.

Receptores

HiR

H:R

Hs:R

Ubicaciéon cromosomal
(humano)

3p25 (ID: 3269)

5q35.2 (ID: 3274)

20q13.33 (ID: 11255)

Amino 4cidos 487 (56 kDa) 359 (40 kDa) 445 (49.4 kDa)
Proteina G Gogi11 Go Goaliso
1 PLC: 1 IPs, | AC, | AMPc,
Respuesta celular 1 [Ca®']i, TAC, T AMPe, T PKA 1 [Ca2']i, 1 MAPKs,
1 DAG (1 PKC) 1 Akt/GSK3

R-a-metilhistamina

[*H]-mepiramina

['2°T]-yodoaminopotentidina

q q 2-tiazoliletilamina Dimaprit .
Agonistas selectivos . . . Immepip
Histaprodifeno Amtamina P
Immetridina
Pirilamina Ranitidina Tioperamida
Antagonistas S Zolantidina Clobenpropit
(mepiramina) . .
Ciproxifan
AﬁllllilsCI::ln?;); By Micromolar (LM) Micromolar (pM) Nanomolar (nM)
3 s .
ST S p i s [’H]-N-o-metilhistamina
Radioligandos ['H]-pirilamina ['H]-tiotidina [*H]-R-o-metilhistamina
[

125T]-yodoproxifan

AC, adenilil ciclasa; AMPc, 3’-5’-monofosfato ciclico de adenosina; DAG, diacilglicerol,;
IP3, 1,4,5-trifosfato de inositol; PKA, cinasa A de proteinas; PKC, cinasa C de proteinas; PLC,
fosfolipasa C; 1, activacion o formacion; |, inhibicion o reduccion. Elaborada con base en Hill
et al., 1997; Haas et al 2008; Shahid et al., 2009; Leurs et al., 2012; y Panula et al., 2015.



El HiR contiene en su estructura una tercera asa intracelular grande (208 aa), un
extremo carboxilo (C-terminal) intracelular corto (17 aa) y se acopla a proteinas
Goag/11, conduciendo a la activacion de la fosfolipasa C (PLC), que cataliza la hidrolisis
del 4,5-bifosfato de fosfatidilinositol (PIP;) a 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) y
1,2-diacilglicerol (DAG), ambos con funcién de segundos mensajeros. Al unirse a
receptores a IP3 (IP3Rs), ubicados en la membrana del reticulo endopldsmico, el IP3
induce la liberacion del Ca** almacenado, mientras que el DAG activa, por si mismo
0 en conjunto con iones Ca**, a la cinasa C de proteinas (PKC), que fosforila residuos
de Serina y Treonina de un nimero amplio de proteinas (Leurs et al., 1995; Panula et

al., 2015).

El HoR, expresado post-sindpticamente en el SNC, tiene una tercera asa intracelular
corta (30 aa), un C-terminal largo (70 aa), y se acopla a proteinas Gais, por lo que su
activacion por la HA estimula a las adenilil ciclasas (ACs) y la sintesis de AMPc, un
segundo mensajero que activa a la cinasa A de proteinas (PKA) (Hill y Baker, 2004;
Hu y Chen, 2017), misma que, entre otros efectos, estimula la funcion de la proteina
de unién a elementos de respuesta a AMPc (CREB), un regulador clave en la fisiologia

y plasticidad neuronales (Widnell et al., 1996).

El H3R presenta multiples isoformas derivado del empalme alternativo de dos o tres
intrones; que varian principalmente en la longitud de la tercera asa intracelular y una
expresion diferencial en el SNC. La isoforma mas abundante (445 aa) y las demas
isoformas estan funcionalmente acopladas a proteinas Gai (Drutel et al., 2001) cuyas
subunidades a.i, inhiben a las ACs, reduciendo la sintesis de AMPc (Moreno-Delgado
et al., 2006). Por otra parte, los complejos Gy liberados tras la activacion de las
proteinas Gai/, inhiben canales de Ca®* activados por voltaje Cavz (N y P/Q) (Zamponi
etal., 2013) y activan las vias de sefializacion de la cinasa B de proteinas (Akt 6 PKB),
la 3-cinasa de la sintasa de glucogeno (GSK3), y de las cinasas de proteinas activadas
por mitdgenos, que comprende a las cinasas de proteinas activadas por mitdgenos
(MAPKSs) vy las cinasas reguladas por sefiales extracelulares 1 y 2 (ERK-1/2) (Bongers
etal., 2007).



Receptores a histamina en los astrocitos

La expresion de receptores Hi, H2 y H3 se ha identificado en astrocitos de diferentes
regiones del SNC de la rata (corteza cerebral, hipocampo, diencéfalo, cerebelo, tallo
cerebral y médula espinal) (Hosli et al., 1984; Carman-Krzan et al., 2000; Mele y Juri¢
2013). En el cerebro, la expresion del H3;R por los astrocitos esta restringida a
determinadas regiones (figura 3; Karpati et al., 2018). En cultivos enriquecidos de
astrocitos corticales la densidad del H3R es baja (5.63 = 0.21 fmol/mg de proteina) en
comparacion con la expresion del HiR (281 + 53 fmol/mg proteina) y del H2R (59 + 5
fmol/mg proteina) (Lipnik-Stangelj y Carman-Krzan, 2004; Juri¢ et al., 2011; Mele y
Juri¢ 2013; Xu, et al., 2018).

Receptor a histamina H; en los astrocitos

La activacion por la HA del HiR en los astrocitos induce procesos mediados por el
aumento de [Ca?"]i (Karpati et al., 2018) que comprenden: neuroproteccion contra la
excitotoxicidad mediante la capturara de glutamato por regulacion positiva de la
expresion del transportador de glutamato 1 (GLT-1) (Fang et al., 2014); la homeostasis
de la glucosa induciendo la expresion del transportador de glucosa 1 (GLUT-1) (Parra-
Abarca et al., 2019) y la estimulacion de la glucogendlisis (Arbonés et al., 1990); la
sintesis y liberacion de factores neutroficos como el factor de crecimiento nervioso
(NGF) y la neurotrofina-3 (NT-3) que contribuyen a la sobrevivencia celular (Lipnik-
Stangelj et al., 1998; Lipnik-Stangelj y Carman-Krzan, 2004; Juri¢ et al., 2011), y la
regulacion de la respuesta inmune de los astrocitos mediante el aumento de la
expresion de las interleucinas 6 (IL-6) y 1B (IL-1B) (Ales y Lipnik-Stangelj, 2008;
Lipnik-Stangelj y Carman-Krzan, 2006).
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Figura 3. Expresion de los genes de los receptores a histamina por astrocitos primarios
en cultivo. A. Amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de ADN
complementario (ADNc) de los receptores a partir de ARN total de células de astrocitoma
humano 1321N1, astrocitos humanos en cultivo primario, y cerebro humano completo.
B. Amplificaciéon por PCR del ADNc de los receptores a partir de ARN total de astrocitos en
cultivo de varias regiones cerebrales y del cerebro completo de la rata. La expresion refleja la
concentracion del ARNm de cada receptor a partir de la amplificacion del ADNc. Hrh1-Hrh4,
genes de los receptores a histamina H;-Hs; ACTB o Actb, gen de Ia
B-actina (Karpati et al., 2018).

En células de astrocitoma humano U373-MG, se ha reportado que la activacion del
HiR estimula la formacién de IPs, la movilizacion de Ca®" y la liberacion de GABA
presumiblemente por reversion del transportador de GABA provocada la activacion
del intercambiador Na*/Ca®* (Soria-Jasso y Arias-Montafio, 1996), mecanismo que

sugiere una regulacion de la funcion neuronal por los astrocitos.
Receptor a histamina H: en los astrocitos

La activacion del H2R por HA induce un aumento en la formacion de AMPc y la
fosforilacion de CREB mediada por la via de sefializacion AMPc/PKA (Hu y Chen,
2017), via que participa en la regulacion de las funciones astrociticas, entre las que se
encuentra la liberacion de gliotransmisores, por ejemplo glutamato (Karpati et al.,
2018); la hidrolisis del glucogeno para el suministro de energia al SNC (Arbonés et
al., 1990), y la estimulacion de la expresion y sintesis de NT-3, importante para la

regulacion de la actividad neurotréfica astrocitica (Juri€ et al., 2011).



Receptor a histamina H; en los astrocitos

En los astrocitos, la activacion del H;R por HA ademas de reducir la formacion de
AMPc, regula la expresion del GLUT-1 mediante la activacion de la via
PLC/PKC/MAPK (Parra-Abarca et al., 2019); y de manera semejante a los HiRs y
H>Rs, mediante la via PLC/PKC los H3Rs tienen efectos neuroprotectores debidos a la

sintesis y liberacion de NT-3 (Juri€ et al., 2011).
3. Sistema dopaminérgico del SNC

Los axones de las neuronas dopaminérgicas conforman cuatro vias principales:
mesolimbica, mesocortical, nigroestriatal y tuberoinfundibular (figura 4) (McHugh et
al., 2015). La DA es sintetizada en el citoplasma neuronal a partir del amino 4cido no
esencial L-tirosina mediante la enzima hidroxilasa de tirosina (TH) utilizando
tetrahidrobiopterina, oxigeno (O2) y ion ferroso (Fe*") para catalizar la adicion de un
grupo hidroxilo a la posicion meta de la L-tirosina formando asi L-hidroxifenilalanina
(L-DOPA), misma que es descarboxilada por la enzima descarboxilasa de aminoacidos

aromaticos (AADC) para dar origen al transmisor (Smythies, 2005; Klein et al., 2019).

La DA es almacenada en vesiculas sindpticas por el transportador vesicular de
monoaminas tipo 2 (VMAT?2) y es liberada por exocitosis (Eiden y Weihe, 2011). El
metabolismo e inactivacion de la DA implica la accion secuencial de las enzimas
monoamino oxidasa (MAOQ), -catecol-O-metiltransferasa (COMT) y aldehido
deshidrogenasa (ALDH), generando como producto final el &cido homovanilico

(HVA), que carece de actividad biologica (Eisenhofer y Goldstein, 2004).
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Figura 4. Sistema dopaminérgico. A. Esquema de las principales vias dopaminérgicas del
sistema nervioso central (SNC). B. Representacion de la via de formacion de la dopamina en
el SNC a partir de la hidroxilacién del amino 4cido L-tirosina por la enzima hidroxilasa de
L-tirosina formando L-hidroxifenilalanina (L-DOPA) que es descarboxilada para generar a la
dopamina (DA) (Modificado de McHugh y Buckley, 2015).
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Receptores a dopamina en el SNC

La DA ejerce su funcion mediante la activacion de cinco subtipos distintos de GPCRs,
clasificados en dos familias que comparten un alto nivel de homologia de sus dominios
transmembranales, y que se diferencian en su estructura, sefializacion y propiedades
farmacologicas (tabla 2): los tipo D1 (subtipos D1 y Ds), acoplados a proteinas Gais que
aumentan la sintesis de AMPc y la activacion de la PKA, y los tipo D> (subtipos Do,
D; y D4), acoplados a proteinas Golo y que inhiben la producciéon de AMPc (Missale
et al., 1998; Beaulieu y Gainetdinov, 2011; tabla 2).



Tabla 2. Caracteristicas moleculares y funcionales de los receptores a dopamina.

Familia Tipo D1 Tipo D:
Receptores D1 Ds D2 D3 D4
Ubicacién
cromosomal 5q35.1 4plé6.1 11923.1 3q13.3 11pl15.5
(humano)
. o Dzs: 414
Amino acidos 446 477 Doy 443 400 387
Proteina G Goas Gas Gaio Gaio Gaiijo
LECAIGE) 1 AC, 1 AMPc, 1 PKA | AC, | AMPc
celular ’ ’ ’
Agonistas SKF-38393 Br?)‘;ggggfna 7-OH-DPAT | A-412997
selectivos SKF-81297 Pergolida pramipexola ABT-670
Antagonistas SCH-23390, L Espiperona Nafadotrida A-381393
g SCH-39166 Risperidona SB-277011* FAUC 213
Afinidad por
la dopamina 1-5 uM 0.2-2 uM 0.2-2 pM 0.02-02pM | 0.01-0.1 uM
Radioligandos | [*H]-SCH-23390 [*H]-espiperona | [*H]7-OH-DPAT

AC, adenilil ciclasa; AMPc, 3’-5’-monofosfato ciclico de adenosina; PKA, cinasa A de
proteinas; 1, activacion o formacién; |, inhibicion o reduccion. Elaborado con base en
Beaulieu y Gainetdinov, 2011; Tritsch y Sabatini, 2012.

Receptores tipo Dy

Los receptores D1 y Ds (identificados inicialmente como D14 y D1, respectivamente)
comparten un 80% de identidad en sus dominios transmembranales, pero muestran
solo un 50% de homologia general (Tiberi et al, 1991; Sidhu, 1998,) y comparten un
31% de identidad con los receptores tipo D, (Habibi, 2017). El asa extracelular entre
las regiones transmembranales 4 (TM4) y 5 (TMS5) es considerablemente diferente en
los dos subtipos de receptores, siendo mas corto (27 aa) en el receptor D; que en el
receptor Ds (41 aa); la primera y segunda asa intracelulares de los receptores D1 y Ds
estan conservadas, y la tercera asa intracelular entre TM5 y TM6 se caracteriza por ser

corta, y acoplarse a proteinas Gos que activan la via AMPc/PKA; la region carboxilo
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terminal (C-terminal) de los receptores D1/Ds es similar en tamafo, pero diferente en
la secuencia rica en Serinas y Treoninas, y tiene un residuo de Cisteina que ancla la
cola citoplasmatica a la membrana (Missale et al., 1998; Beaulieu y Gainetdinov,

2011; Tritsch y Sabatini, 2012; Habibi, 2017).

Los receptores D1/Ds presentan diferente distribucion en el cerebro; los receptores Dy
se expresan predominante en la corteza cerebral, el niicleo accumbens, el tubérculo
olfatorio, el sistema limbico (tdlamo, hipotalamo y amigdala cerebral) y el neoestriado
(caudado y putamen), donde desempefian un papel en el control motor por los ganglios
basales. La expresion de los receptores Ds es menor y su distribucion es mas
restringida, particularmente en el hipocampo, el tubérculo olfatorio y el hipotdlamo

(Richfield et al., 1989; Khan et al., 2000; Muly et al; 2010; Habibi, 2017).
Receptores tipo D>

Los receptores D> y D3 comparten una identidad del 75% en sus dominios TM, y los
subtipos D> y D4 muestran una identidad del 53-54%. En comparaciéon con los
receptores tipo D1, los receptores tipo D> presentan una tercera asa intracelular larga
que interactuan con proteinas Gai, para inhibir a las ACs (Missale et al., 1998;

Beaulieu y Gainetdinov, 2011; Tritsch y Sabatini, 2012).

Los receptores del subtipo D2 se expresan de manera baja en la corteza cerebral, y de
manera similar al subtipo D1, presentan un grado mayor de expresion en el nucleo
accumbens, el tubérculo olfatorio, el sistema limbico (hipotdlamo y amigdala
cerebral), el hipocampo, la sustancia negra, el area tegmental ventral y el neoestriado
(caudado y putamen), donde participan en el control motor por los ganglios basales.
También se expresan en alta densidad en las células lactotropas de la glandula pituitaria

anterior, donde regulan la secrecion de prolactina (Caron et al., 1978).

El receptor D3 se expresa en niveles altos en el sistema limbico (hipotdlamo y amigdala
cerebral), incluyendo el ntcleo accumbens y el tubérculo olfativo, mientras que la
expresion de los receptores D4 es alta en la corteza frontal, el sistema limbico
(hipotadlamo y amigdala cerebral), el hipocampo, el diencéfalo y el tallo encefélico
(Richfield et al., 1989; Feuerstein, 2008; Habibi, 2017). La figura 5 ilustra la

distribucion de la expresion de receptores a dopamina en el cerebro.
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Figura 5. Distribucion de la expresién de receptores a dopamina en el cerebro.
Localizacion de los cinco subtipos de receptores a dopamina (Di-like, subtipos D y Ds, y
Ds-like, subtipos D2, D3 y D4) en el cerebro humano (secciones coronales). En naranja se
representa el area cerebral predominante de cada receptor. AM, amigdala; C, caudado; Cx,
corteza cerebral; H, hipotalamo; HIPP, hipocampo; nAc, nlicleo accumbens; OT, tubérculo
olfatorio; P, putamen; SN, sustancia negra; VTA, area tegmental (Standaert y Sung, 2016).

Receptores a dopamina en los astrocitos

Los astrocitos de diferentes areas del cerebro estan expuestos a la DA liberada por los
axones que conforman las vias: mesolimbica, mesocortical, nigroestriatal y
tuberoinfundibular (figura 4) (Beaulieu y Gainetdinov, 2011). Se ha evidenciado que
los astrocitos expresan varios subtipos de receptores a DA mediante diferentes técnicas
(Western blot, inmunohistoquimica, microscopia electronica) y cultivos primarios de
astrocitos de diferentes regiones del cerebro (mesencéfalo, neoestriado, corteza
cerebral, sustancia negra pars reticulata, y nucleo accumbens) de distintas especies y
la evaluacion de las vias de sefializacion (Reuss et al., 2000; Khan et al., 2001; Khan

et al., 2001; Liu et al., 2009; Corkrum y Araque, 2021).

En cultivos primarios de astrocitos se han descrito dos fenotipos celulares de acuerdo
a las caracteristicas morfoldgicas: células de apariencia poligonal plana con una
"malla" de procesos finos entrelazados (células tipo I: astrocitos protoplasmaticos), y
astrocitos "estrellados" con procesos mas gruesos y definidos (células tipo II: astrocitos
fibrosos) (Oberheim et al 2012). La exposicion de los cultivos primarios de astrocitos
a DA induce la via de senhalizacion AMPc/PKA (Beaulieu y Gainetdinov, 2011),
aumenta la [Ca®']i y desencadena la remodelacion morfoldgica y gendomica de las

células astrociticas (Galloway et al., 2018; Bazargani y Attwell, 2016).
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Receptor a dopamina tipo D; en los astrocitos

En el cerebro de ratones adultos y con un ensayo de doble inmunomarcaje con
anticuerpos anti-DiR y anti-GFAP, Nagatomo y cols. (2017) evidenciaron que los
DiRs se expresan en los procesos finos de los astrocitos. En concordancia con lo
anterior, la exposicion a DA estimula la formacion de AMPc y la activacion de la PKA
mediadas por los receptores Di/Ds en cultivos primarios de astrocitos corticales
(Zanassi et al., 1999; Li et al., 2006). En astrocitos del ntiicleo accumbens del raton la
estimulacion optogenética de las neuronas del VTA induce la liberacion de DA lo que
resulta en un aumento importante en la [Ca?']i por activacion de los DiRs y
estimulacion de la via de senalizacion Gog/PLC/IP3 (Corkrum et al 2020 ). Esta misma
respuesta se ha observado en astrocitos en cultivo primario del hipocampo, el globo
palido (Cui et al., 2016; Jennings et al., 2017), y la corteza prefrontal de la rata (Liu et
al., 2009), asi como en los astrocitos presentes en rebanadas del bulbo olfatorio del

raton (Fischer et al., 2020).

La activacion de los receptores D1/Ds también promueve la secrecion por los astrocitos
de sustancias neuroprotectoras como el factor neurotrofico derivado de células gliales
(GDNF) y los factores de crecimiento neural NGF (Ohta et al., 2010) y de fibroblastos
2 (FGF-2) mediante el aumento en la [Ca?"]i (Vermeulen et al., 1994; Zhang et al.,
2009), regula la expresion de IL-6 y la formacion de procesos astrociticos (Morimoto
et al., 2022), activa a las cinasas ERK-1/2, induce la migracion celular (Huang et al.,

2012) y aumenta la fosforilacion de la PKA (Li et al., 2006).
Receptor a dopamina tipo D: en los astrocitos

Se ha mostrado mediante doble inmunomarcaje con anticuerpos (anti-D2R y
anti-GFAP) e inmunorreaccion con diaminobencidina (DAB) y acople a particulas de
oro, que los procesos astrociticos que rodean el cuerpo celular de las interneuronas de
la corteza cerebral expresan ~35% del total de sitios de uniéon del D2R (Khan et al.,

2001).

A semejanza de los DiRs la activacion de los receptores D»/D3 aumenta la [Ca®*]i
mediante la via PLC/IP; (Fischer et al., 2020), si bien otros estudios indican una

disminucion en la [Ca®*]i al inhibir canales de Ca?* (Jennings et al., 2017). Ademas, la
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activacion de los D2Rs promueve la liberacion de neurotrofinas como el factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), GDNF y NGF (Ohta et al., 2003; Imamura
et al., 2008; Ohta et al., 2010), la biosintesis y liberacion de FGF-2 (Li et al., 2006) y
la reduccion de la neuroinflamacion al promover respuestas anti-inflamatorias (Shao
et al., 2013). Este ultimo efecto se debe a la inhibicion de la translocacion nuclear y
union al ADN del factor nuclear kappa B (NF-xkB) o del transductor de senal y
activador de transcripcion 3 (STAT3), factores de transcripcion que promueven la
sintesis de citocinas pro-inflamatorias como IL-6, IL-1f, interferén y (IFN-y) y el

factor de necrosis tumoral a (TNF-a) (Zhang et al., 2015; Qiu et al., 2016).

La activacion de los DoRs promueve la via de sefalizacion de las MAPKs que incluye
las cinasas ERK-1/2, p38 y la cinasa N-terminal c-Jun (JNK) (Dai et al., 2016), y en
astrocitos en cultivo del neoestriado de la rata el quinpirole, un agonista de los D2Rs,
modula la liberacion de gliotransmisores como glutamato (Cervetto et al., 2017), y

reduce la proliferacion astrocitica y la astrogliosis (Dominguez-Meijide et al., 2017).

4. Interacciones funcionales entre los receptores a HA y a DA

El estudio de las interacciones funcionales de los receptores a HA y DA se ha centrado
en las células neuronales (Flik et al., 2015; Varaschin et al., 2018). Las neuronas
espinosas medianas (MSNs, por sus siglas en inglés) que conforman las vias directas
(estriado-nigral) e indirectas (estriado-palidal) de los ganglios basales expresan de
manera preferencial DiRs o D2Rs, respectivamente, y co-expresan HiRs, HoRs y H3Rs
cuya activacion modula las respuestas funcionales a la DA (Molina-Herndndez et al.,

2000; Gonzalez-Sepulveda et al., 2013; Zhuang et al., 2018).

Un ejemplo de la interaccion funcional entre los receptores a DA y HA, es la inhibicion
por la activacion del H3R de la formacion de AMPc inducida por SKF-81297, agonista
del DiR, en rebanadas estriatales de la rata (Sdnchez-Lemus y Arias-Montafo, 2004).
Otro ejemplo de las interacciones funcionales descritas, es la regulaciéon de la
liberacion de neurotransmisores como [*H]-GABA en rebanadas de la sustancia negra
pars reticulata (SNr) y del neoestriado de la rata, donde la activacion del H3R inhibe
selectivamente la liberacion de GABA dependiente de la activacion del DiR (Garcia

et al., 1997; Arias-Montafio et al 2001). Este efecto es mediado por la via AMPc/PKA
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y la activacion de canales de Ca®* tipo P/Q (Arias-Montafio et al., 2007). También se
ha mostrado la regulacion de la liberacion de DA en el neoestriado de la rata, evaluada
in vivo mediante microdialisis, en la que la activacion del DR reduce la liberacion de
la amina, evento atenuado por la co-administracion de immepip, agonista del H3;R

(Alfaro-Rodriguez et al., 2013).

Por otra parte, mediante ensayos de union de radioligandos y transferencia de energia
por resonancia de bioluminiscencia (BRET) en células HEK-293 transfectadas y en
preparaciones de membranas estriatales, se ha identificado la existencia de
heterodimeros del H3;R con el DiR o el D2R (Ferrada et al., 2008; Ferrada et al., 2009).
Posteriormente, se identificé que el heteromero D1R/H3R presente en las neuronas
estriatales de la via directa (estriado-nigral) puede dirigir la sefializacion
dopaminérgica e histaminérgica hacia la via de sefializacion de las MAPKs de manera
independiente de proteinas Gois y dependiente de proteinas Gaiio, cuyos complejos Gy
activan la via de Akt, lo que conduce a la fosforilacion de las cinasas ERK-1/2 y
GSK-3p (Ferrada et al., 2009; Moreno et al., 2011; Rapanelli et al., 2016; Manz et al
2021).
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II. Justificacion

El neoestriado recibe una importante inervacion dopaminérgica e histaminérgica,
originada en la sustancia negra pars compacta y el nticleo TM del hipotalamo,
respectivamente. Por lo anterior, el estudio de la co-expresion y las interacciones
funcionales de los receptores a HA y DA se ha enfocado en las neuronas espinosas
medianas estriatales que expresan receptores a HA (Hi, H> y H3), y a DA D1 (neuronas
estriado-nigrales que conforman la via directa de los ganglios basales) o D2 (neuronas
estriado-palidales que forman la via indirecta). Asi, no se han abordado las
interacciones funcionales de estos GPCRs en células gliales, especificamente en
astrocitos, y también se ha omitido su estudio en otras regiones del cerebro con

importante inervacion dopaminérgica e histaminérgica, como la corteza cerebral.

Lo anterior genera puntos importantes en este tema; un primer aspecto es la expresion
en astrocitos corticales de la rata de los receptores Hi, H> y Hs, asi como de los D1y
D», acoplados a diferentes proteinas G (Hi: Gagi1; H2 y Di: Gas; Hz y Da: Ga), 1o
que conduce a la formacion de segundos mensajeros como el IP3 (que estimula la
liberacion de Ca?* de depositos intracelulares), DAG (que induce la activacion de la

PKC) y el AMPc, involucrado en la activacion de la PKA.

Un segundo punto relevante es la posibilidad de interacciones funcionales entre los
receptores a HA y a DA, aspecto no evaluado en los astrocitos, pero si en las neuronas
espinosas medianas estriatales, en las que la activacion de los receptores D1 y H3
modula la formacion de AMPc y la liberacidon de neurotransmisores, en particular la

DA y el GABA.

Por lo anterior, resulta importante evaluar la expresion y funcion de los receptores a
HA y DA en astrocitos cerebro-corticales de la rata, asi como las posibles interacciones

funcionales de los receptores presentes.
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II1. Objetivos

Objetivo general

Evaluar la expresion, funcion y posible interaccion funcional de los receptores a

histamina y a dopamina en astrocitos corticales de la rata en cultivo primario.

Objetivos especificos

1. Determinar la expresion de receptores a histamina (H: y H3) y a dopamina (D1

y D») en astrocitos corticales de la rata en cultivo primario.

2. Evaluar la funcion de los receptores a histamina y a dopamina identificados,

mediante el analisis de la formacién de AMPc.

3. Iniciar el estudio de las posibles interacciones funcionales de los receptores a

histamina y a dopamina identificados.
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IV. Materiales y métodos

El abordaje experimental de esta tesis se ilustra en el siguiente diagrama.

Ratas Wistar (2-7 dias)

l

Obtencién de cultivo
primario de astrocitos Cx

Cultivo en cajas Petri Cultivo en placas de
(100 mm de didmetro ) 24 pozos

Incubacién a 37 °C en camara con una concentracion de CO, del

5% en aire, hasta alcanzar una confluencia celular de 80-90%

Ensayos de unién de
radioligando

Obtencién de resultados y

analisis

|

Discusién y conclusiones

— L——— Determinaciéon de AMPc

Cultivo primario de astrocitos corticales de la rata

Los cultivos primarios de astrocitos corticales se obtuvieron a partir de cerebros de
ratas Wistar macho de 2-7 dias de vida posnatal. Los animales fueron decapitados con
una guillotina, se extrajo el encéfalo sumergiéndolo en solucion salina amortiguada
con fosfatos (PBS) fria, se retiraron las meninges y se disecaron ambas cortezas
cerebrales. Los tejidos se cortaron en trozos pequefios, los cuales se transfirieron a una
solucion de Hank (HBSS). En condiciones de esterilidad el tejido se lavo con HBSS a
temperatura ambiente, y se sometid a tripsinizacion (solucion de tripsina/EDTA,
0.25%/0.5 mM) por 15 min a 37 °C con agitacion cada 5 min. La tripsinizacion se
detuvo agregando medio de Eagle modificado por Dulbecco/medio F12 (DMEM/F12)
suplementado con suero fetal bovino (10%), solucion de antibidticos (1% de

penicilina/estreptomicina) y glutamina (2.5 mM).

El tejido se disocié mecanicamente con una pipeta de vidrio estéril y una micropipeta
de 1 ml, permitiendo posteriormente su sedimentacion por 1 min para la obtencioén de

las células disociadas presentes en el sobrenadante, el cual se transfirid a un tubo
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Falcon y se centrifugd a 300xg por 3 min. El boton celular se resuspendié en medio
DMEM/F12 suplementado y la suspension se transfirio a botellas de cultivo celular
(tratadas previamente con poli-L-lisina) conteniendo medio DMEM/F12
suplementado. Las botellas se colocaron en una camara de incubacion a 37 °C y una
concentracion de CO; del 5% en aire, hasta alcanzar una confluencia celular de
80-90%, con cambio del medio cada 2-3 dias. Alcanzada esta densidad, la microglia 'y
las células precursoras de oligodendrocitos fueron despegadas mediante agitacion de
los frascos de cultivo celular (250 rpm por 6 h) en un agitador orbital y 1 min de
agitacion vigorosa manual. Los astrocitos se cultivaron a 37 °C en placas de Petri (100
mm de didmetro) con medio DMEM/F12 suplementado (substituido cada 2-3 dias)

hasta alcanzar una confluencia de 80-90% (12-15 dias de incubacion).

Ensayo de union de radioligando en membranas de astrocitos corticales

Las células fueron despegadas y lisadas con una solucion hipotdnica fria (Tris-HCI1 10
mM, EGTA 1 mM, pH 7.4). Los lisados se centrifugaron a 30,000xg por 20 min y el
botdn se resuspendid en una solucion de Tris-HCI (50 mM, pH 7.4). La concentracion

proteica se cuantifico por el método de Pierce BCA (4cido bicinconinico).

Los ensayos de union de radioligando se realizaron en un volumen de 100 pl: 40 pl de
la suspension membranal, 50 pl del radioligando correspondiente contenido en una
solucion de incubacién (tabla 2) y 10 ul de H2O o de una soluciéon de ligandos

selectivos no marcados para definir la union total e inespecifica, respectivamente.

Tabla 3. Radioligandos y ligandos selectivos no marcados utilizados en los ensayos de

union.
Receptor Radioligando Unién inespecifica | Incubacion 30°C
H:R [*H]-mepiramina 1 nM mepiramina 10 uM 60 min
Hi;R [*H]-NMHA 4 nM clobenpropit 10 uM 60 min
DR [*H]-SCH-23390 1 nM SCH-23390 10 uM 30 min
D:R [*H]-espiperona 2 nM butaclamol 10 pM 90 min
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Después de incubar a 30 °C por los tiempos correspondientes (tabla 2), las
incubaciones se detuvieron mediante filtracion rapida a través de filtros de fibra de
vidrio (Whatman GF/B) tratados previamente con polietilenimina (PEI) al 0.3% (2 h).
Los filtros se lavaron (3x1 ml) con una solucion de Tris-HCI fria (50 mM, pH 7.4), y
se transfirieron a viales para la cuantificacion de la radioactividad retenida por
centelleometria (Beckman Coulter LS 6500). La union especifica a cada receptor se

determin¢ a partir de la diferencia entre la unidn total y la unioén inespecifica.

Determinacion de la formacion de AMPc en astrocitos corticales de la rata

Los astrocitos fueron cultivados en placas de 24 pozos; el dia del experimento se retir6
el medio de cultivo y se agregaron 250 pl de solucion Krebs-Ringer-Hepes (KRH:
composicion, en mM: NaCl 113, HEPES 20, NaHCOs 25, D-glucosa 15, KCI 4.7,
CaCly 1.8, MgCl 1.2, pH 7.4) conteniendo 1.1 mM de 3-isobutil-1-metilxantina
(IBMX, inhibidor de fosfodiesterasas). Se incub6 por 10 min a 37 °C antes de adicionar
11 pl de los agonistas selectivos de los receptores D> y H3, y 5 min después 11 pl de
una solucion de forskolina (FSK; 3 uM) o del agonista del DiR, SKF-81297. La
incubacion se continud durante 30 min a 37 °C o por 2.5-30 min en los experimentos

de curso temporal.

Cumplido el periodo de incubacion, el medio se aspird y se afiadieron 250 pl de HCI
(0.1 N) frio para detener la reaccion y las placas se colocaron sobre hielo por 15 min,
antes de agregar 25 ul de NaOH (1 M) y 100 ul de Tris-HCI (1 M, pH 7.0). La
formacion de AMPc se determind mediante ensayos de inhibicion de la union de
[’H]-AMPc a la subunidad reguladora de la PKA, mezclando muestras de 50 pl con
50 pl de una solucion de [PH]-AMPc¢ (10 nM) y 25 ul de la suspension de PKA diluidos
en la solucion de incubacion (50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 5 mM EDTA, 5 mg/ml
albumina sérica bovina (BSA), pH 7.0) e incubando a 4 °C por 2.5 h. Las reacciones
se detuvieron mediante filtracion rapida a través de filtros de fibra de vidrio (Whatman
GF/B) tratados previamente con PEI al 0.3% (2 h). Los filtros se lavaron (3x1 ml) con
agua desionizada fria, y se transfirieron a viales para la cuantificacion de la
radioactividad retenida por centelleometria. La cantidad de AMPc formado se

determin¢ utilizando una curva estandar de AMPc y se expresoé en pmol/pozo.
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Analisis estadistico

Los resultados se presentan con medias + error estandar (SEM). Los datos se
analizaron con la prueba t de Student (comparacion entre 2 grupos) o varianza de una
via (ANOVA) y la prueba de Tukey (comparaciones multiples entre grupos)
empleando el programa Graph Pad prism v9. Los valores de P < 0.05 fueron

considerados significativos.
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V. Resultados

Expresion de receptores a DA y HA en astrocitos corticales

Para la determinacion de la expresion proteica de los receptores a HA y DA, se
realizaron ensayos de union radioligando a membranas celulares de astrocitos
corticales en cultivo primario y de la corteza cerebral de ratas Wistar macho de 2-7
dias de vida posnatal, utilizando radioligandos selectivos para el DR
([P'H]-SCH-23390; 1 nM), el D2R ([*H]-espiperona 2 nM), el H3R ([PH]-NMHA; 4 nM)
y el HiR ([*H]-mepiramina; 1 nM ).

La unién especifica indicé densidades de 8.85 + 0.90 fmol/mg para el DiR,
4.07 £ 1.24 fmol/mg para el D2R y 5.32 £ 0.84 fmol/mg para el HiR en membranas de
astrocitos corticales de la rata (figura 6A). No se detectdé union especifica de
[PH]-NMHA (4 nM), utilizada para determinar la presencia del H3R. La union
especifica en las membranas de la corteza cerebral de ratas de la misma edad (2-7 dias)
indic6 densidades de 54.33 £ 1.15 fmol/mg para el D1R, 16.69 £ 1.78 fmol/mg para el
D2R, 3.33 £2.52 fmol/mg para el H3R y 4.58 £ 0.61 fmol/mg para el HiR (figura 6B).

Ensayos de formacion e inhibicion de AMPc en los astrocitos corticales

Inicialmente se evalud la funcion de los receptores a DA D; y D», identificados en los
astrocitos corticales por los ensayos de unién de radioligando. Los DiRs estan
acoplados a proteinas Gos que activan a las ACs generando el segundo mensajero
AMPc. La incubacion de los astrocitos corticales con el farmaco SKF-81297 (10 uM),
agonista selectivo de los DiRs, resulté en un aumento significativo en la acumulacion
de AMPc a 18.32 +4.04 pmol/pozo a partir de un valor basal de 2.66 + 0.14 pmol/pozo
(figura 7A).

Los D2Rs se acoplan a proteinas Gaii, por lo que inhibe a las ACs y consecuentemente
la formaciéon de AMPc. Por lo tanto, para evaluar la funcionalidad de los D2Rs la
formacion del segundo mensajero fue estimulada con forskolina (FSK, 3 uM), que
activa directamente a las ACs (Yan et al., 1998; Defer et al., 2000) y por ende la
formacion de AMPc. La forskolina aument6 la acumulacion de AMPc a 89.55 +24.35

pmol/pozo (acumulacién basal, 2.66 + 0.14 pmol/pozo, 4 experimentos); sin embargo,
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la activacion del D2R por el agonista selectivo quinpirole (10 uM) no modificé el
efecto de la forskolina (figura 7B), como tampoco la formacion de AMPc inducida por
la activacion de los DiRs con SKF-81297 (10 uM; 26.00 + 0.80 pmol/pozo;
acumulacion basal, 2.87 + 0.33 pmol/pozo) en un solo experimento realizado (figura

70).
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Figura 6. Expresion de receptores a histamina y a dopamina en membrana de astrocitos
corticales y corteza cerebral de la rata. A, B. Union especifica de los radioligandos a
membranas de astrocitos (A) y de la corteza cerebral (B). Para ambas determinaciones se
utilizaron: D;R, [*'H]-SCH-23390 (1 nM) en ausencia o presencia de SCH-23390 (10 uM);
D:R, [*H]-espiperona (2 nM) en ausencia o presencia de butaclamol (10 puM); HiR,
[*H]-NMHA (4 nM) en ausencia o presencia de clobenpropit (10 uM); HiR, [*H]-mepiramina
(1 nM) en ausencia o presencia de mepiramina (10 uM). La unién especifica a cada receptor
se determino a partir de la diferencia entre la union total y la union inespecifica. Los puntos
corresponden a determinaciones individuales realizadas por cuadruplicado, y se indican
también la media + SEM.

Los ensayos de union de radioligando no detectaron en las membranas de los astrocitos
corticales union especifica de [’H]-NMHA (4 nM), utilizada para evaluar la presencia
del H3R. Para corroborar la ausencia de expresion de los H3Rs, acoplado a proteinas
Goaui, se evaluo el efecto del agonista selectivo immepip (1 M) en la acumulacion de
AMPc inducida por forskolina. Como se muestra en la figura 7D, el immepip no

inhibi6 el efecto de la forskolina, apoyando la ausencia del receptor.
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Figura 7. Funcionalidad de los receptores a histamina y a dopamina expresados en
astrocitos corticales en cultivo. A. Acumulacion de AMPc inducida por la activacion de los
DiRs por el agonista selectivo SKF-81297 (10 uM). B. Ausencia de inhibicion de la
acumulacion de AMPc inducida por forskolina (FSK, 3 pM) por activacion de los D2Rs con
el agonista selectivo quinpirole (10 uM). En los paneles A y B, los valores son medias + SEM
de 4 experimentos con determinaciones por cuadruplicado. C. Ausencia de inhibicion por
activacion de los D;Rs de la acumulacion de AMPc inducida por la estimulacion de los DiRs
con SKF-81297 (10 uM) en un experimento realizado con determinaciones por triplicado.
D. Ausencia de inhibiciéon de la acumulacion de AMPc inducida por FSK (3 uM) por
activacion de los H3;Rs con el agonista selectivo immepip (1 uM). Los valores son medias *
SEM de 4 experimentos con determinaciones por cuadruplicado. El analisis estadistico se
realiz6 con la prueba t de Student pareada (paneles A y C) o varianza de una via (ANOVA)
seguida de la prueba de Tukey (panel B y D). ns, sin diferencia estadisticamente significativa.
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Los D1Rs presentes en los astrocitos corticales mostraron funcionalidad en los ensayos
de formacién de AMPc, por lo que se evalu6 el curso temporal del efecto del agonista
SKF-81297 (10 uM), en periodos de 2.5 a 30 min. La activacién de los DiRs indujo
una acumulacién méxima de AMPc a los 5 min (~10 veces el valor basal), misma que
se mantuvo sin cambio significativo hasta los 30 min, el tiempo maximo evaluado
(figura 8A). Un comportamiento similar se observd de manera similar al utilizar el

agonista endégeno DA (10 uM) (figura 8B).
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Figura 8. Curso temporal de la acumulacion de AMPc en respuesta al agonista selectivo
de los D{Rs SKF-81297 y a dopamina en astrocitos corticales. A. Curso temporal de la
acumulacion de AMPc inducida por SKF-81297 (10 uM). Los valores son promedios £+ SEM
de 7 experimentos con determinaciones por triplicado. B. Curso temporal de la acumulacion

de AMPc inducida por dopamina (10 pM). Los valores son promedios £+ SEM de 3
experimentos con determinaciones por triplicado.

Antagonismo de los D1Rs por SCH-23390 en la formacion de AMPc estimulado
por DA o el agonista SKF-881297

Para confirmar la participacion de los DiRs en la formacién de AMPc inducida por
SKF-81297 y DA en los cultivos primarios de astrocitos corticales, se evaluo la
acumulacion del segundo mensajero estimulada por ambos farmacos (10 pM) en

presencia o ausencia del SCH-23390 (1 uM), un antagonista selectivo de los DiRs.
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La incubacion de los astrocitos corticales con SKF-81297 o DA (ambos a 10 uM)
resulté en un aumento significativo en la formacion de AMPc (21.84 £ 131 y
26.37 £ 2.17 pmol/pozo, respectivamente), a partir de un valor basal de 4.38 + 0.44
pmol/pozo (figura 9). El antagonista SCH-23390 (1 uM) inhibi6é la respuesta a
SKF-81297 y DA en 99.83% y 82.35%, respectivamente, sin afectar por si solo la
formacion basal de AMPc (3.92 £ 0.88 pmol/pozo, figura 9).
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Figura 9. Antagonismo por el SCH-23390 de la acumulacion de AMPc inducida por
SKF-81297 o dopamina en astrocitos corticales. Las concentraciones utilizadas fueron:
SCH-23390 (1 uM), SKF-81297 (10 uM), DA (10 uM). Los valores son promedios + SEM de
5 experimentos con determinaciones por cuadruplicado. s, sin diferencia significativa; *** P
<0.001, ANOVA de una via y prueba de Tukey.

Efecto del bloqueo de los adrenoceptores B por alprenolol en la formacion de

AMPc inducida por DA

Se ha reportado que los astrocitos corticales en cultivo primario expresan
adrenoceptores 3 funcionales (Koppel et al., 2018), los cuales se acoplan a proteinas
Gois (Hertz et al., 1984; Sutin y Shao, 1992), y que la dopamina puede unirse a estos
receptores, aunque con baja afinidad (constante de disociacion, Kd, 79.4 uM; Del
Carmine et al., 2002). Por ello, se evalu6 la formacion de AMPc inducida por la DA
bloqueando a los D1Rs con SCH-23390, o en presencia de alprenolol, un antagonista
no selectivo de los adrenoceptores f3.
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La figura 10 muestra que el SCH-23390 previno completamente las respuestas
inducidas por 10 nM, 100 nM y 1 uM de DA, con bloqueo parcial y decreciente de las
concentraciones de 3 a 100 uM. El alprenolol no modifico la respuesta DA en el rango
de 10 nM a 1 uM, pero disminuy6 de manera creciente la respuesta a concentraciones

mayores a 3 uM.
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Figura 10. Bloqueo por alprenolol y SCH-23390 de la acumulacion de AMPc estimulada
por DA en astrocitos corticales en cultivo primario. Se presentan las curvas
concentracion-respuesta de DA en ausencia de antagonistas y en presencia de alprenolol (10
uM), antagonista no selectivo de los adrenoceptores 3, o SCH-23390 (10 uM), antagonista
selectivo de los DiRs. Los puntos son los promedios + SEM de 3-4 experimentos con
determinaciones por cuadruplicado. Las lineas indican el ajuste a una ecuacion logistica. Los
valores del efecto maximo (Emax) y el Logio de la concentracion efectiva media (ECso) se
comparan en la Tabla 3.

El analisis de las curvas se presenta en la Tabla 3. La respuesta maxima (Emax) a la
DA (33.66 £ 2.01 pmol/pozo) no fue modificada significativamente por el SCH-23390
(35.38 £ 4.37 pmol/pozo, pero si por el alprenolol (12.42 + 1.00 pmol/pozo; -63%).
En relacion a la potencia, la ECso para DA (3.71 uM, pECso 5.43 £ 0.25) disminuy6
significativamente en presencia de alprenolol (ECso 0.6 uM, pECso 6.22 + 0.15) y
aumentd también significativamente en presencia de SCH-23390 (ECso 33.88 uM,
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pECso 4.47 + 0.13). Estos resultados indican que dependiendo de la concentracion
presente la formacion de AMPc inducida por DA se debe a la activacion de DiRs
(£1 uM) o a la estimulacion adicional de adrenoceptores 3 a concentraciones mayores

alpuM.

Tabla 4. Inhibicién por alprenolol y SCH-23390 de la acumulacion de AMPc inducida
por DA.

Emax
pEC5o ECso (}lM) n
(pmol/pozo)
Dopamina 33.66 £ 2.01 543+ 0.25 3.71 £0.56 3

Dopamina + alprenolol | 12.42 +1.00 ab 6.22+0.15%4 | 0.60£0.70 4

Dopamina + SCH-23390 | 3538+437 | 44740 13%¢ | 33.88+074 | 3

Los valores son promedios + SEM del nimero de experimentos indicado, con determinaciones
por cuadruplicado. Emax, formacion maxima de AMPc; ECso, concentracion efectiva media.
pECso; Logio de la ECso. ® P < 0.01 con respecto a dopamina, > P < 0.001 con respecto a
dopamina mas SCH-23390, ¢ P < 0.05 con respecto a dopamina, ¢ P < 0.05 con respecto a
dopamina, °P < 0.001 con respecto a dopamina mas alprenolol; ANOVA de una via y prueba
de Tukey.

Efecto de la histamina en la acumulacion de AMPc inducida por la activacion de

los DiRs

Para iniciar el estudio de las posibles interacciones funcionales de los receptores a HA
y a DA en los astrocitos corticales de la rata, se evaludé la acumulaciéon de AMPc
inducida por la activacion de los DiRs en ausencia y presencia de histamina (30 uM).
La figura 11A muestra que el agonista de los DiRs SKF-81297 (10 uM) indujo la
acumulacion de AMPc de los 2.5 hasta los 30 min, el tiempo maximo evaluado. En
presencia de HA, la acumulacion de AMPc fue mayor en todos los tiempos (figura
11A). A los 5 min, la HA aument6 por si misma la acumulacion de AMPc a 8.82 +
0.76 pmol/pozo (basal, 3.52 £+ 0.50 pmol/pozo); el SKF-81297 aument6 la formacion
del segundo mensajero a 16.02 £+ 1.64 pmol/pozo, y en presencia de ambos farmacos

la acumulacion de AMPc fue 23.42 = 1.91 pmol/pozo (figura 11B).
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Al sustraer la acumulacion basal de AMPc en cada caso los valores correspondieron
a: HA, 5.29 + 1.0 pmol/pozo; SKF-81297, 12.49 + 2.15 pmol/pozo; SKF-81297 + HA,
19.89 + 2.36 pmol/pozo), y la suma de los efectos individuales de la HA y el

SKF-81297 no fue estadisticamente diferente del valor obtenido en la presencia de

ambos farmacos (Tabla 5), lo que es consistente con un efecto aditivo.
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Figura 11. Efecto de la histamina en la acumulacion de AMPc inducida por la activacién
de los D(Rs. A. Curso temporal de la activacion de los DiRs por SKF-81297 (10 uM) en
ausencia o presencia de histamina (30 uM). Los valores son promedios £ SEM de
determinaciones por triplicado de un experimento representativo, repetido 6 veces con
resultados similares. B. Analisis de los efectos del SKF-81297, histamina y su combinacion a

los 5 min. Los valores son promedios £ SEM de 4 experimentos. * P < (.05, ANOVA de una
via y prueba de Tukey.

Tabla 5. Efecto de la histamina en la acumulacion de AMPc inducida por la activacién
de los D1Rs

Agonistas AMPc (pmol/pozo) Suma (pmol/pozo)
Histamina 529+1.0
17.78 £2.37*
SKF-81297 12.49+2.15
SKF-81297 + Histamina 19.89 £2.36 19.89 £2.36

Los valores muestran el efecto de los fArmacos después de la substraccion de la acumulacion

basal, y son promedios = SEM de 4 experimentos, “P = 0.551 comparado con el valor de
SKF-81297 mas histamina; prueba ¢ de Student.
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Antagonismo de los receptores Hi, H2 y Hs en el efecto aditivo de la HA en la

acumulacion de AMPc inducida por los DiRs

Para este andlisis se utilizaron los agonistas enddégenos HA y DA, asi como
antagonistas selectivos de los receptores Hi (mepiramina), H> (tiotidina) y Hj3
(clobenpropit). La figura 12 muestra que la co-incubacion con HA y DA result6é en un
efecto aditivo en la acumulacion de AMPc en los astrocitos corticales (figura 12; basal,
3.15 £+ 0.49 pmol/pozo; HA, 8.79 = 0.71 pmol/pozo; DA, 14.65 £ 0.68 pmol/pozo;
DA + HA, 23.24 + 1.42 pmol/pozo).
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Figura 12. Efecto de los antagonistas de los receptores Hi, H, y H3 en el efecto aditivo de
la histamina en la acumulacién de AMPc inducida por dopamina. Se utilizaron los
agonistas endogenos histamina (HA, 30 uM) y dopamina (DA), 10 pM, y los antagonistas
selectivos mepiramina (mep; HiR, 10 uM), tiotidina (tio; H2R, 10 uM), y clobenpropit (clob,
H3R, 10 uM). Los valores son promedios = SEM de 4 experimentos con determinaciones por
triplicado. *P < 0.05; ***P < 0.0001; ns, sin diferencia significativa. ANOVA de una via y
prueba de Tukey.

La figura 12 muestra también que la incubacion con mepiramina (10 uM), antagonista
selectivo de los HiRs o clobenpropit (10 pM), antagonista selectivo de los receptores
H3Rs, no modifico el efecto de la co-incubacién con DA + HA. Sin embargo, la
tiotidina, antagonista selectivo de los H2Rs, redujo el efecto de la co-incubacion con
DA y HA a valores no significativamente diferentes de los observados en presencia de

DA.
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Efecto aditivo de agonistas de los D1Rs y H2Rs en la acumulacion de AMPec.

Para confirmar la participacion de los H2Rs en el efecto aditivo de la HA en la
acumulacion de AMPc inducida por activacion de los DiRs, se utilizaron agonistas
selectivos de ambos receptores. La incubacion de los astrocitos con amtamina
(10 uM), un agonista selectivo de los H2Rs, indujo una formacion de AMPc modesta;
la activacion de los DiRs por SKF-81297 (10 uM) indujo una mayor acumulacion de
AMPc y la co-incubacion con ambos agonistas indujo una respuesta alin mayor y
significativamente diferente de la inducida por la activacion de los DiRs por el
SKF-81297 (figura 13). El analisis indic6 un efecto aditivo de ambos agonistas
selectivos (basal, 2.55 + 0.16 pmol/pozo; amtamina, 6.61 + 0.50 pmol/pozo;
SKF-81297, 20.66 + 1.40 pmol/pozo; SKF-81297 + amtamina, 27.81 + 2.99
pmol/pozo).
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Figura 13. Efecto aditivo de agonistas selectivos de los receptores a histamina H, y a
dopamina D; en la acumulacién de AMPc. Se muestran los efectos de la incubacion (5 min)
con antamina (10 uM, agonista selectivo de los H2Rs), SKF-81297 (10 uM, agonista selectivo
de los DiRs) y su combinacion. Los valores son promedios £ SEM de 4 experimentos.
* P <0.05, ***P <0.001, ANOVA de una via y prueba de Tukey.
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Al sustraer la acumulacion basal de AMPc de las incubaciones individuales y con
ambos farmacos (amtamina, 4.06 = 0.39 pmol/pozo; SKF-81297, 18.11 + 1.29
pmol/pozo; amtamina + SKF-81297, 25.26 £ 3.02 pmol/pozo), la suma teodrica de los
efectos individuales de la amtamina y el SKF-81297 no es estadisticamente diferente
del valor obtenido en la co-incubacion con ambos farmacos, lo que es indicativo de un
efecto aditivo (Tabla 5), semejante al observado para el SKF-81297 y la HA (figura
11y Tabla 5).

Tabla 6. Efecto aditivo de agonistas selectivos de los receptores a histamina H, y a

dopamina D, en la acumulacion de AMPc.

Agonistas AMPc¢ (pmol/pozo) Suma (pmol/pozo)
Amtamina 4.06 £0.39
22.17 + 1.34%
SKF-81297 18.11£1.29
SKF-81297 + Amtamina 25.26 £3.02 25.26 £3.02

Los valores muestran el efecto de los farmacos (ambos a 10 uM) después de la substraccion
de la acumulacién basal, y son promedios + SEM de 4 experimentos. *P = 0.386 comparado
con el valor de SKF-81297 mas amtamina; prueba ¢ de Student.
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V1. Discusion

Cultivo primario de astrocitos cerebro-corticales

Numerosos estudios han mostrado que los astrocitos participan de manera fundamental
en la homeostasis del SNC al desempefar diversas funciones como la generacion y
mantenimiento de vias sinapticas neuronales, aporte nutrimental a las neuronas, y
modulacién de la eficacia sindptica mediante la liberacion de gliotransmisores
(Pfrieger y Barres, 1997; Araque et al., 1999; Shulman et al., 2001; Christopherson et
al., 2005; Ricci et al., 2009; Perdan et al., 2009; Hamilton y Attwell, 2010; Dienel y
Cruz, 2015; Wabhis et al., 2021). Asi, el estudio de los astrocitos y sus funciones siguen

siendo motivo de gran interés.

La implementacion de cultivos primarios ha facilitado el estudio de la sefializacion y
la respuesta celular de los astrocitos de diferentes regiones del cerebro en respuesta a
diferentes estimulos farmacologicos (Zhou et al., 2019); sin embargo, un aspecto muy
relevante concierne la pureza de los cultivos primarios de astrocitos con respecto a
otras células gliales, especificamente la microglia y oligodendrocitos. Este aspecto
generalmente se aborda mediante inmunodeteccion (inmunocitoquimica con
fluorescencia) de las proteinas acida fibrilar glial fibrilar (GFAP) especifica de los
astrocitos, CD11b/c (0X42) o IBA-1, especifica de la microglia, y O4, especifica de
oligodendrocitos (Lange et al., 2012; Schildge et al., 2013).

En este estudio, los cultivos primarios de astrocitos corticales se obtuvieron a partir de
la corteza cerebral de ratas Wistar macho de 2-7 dias de vida posnatal, sembrados de
manera inicial en botellas de cultivo, y sometidos a un protocolo de agitacion para
eliminar la microglia y las células precursoras de oligodendrocitos (Schildge et al.,
2013), con el fin de obtener un cultivo de astrocitos lo mas puro posible. Datos previos
del laboratorio mostraron que los cultivos primarios de astrocitos cerebro-corticales
obtenidos sin el protocolo de agitacion contenian 95.0 + 0.6% de células
inmuno-reactivas a la proteina GFAP, caracteristica de los astrocitos, con presencia
-aunque minima- de microglia y células precursoras de oligodendrocitos (figura 14;
Parra-Abarca et al., 2019). Por lo tanto, se espera que la fraccion de astrocitos en los
cultivos primarios utilizados en este trabajo sea mayor con el protocolo de agitacion

empleado, aunque se requiere determinar, mediante inmunodeteccion de las proteinas
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GFAP (astrocitos), CD11b/c (OX42; microglia) y O4 (oligodendrocitos), la pureza de
estos cultivos. Sin embargo, con base en los resultados de Parra-Abarca y cols. (2019)

es razonable asumir que los astrocitos conforman > 95% de las células presentes.

Figura 14. Astrocitos y células de la microglia y precursoras de oligodendrocitos en
cultivos primarios de astrocitos cerebro-corticales. A) Inmuno-reactividad a CDI11b/c
(OX42; microglia; rojo y flechas) y a GFAP (astrocitos; verde). B) Inmuno-reactividad a O4
(oligodendrocitos; rojo y flechas). Los nucleos celulares fueron tefiidos con DAPI (azul).
Tomado de Parra-Abarca et al., 2019.

Los astrocitos corticales de la rata expresan receptores a DAy a HA

Estudios previos mediante ensayos de inmunocitoquimica, Western blot, microscopia
electronica, técnicas de hibridacion in situ, reaccidon en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa (RT-PCR), evaluacién de vias de sefalizacion, y ensayos de
union de radioligandos han sugerido que los astrocitos responden a neurotransmisores
mediante la expresion de GPCRs, entre ellos receptores a HA (Hi, H2 y H3) y a DA
(tipos D1y D2) (Xu et al., 2018; Juri€ et al., 2016; Corkrum y Araque, 2021; Kofuji y
Araque 2021).

En este trabajo los ensayos de union de radioligando con membranas celulares de
astrocitos corticales indicaron la expresion de receptores a dopamina D;
(DiRs, 8.85 £ 0.90 fmol/mg) y D> (D2Rs, 4.07 £ 1.24 fmol/mg), asi como receptores a
histamina H; (HiRs, 5.32 + 0.84 fmol/mg) pero no se detecto la presencia de receptores

a histamina Hz (H3Rs). En contraste, estudios de amplificacion por PCR del ADNc de
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los receptores a partir de ARNm obtenido de astrocitos corticales de la rata en conjunto
con ensayos de unién de radioligando, realizados por Mele y Juri¢ (2013), indicaron
la expresion de H3Rs, aunque con baja densidad proteica (5.63 £ 0.21 fmol/mg), y los
ensayos de PCR con ARNm de astrocitos de diferentes regiones del cerebro de la rata,
realizados por Karpati y cols. (2018), indican que la expresion de H3zRs se restringe a
determinadas regiones del cerebro. En este trabajo los ensayos de unidén de
radioligandos con membranas de la corteza cerebral de rata de la misma edad posnatal
(2-7 dias), mostro expresion de DiRs (54.33 £ 1.15 fmol/mg) y D>Rs (16.69 + 1.78
fmol/mg), asi como HiRs (4.58 £ 0.61 fmol/mg). En comparacién con las membranas
de los astrocitos de la corteza cerebral, estas densidades son 6 y 4 veces mayores para
los DiRs y D2Rs, y similares para los HiRs, indicando una expresion més abundante

por neuronas de los receptores a dopamina.

En contraste con la ausencia de unidon especifica en membranas de los astrocitos
corticales, con la misma concentracion de [*’H]-NMHA (4 nM) se detectd expresion
del H3R en membranas de la corteza cerebral, aunque con una densidad minima y
altamente variable (3.33 £ 2.52 fmol/mg). Estos resultados indican una baja expresion

del receptor en esta etapa de la vida, que puede atribuirse a células neuronales.

En conjunto, los resultados obtenidos indican que bajo las condiciones experimentales
de este estudio los astrocitos corticales de la rata en cultivo primario expresan DiRs y

D2Rs, asi como HiRs.

La activacion de los D1Rs induce acumulacion de AMPc¢

Los receptores a DA tipo D1 y D2 son GPCRs acoplados a diferentes proteinas G que
influyen en la formacion de AMPc. Los DiRs se acoplan a proteinas Gos y su
activacion induce la formacion de AMPc y la activacion de la PKA, mientras que los
D2Rs se acoplan a proteinas Gaio que inhiben la produccion de AMPc (Beaulieu y

Gainetdinov, 2011).

En este estudio, los ensayos de union de radioligando identificaron la expresion de
DiRs y D2Rs por los astrocitos corticales. Sin embargo, solo los DiRs mostraron

funcionalidad en los ensayos de acumulaciéon de AMPc, al ser estimulados por el
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agonista selectivo SKF-81297 (figura 7), efecto prevenido por el antagonista selectivo

SCH-23390 (figura 9), confirmando la participacion de dichos receptores.

Ademas, y de manera interesante, el curso temporal de la acumulacion de AMPc
inducido por la activacion de los DiRs tanto por el agonista selectivo SKF-81297 o
como por DA mostrd una fase lineal en la acumulaciéon de AMPc hasta los 5 min,
alcanzandose posteriormente una meseta hasta los 30 min, tiempo maximo evaluado
(figura 8). Un fenémeno comun a un gran numero de GPCRs es la desensibilizacion
homologa, es decir la pérdida de la respuesta funcional por exposicion prolongada al
agonista. Este proceso involucra la activacion del receptor, la fosforilacion del mismo
en residuos de Serina por cinasas de GPCRs (GRKSs), el reclutamiento de las proteinas
adaptadoras multifuncionales p-arrestinas y eventualmente la internalizacion del

receptor (Pitcher et al., 1998).

Un estudio realizado por Tiberi y cols. (1996) en células HEK-293 transfectadas
mostrd que la fosforilacion del DR se debe a las isoformas 2, 3 y 5 de las GRKs, con
un efecto maximo a los 5 min, observandose en paralelo una reduccion en la formacion
de AMPc inducida por la DA (10 uM). En los astrocitos se ha identificado mediante
inmuno-deteccion (Western blot) la expresion de las GRKs 2, 3, 5 y 6 (Lipfert et al.,
2013); por lo tanto, para los astrocitos corticales la meseta observada en el curso
temporal de la acumulacion de AMPc inducida por la activacion de los DiRs sugiere
desensibilizacion homologa rapida del receptor D1 que puede atribuirse a la
fosforilacion del mismo por GRKs y el reclutamiento de B-arrestinas (Pitcher et al.,

1998).

Como se menciond antes, el antagonista selectivo de los D1Rs SCH-23390 (1 uM)
inhibi6 la acumulacion de AMPc inducida por SKF-81297 (10 uM) o por DA (10 uM).
Sin embargo, un aspecto de interés fue que el antagonismo por el SCH-23390 fue
menor para la DA que para el SKF-81297 (- 82.35% y - 99.83%, respectivamente;
figura 9). Este resultado indicé que la DA podria activar otros GPCRs aminérgicos.
En este contexto, se conoce que los astrocitos expresan receptores [-adrenérgicos
(BARs) vinculados a la formacion de AMPc (Hertz et al., 1984; Sutin y Shao, 1992).
Por otra parte, evidencias farmacologicas y moleculares indican que la DA puede
unirse a los BARs aunque con baja afinidad (Kd, 79.4 uM; Del Carmine et al., 2002).y
activarlos (Zanassi et al., 1999; Koppel et al., 2018; Morimoto et al., 2022).
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Por lo anterior, en este estudio se evalu6 el efecto del SCH-23390 y del alprenolol, un
antagonista no selectivo de los BARs, en la acumulaciéon de AMPc estimulada por
concentraciones crecientes de DA (10 nM — 100 uM). Se observo que en presencia de
alprenolol la DA induce acumulacién de AMPc con ECso = 0.6 uM, y que en presencia
de SCH-23390 la ECso de la DA correspondi6 a 33.60 uM. Lo anterior indica que en
el rango de concentraciones de 10 nM a 1 uM la DA activa selectivamente a los D1Rs,
y que a concentraciones mayores estimula también a BARs. Este resultado concuerda
con lo reportado para astrocitos estriatales en cultivo primario por Zanassi y cols.
(1999), quienes mostraron que el propranolol, antagonista no selectivo de los BARs,
inhibi6 en 35.3% la formacion de AMPc inducida por DA. El anélisis de las curvas
concentracion-respuesta de este estudio (figura 10 y tabla 4) mostré también que la
activacion de los DiRs contribuye con el 37% de la respuesta méxima que puede ser

inducida por la DA y que representaria la activacion conjunta de los D1Rs y los BARs.

Una publicacion reciente de Morimoto y cols. (2022) reporta que en astrocitos en
cultivo primario de la rata la expresion de interleucina 6 (IL-6) y la formacion de
procesos astrociticos inducidas por una concentracion baja de DA (1 uM), fueron
inhibidas por un antagonista de los DiRs, mientras que los efectos de una alta
concentracion de DA (100 uM) fueron inhibidos al antagonizar a los BARs (Morimoto

et al., 2022).

Los Hz2Rs son responsables del efecto aditivo de la HA en la acumulacion de AMPc¢

inducida por la activacion de los D1Rs

Se ha mostrado que la HA induce la acumulacion de AMPc en astrocitos en cultivo
primario (Kubo et al., 1991). En este estudio la HA (30 uM) aument6 la acumulacién
de AMPc inducida por la activando de los D1Rs con SKF-81297 desde los 5 min hasta
los 30 min, tiempo maximo evaluado. Al evaluar el efecto a los 5 min, la suma de los
efectos individuales de la HA y el SKF-81297 no fue estadisticamente diferente de la
acumulacion de AMPc originada por la presencia de ambos farmacos (tabla 5),
sugiriendo un efecto aditivo de la HA en la formacion del segundo mensajero inducida

por la activacion de los DiRs.

Los ensayos de union de radioligando a membranas de astrocitos corticales de la rata

permitieron la deteccion de HiRs en este estudio, y trabajos previos han mostrado que
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los astrocitos expresan también H>Rs (Lipnik-Stangelj y Carman-Krzan, 2004;
Krzan et al., 2016) cuya activacion estimula la acumulacion de AMPc
(Huy Chen, 2017). Los HiRs, aunque se acoplan preferencialmente a proteinas Gogi1,
y por lo tanto a la movilizacion de Ca®" y la activacion de la PKC, inducen la
acumulacion de AMPc mediante la activacion de las ACs por los complejos GPy
(Maruko, 2005), mediante la unién del complejo Ca**-calmodulina (ACs 1,3y 8) o la
fosforilacion por la PKC (ACs 5 y 6) (Defer et al., 2000). La acumulacion de AMPc
inducida por la co-incubaciéon con HA y DA no fue afectada por los antagonistas
mepiramina (HiRs) o clobenpropit (H3Rs), pero fue inhibida a valores no diferentes
de los observados con la DA por la tiotidina, antagonista selectivo de los H2Rs

(figura 12). Este resultado indico que el efecto se debia a la activacion de los H2Rs.

La co-incubacion con SKF-81297 (agonista selectivo de los DiRs) y amtamina
(agonista selectivo de los HzRs), aumenté la acumulacion de AMPc a valores no
diferentes de la suma de los efectos individuales de los farmacos (figura 13), apoyando
que los H2Rs son responsables del efecto aditivo de la HA en la formaciéon de AMPc

inducida por la activacion de los DiRs por la DA.

Recientemente se ha descrito que la formacion de AMPc afecta ampliamente al
fosfoproteoma celular inducido por la sefializacion AMPc/PKA al evaluar la
fosforilacion de proteinas que poseen el motivo RR/KX-(S/T), sustrato de la PKA
(Tsvetanova et al., 2021). Por lo tanto, resulta de interés estudiar si el efecto aditivo de
la DA y la HA en la formacion de AMPc debido a la activacion de los DiRs y los HaRs,
respectivamente, se traduce en una mayor fosforilacion de proteinas por la PKA en los

astrocitos cerebro-corticales de la rata en cultivo.

Se ha mostrado que el AMPc regula funciones de los astrocitos como el suministro de
energia a las neuronas, el mantenimiento del entorno extracelular, la respuesta
inmunitaria y la liberacion de factores troficos (Zhou et al., 2019), y en consecuencia
el efecto aditivo de la DA y la HA aqui descrito podria ser relevante para estas

funciones.
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VII. Conclusiones

1.

En las condiciones experimentales utilizadas, los astrocitos cerebro-corticales
de la rata en cultivo expresan receptores a histamina H; y Haz, asi como

receptores a dopamina D; y D».

Los DiRs presentes en los astrocitos corticales estdn acoplados de manera
importante a la formacion de AMPc y experimentan desensibilizacion

homologa rapida.

Existe un efecto aditivo en la formacion de AMPc entre la DA y la HA debido

a la activacion de los DiRs y los H2Rs, respectivamente.
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VIIIL.

1.

Perspectivas

Determinar mediante inmunodeteccion con anticuerpos contra las proteinas
GFAP (astrocitos), CD11b/c (OX42; microglia) y O4 (oligodendrocitos), la

pureza de los cultivos primarios de astrocitos corticales de la rata.

Estudiar si el efecto aditivo de la activacion de los D1Rs y H2Rs en la formacion

de AMPc se traduce en una mayor fosforilacion de proteinas por la PKA.

Evaluar la posible desensibilizacion homologa rapida de los DiRs presentes en
los astrocitos corticales y la participacion de la fosforilacion de los receptores

por cinasas de GPCRs (GRKSs) y las proteinas (3-arrestinas.

Determinar si el efecto aditivo de los Di1Rs y H2Rs en la formacion de AMPc
modifica algunas funciones de los astrocitos cerebro-corticales (por ejemplo,
suministro de energia, mantenimiento del entorno extracelular, la respuesta

inmunitaria y liberacion de factores troficos).
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