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Resumen

El receptor a histamina H> (H2R) pertenece a la clase A de los receptores acoplados a
proteinas G (GPCR), es codificado por un gen localizado en el cromosoma 5 humano, que
da lugar a una proteina de 359 aminodcidos, y posee una masa molar aproximada de ~40
kDa. Ademas, posee actividad constitutiva y ejerce sus efectos funcionales a través de

proteinas Ges induciendo la sintesis de AMPc.

El H2R ha sido estudiado principalmente en el sistema gastrointestinal debido a su
participacion en la regulacion de la secrecion de acido géstrico y ha sido un blanco
farmacoldgico para el control de patologias gastricas. Sin embargo, se ha identificado
también su expresion en el sistema nervioso central. En 1996 se describio la mutacion N217D
en el H2R en pacientes diagnosticados con esquizofrenia en una poblacion del Reino Unido.
La mutacion se localiza en la tercera asa intracelular, una region fundamental para la unioén
con la proteina Gys, y consiste en el cambio de la adenina 649 por una guanina que ocasiona

el cambio de la Asparagina 217 por Aspartato.

El objetivo de este trabajo fue determinar si la mutacion N217D modifica la expresion y las
propiedades de sefializacion del hH2R en un sistema heter6logo (células CHO-K1). Para ello,
se gener0 el receptor con la mutacion mencionada (hH2Rn217p) y se compard con el receptor
nativo (hH2Rwr). La evaluacion de la expresion se realizé mediante ensayos de Western blot
e inmunofluorescencia, mientras que la funcionalidad fue evaluada mediante ensayos de

competicion de la union de [PH]-AMPc y empleando el biosensor GloSensor.

Los resultados muestran que las células CHO-K1 no expresan de manera enddgena al
receptor HoR, y la expresion estable de los receptores transfectados (hH2Rwt y hH2Rn217D).
Los ensayos funcionales sugieren que el receptor mutado posee una menor actividad
constitutiva respecto al receptor nativo y con disminucion de la afinidad del receptor por el

agonista.



Abstract

The histamine H. receptor (H2R) belongs to the class A of G protein-coupled receptors
(GPCRs), encoded by a gene located on the human chromosome 5, and generates a 359
amino-acid protein with a molar mass of ~40 kDa. The H2R exhibits constitutive activity and

exerts its functional effects through Ges proteins, inducing CAMP synthesis.

The H2R has been primarily studied in the gastrointestinal system due to its role in regulating
gastric acid secretion, making it a pharmacological target for controlling gastric pathologies.
However, receptor expression has also been identified in the central nervous system. In 1996,
the N217D mutation in the H2R was described in patients diagnosed with schizophrenia in a
population from the United Kingdom. The mutation is located on the third intracellular loop,
a crucial region for Ges protein binding and activation, and involves the substitution of

adenine 649 by guanine, leading to the replacement of Asparagine 217 by Aspartate.

The aim of this study was to determine whether the N217D mutation alters the expression
and signaling properties of the hH2R in a heterologous system (CHO-K1 cells). The receptor
with the mutation was generated (hH2Rn2170) and compared with the wild-type receptor
(hH2Rwr). Receptor expression was assessed by Western blot and immunofluorescence
assays, while receptor functionality was evaluated by [?H]-cAMP binding competition assays

and the GloSensor biosensor.

The results of this work show that CHO-K1 cells do not express endogenously H2Rs, and
that stable expression of the transfected receptors (hH2Rwt and hH2Rn217p) was achieved.
The functional assays suggest that the mutated receptor exhibits lower constitutive activity

than the wild-type receptor, along with a decrease in agonist affinity.
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l. Introduccién

1. Sistema histaminérgico del sistema nervioso central (SNC).

La histamina, 2-(4-imidazolil)etilamina de acuerdo con la [IUPAC, es un neurotransmisor que
se encuentra en distintas regiones del organismo incluyendo el SNC, el estobmago, la piel y
el sistema inmunolégico (Feldberg, 1956; Schwartz et al., 1991). En el SNC humano el
sistema histaminérgico se encuentra conformado por aproximadamente 64,000 neuronas, y
las &reas que poseen una mayor densidad de neuronas histaminérgicas se localizan en los
nucleos hipotalamicos, en el septum medial y en el area ventral tegmental. Sin embargo, el
nucleo tuberomamilar (NTM) es la inica fuente de eferencias histaminérgicas al SNC (Leurs
et al., 2011a). Dichas eferencias forman dos vias ascendentes principales que inervan a los
ganglios basales, la amigdala, el hipocampo, la corteza cerebral y el hipotalamo (Figura 1),
y una via descendente que inerva el tallo cerebral (incluyendo a los nucleos

monoaminérgicos), el cerebelo y la médula espinal (Benarroch, 2010).
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Figura 1. Sistema histaminérgico en el humano. Se ilustra la inervacion histaminérgica por el NTM

a diversas areas del cerebro humano. Tomada de Benarroch, 2010.



El sistema histaminérgico participa en la neuromodulacién de los ciclos circadianos, la
actividad motriz, la analgesia, la ingesta de alimentos, la memoria y el aprendizaje, la

sefalizacion de dafio tisular y la inflamacion (Benarroch, 2010; Yoshikawa ef al., 2021).

A pesar de encontrarse en el plasma, la histamina no puede atravesar la barrera
hematoencefalica (BHE) por lo que debe ser sintetizada dentro del cerebro, y para ello se
requiere el transporte de L-histidina a través del transportador de L-aminoacidos (LAT-1), y
su descarboxilacion por la enzima descarboxilasa de L-histidina (HDC), como se ilustra en
la Figura 2. Morfologicamente, las neuronas histaminérgicas poseen un soma con un
diametro de 20-30 um, con subdivisiones dendriticas y varicosidades en los axones, y es en

estas ultimas donde se sintetiza mayoritariamente la histamina (Haas et al., 2008).

Su metabolismo en el espacio extracelular se realiza por dos vias: a) oxidacién, mediada en
el tejido periférico por la enzima diamina oxidasa (DAO), generando al 4cido imidazol
acético (IAA); y b) metilacion, via principal en el SNC, por la enzima N-metiltransferasa de
histamina (HMT) produciendo telemetilhistamina (t-MH), la cual es degradada a &cido
telemetilimidazol-acético por la monoamino-oxidasa B, MAO-B (Figura 2) (Schwartz et al.,

1991).
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Figura 2. Sintesis y catabolismo de la histamina en el SNC. Se ilustran las vias metabolicas
principales que ocurren en las neuronas, asi como el transporte de la histamina a las vesiculas

sinapticas. Tomado de Haas et al., 2008.



2. Receptores a histamina.

Los efectos fisiologicos de la histamina son debidos a la activacion de 4 tipos de receptores
acoplados a proteinas G (GPCR, por sus siglas en inglés, G Protein-Coupled Receptors): Hi,
H», H3 y Ha. Todos ellos se clasifican como clase A o similares a la rodopsina (subgrupo o)

de acuerdo con la homologia de su secuencia y su origen filogenético, respectivamente.

Estructuralmente, son proteinas con sicte dominios transmembranales (TM1-TM7), un
segmento amino terminal extracelular (N-terminal), un segmento carboxilo-terminal
(C—terminal) intracelular, tres asas extracelulares (el—e3) y tres asas intracelulares (i1-13)
(Haas et al., 2008). Las caracteristicas farmacoldgicas moleculares y funcionales se describen

en la Tabla 1.

Receptores a histamina H2 (H2R)

Localizacion en el SNC y estructura.

El H2R fue identificado farmacologicamente en la década de los 70, clonado por homologia
en 1991 usando un gen canino (Gantz ef al., 1991a), y en el mismo afio fue clonado el HoR
humano (Gantz et al., 1991b). Inicialmente se le atribuyé como funcidén principal la
regulacion de la secrecion de acido géstrico; sin embargo, estudios posteriores identificaron
su expresion en el SNC de manera post—sinaptica en neuronas de areas como la corteza
cerebral, la sustancia negra, el hipocampo, el neoestriado, la amigdala y los ntcleos del rafé
(alta densidad), asi como en el hipotdlamo y el cerebelo (baja densidad) (ver Figura 3:

Traiffort et al., 1992; Panula y Nuutinen, 2013).

El receptor es codificado por un gen carente de intrones localizado en el cromosoma 5, que
da lugar a una proteina de 358 aminoécidos (aa) en la rata y el raton o de 359 aa en el humano,
el cuyo y los caninos; tiene una masa molar aproximado de ~40 kDa. Su tercera asa
intracelular es corta (30 aa) mientras que el extremo C-terminal es largo (71 aa; ver Figura
4; Arrang et al., 1995). Tiene una homologia del 21.50, 20.70 y 18.95% con los receptores
Hi, H3 y Ha, respectivamente (Micallef ef al., 2013). Ademads, posee sitios putativos de

glicosilacion y de fosforilacion por la cinasa A de proteinas (PKA).



Tabla 1. Propiedades moleculares, farmacolégicas y funcionales de los receptores a histamina.

Caracteristicas H; H; Hs Hy4
Localizacion 3p25 5q35.2 20q13.33 18ql11.2
cromosOmica
Proteina G Gagni Gos Gaiso Gaiijo
Vias de T PLC —»IP3—DAG TAC —-AMPc —PKA {AC— { AMPC — LAC -
sefializacion TPKC TCREB JPKA I AMPc
MCa?'li dCanales Kca-+ dcanales de Ca>* Ny TMAPK
{ Canales de K* P/Q
PCanales de K*
Agonistas 2-tiazoliletilamina, Dimaprit, amtamina, (R)-a-metilhistamina 4-metilhistamina
selectivos histaprodifen impromidina. immepip VUF8430
imetit
Antagonistas Mepiramina Tiotidina, ranitidina, Tioperamida Tioperamida
cimetidina. clobenpropip yodofenpropit
Radioligandos [*H]-pirilamina [*H]-tiotidina [*H]-NMHA [*H]-histamina
['*Ilyodobolpiramina ['*’I]yodoaminopotentidina  ['>’I]-yodofenpropit  [*H]-JNJ7777120
['2°1]-yodoproxifan

Distribucién Vasos sanguineos, Mucosa del estomago, Tracto Eosindfilos,
fuera del SNC tejido cardiaco, tejido cardiaco, utero, gastrointestinal, vias mastocitos,

musculo liso, tracto musculo liso, epitelio de la respiratorias, basofilos,

Distribucion en
el SNC

Funciones

gastrointestinal,
endotelio.

Hipotalamo, nucleos
aminérgicos,
cerebelo, talamo,
corteza e hipocampo.

Excitabilidad
postsinaptica,
plasticidad, memoria
de trabajo, control
enddcrino.

mucosa nasal.

Corteza, neoestriado,
nucleo accumbens,
hipocampo, amigdala.

Excitabilidad
postsinaptica, plasticidad,
consolidacion del
aprendizaje y memoria.

glandulas nasales.

Corteza, neoestriado,
nicleo accumbens,
sustancia negra.

Autorreceptores o
heterorreceptores.

neutrofilos, médula
oOsea, bazo, higado.

Hipocampo,
corteza,
neoestriado,
talamo, amigdala.

Respuesta
inflamatoria y
alérgica.

AC: adenilil ciclasa; AMPc: 3'-5'-monofosfato ciclico de adenosina; DAG: diacilglicerol; IP3: 1,4,5-trifosfato
de inositol; MAPK: cinasas de proteinas activadas por mitogenos; PKA: cinasa A de proteinas; PKC: cinasa C
de proteinas; PLC: fosfolipasa C. 7T activacion, ¥ inhibicién, —» sintesis. Elaborada a partir de: Leurs et al., 2011,
Haas ef al., 2008; Lieberman, 2011 y Ramos-Jiménez et al., 2009.



Figura 3. Identificacion de la localizacion del H;R en el cerebro humano empleando
['*I]yodoaminopotentidina. Autorradiografias que muestran la distribucion de los receptores en A)
nucleo lentiforme, B) corteza cerebral, C) talamo, D) formacion hipocampal y E) amigdala. A: nucleo
del talamo anterior, AcB: nicleo basal accesorio de la amigdala, Ba: nicleo basal de la amigdala,
CALl: region 1 del hipocampo, CA3: region 3 del hipocampo, Gr: nucleo granular de la amigdala, La:
nucleo lateral de la amigdala, LA: nucleo lateral del talamo, M: niicleo medial del talamo, S: subiculo,
SN: sustancia negra, C: claustro, GPI: globo palido lateral, GPm: globo palido medial, PUT: putamen.
Modificado de Traiffort ef al., 1992.

Figura 4. Representacion esquematica de la estructura del H,R. El aminoacido marcado en rojo
corresponde a la Asparagina®'’ cuya mutacion a Aspartato (N217D) es abordada en este trabajo.

Modificado de McNaught, 2024.
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Vias de senalizacion intracelular.

Los H2Rs presentan actividad constitutiva (Haas ef al., 2008), se acoplan a proteinas Gos y
en algunas células a proteinas Gag/11. Al ser activados se produce un cambio conformacional
del receptor provocando el desacople de la proteina G, y la subunidad Gas estimula a las
adenilil ciclasas (AC) promoviendo la formacion de AMPc a partir de ATP, lo que permite la
activacion de la PKA y con ello la fosforilacion de residuos de Treonina y Serina de proteinas
diversas, como la proteina de union a elemento de respuesta al AMPc (CREB) que funciona
como factor de transcripcion (ver Figura 5; Haas y Panula, 2003; Ramos-Jiménez et al.,

2009).

La activacion de los HaRs facilita la excitabilidad neuronal a través del bloqueo de canales
de K" de conductancia pequefia (SK) provocando la disminucion de conductancias
dependientes de Ca”* responsables de la adaptacion del potencial y de la hiperpolarizacioén
post—potencial de larga duracion en células piramidales, y con ello modificando su disparo
(ver Figura 6; Haas y Konnerth, 1983). También participan en la modulaciéon de la
excitabilidad de interneuronas que poseen canales de K K,3.2 (Atzori et al., 2000) y en la

inhibicion de la activacion de la fosfolipasa A2 (PLA?) y de la formacion acido araquidénico

(Traiffort et al., 1992).

ATP
cAMP
@ 3 Accomodation
= Protein -
kinase A |
——m'h

' depolarization

(s $P)

P B O @ Kv3 fast firing

Figura 5. Via de seializacion de los H;Rs. La activacion de los HoRs induce la formacion de AMPc
y la activacion de la PKA, lo que lleva a la fosforilacion y activacion de CREB y la subsecuente
activacion de la transcripcion de genes. Modificado de Haas y Panula, 2003; Ramos-Jiménez ef al.,
2009.
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Figura 6. Accion neurofisiologica de los H;Rs. Se ilustra el bloqueo de la hiperpolarizacion

Afterhyperpolarization

post—potencial y de la adaptacion del potencial de accion por la activacion de los HoRs. Tomado de
Panula y Nuutinen, 2013.

H:2R y esquizofrenia.

Debido a que el H2R fue identificado inicialmente como regulador de la secrecion de acido
gastrico, el receptor ha sido un blanco farmacoldgico para el control de desordenes géstricos
y esofagicos. Sin embargo, en 1990 se describi6 un caso de un paciente en una etapa avanzada
de esquizofrenia que debido a una ulcera géstrica fue tratado con famotidina. Después de 3
semanas de administracion continua se observo mejoria en la sociabilidad, actividad y
condicién mental. Seis meses después el tratamiento fue suspendido debido a la mejoria de
la tilcera, y se observé un deterioro del estado mental, asi como la reaparicion de los sintomas
de la esquizofrenia (Kaminsky et al., 1990). Posteriormente se realizaron estudios de cohorte
y se demostré un efecto terapéutico significativo en el tratamiento de la esquizofrenia,
sugiriendo una participacion de los HoRs en el desarrollo de los sintomas negativos de la

enfermedad (Deutsch et al., 1993; Rosse et al., 1996; Meskanen et al., 2013).

12



I1. Planteamiento del problema

El H2R se ha estudiado principalmente en el sistema gastrointestinal debido a su participacion
en la regulacion de la secrecion de acido géstrico. Sin embargo, en la década de los 90 se
plante6 su participacion en la fisiopatologia de la esquizofrenia a partir de la descripcion de

un caso clinico con atenuacion de los sintomas negativos por el bloqueo de los H2Rs.

En 1996 se describio la presencia de la mutacion N217D en el receptor H2R en pacientes con
esquizofrenia en una poblacion caucasica del Reino Unido (Orange et al, 1996). Sin
embargo, estudios posteriores de Ito et al. (2000), Mancama et al. (2000) y Fukushima et al.
(2001), en poblaciones francesas, del Reino Unido y japonesas, respectivamente, no
encontraron correlacion entre la mutacion y el desarrollo de la enfermedad por lo que no se

ha estudiado con mayor profundidad la participacion del H2R en la esquizofrenia.

La mutacion N217D es provocada por una transicion de una adenina por una guanina en el
nucleotido 649, generando que en la traduccion se cambie la Asparagina por Aspartato en el
aminoacido 217. Debido a que la mutacion se encuentra en la tercera asa intracelular, una
region critica para la sefializacion de los GPCRs, el cambio de un aa neutro polar por uno
acido podria afectar las interacciones intermoleculares del H>R con las proteinas G,

modificando su capacidad de unidn y la activacion de las vias de sefializacion.

Por lo anterior, en este proyecto se propone estudiar el efecto de la mutacion puntual N217D
en la expresion del HoR humano en un sistema heterdlogo (células CHO-K1), asi como en

sus caracteristicas de senalizacion.
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I11. Hipotesis

La mutaciéon puntual N217D en el receptor a histamina Hz (hH2R) humano modifica su

expresion y su sefializacion intracelular.

V. Objetivo general

Determinar si la mutaciéon N217D modifica la expresion, y las propiedades de sefializacion

del hH2R en un sistema heterologo (células CHO-K1).

Objetivos especificos

1. Generar el hH2R con la mutacion N217D, mediante mutagénesis dirigida al sitio.

2. Expresar de manera estable en células CHO-K1 a los receptores nativo (hH2Rwr) y

mutado (hH2RN217D).

3. Determinar si la mutacion N217D modifica la expresion del hH2R, mediante ensayos

de Western blot.

4. Determinar si la mutacion N217D modifica las propiedades funcionales del hH2R,

mediante ensayos de formacion de AMPc.
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V. Métodos

Obtencion de la mutacion puntual N217D en el hH2Rwr.

Empleando la secuencia del ADNc que codifica al hHRH>, reportada en la base de datos
GeneBank (numero de acceso AY136744), se disefiaron los oligonucleotidos indicados en la

tabla 2 usando los programas Alignment Technologies (www.genomics.agilent.com) y Clone

Manager 9 Professional (Scientific & Educational Software, Denver, CO, USA).

Se disefiaron tres oligonucledtidos en sentido (F1-F3) y tres en antisentido (R1, BGH_R y
pCl-neo_R), donde el oligonucle6tido F3 contiene el cambio de adenina por guaninay el R1
posee un cambio de timina por citosina, ambos en el nucleétido 655 de la secuencia de ADNc
del HoRwr. Estos cambios permitieron la formacion de una mutacion puntual donde el triplete
original AAT, que codifica una Asparagina (N), fue cambiado a GAT codificando para
Aspartato (D); ademas, la mutacion origind un sitio de restriccion por las enzimas Clal y
Tagl, y se empled la primera enzima para evaluar la presencia de la mutacion en el ADNc

resultante.

Tabla 2. Oligonucledtidos empleados para obtener la mutacion N217D.

Oligonucleotidos ID Secuencia
F1 5’-GCTAGCGAATTCCACCATGGCACCCAATG-3’
. F2 5’-TCTGCACAGCCTCCATTC-3’
Sentido
F3 5’-AGGCCAAGAGGAT CGATCACATTAGCTC-3’
R1 5’-CTAATGTGATCGATCCTCTTGGCCTGATC-3’
BGHR 5’-TAGAAGGCACAGTCGAGG-3’

Anti-sentido
pclNeoR 3’-GTCTGCTCGAAGCATTAACC-3’

En rojo se indican los nucledtidos modificados.
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Los oligonucledtidos F1 y BGH_R hibridan cerca de sitios de restriccion por las
endonucleasas EcoRI'y Xbal, respectivamente, y ambos son sitios Unicos en toda la secuencia
del plasmido pCl-neo-hH2Rwt generado, lo que permite la sustitucion dirigida del fragmento
mutado (Figura 7). Los oligonucle6tidos fueron sintetizados por T4 Oligo (lrapuato, Gto.,
México).

Empleando la amplificacion de ADN por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR,
Polymerase Chain Reaction), se amplificaron tres fragmentos usando como molde la
secuencia codificante del hH2Rwrt clonado en el vector pPCDNA3.1: F1-BGHR, F1-R1 y
F3-BGHR, respectivamente. Cada una de las reacciones tuvo un volumen de 50 pL, con el
regulador de polimerasa de ADN Q5 1x, potenciador de Q5 1x, y enzima ADN polimerasa
de alta fidelidad Q5 (1 U) (todos los reactivos fueron de New England Biolabs, Ipswich, MA,
USA), dNTPs (0.2 mM de cada uno; Thermo Fisher Scientific, Walthman, MA, USA), 0.4

uM de cada oligonucleétido empleado y 50 ng/uL de la secuencia molde.

hH2R f1 {1096 .. 1118) ©

pCI-neo-hH2R_wt
ESS0 bp

Xbal (2192)
ineo_r1 (2230

Figura 7. Representacion de la estructura del plasmido y sitios de hibridacion para la obtencion de la
mutacion N217D.

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: a) desnaturalizacion inicial a 95 °C
durante 2 min; b) 20 ciclos de una fase de desnaturalizacion a la misma temperatura, esta vez

durante 45 s; ¢) hibridacion a 55 °C durante 30 s; d) una fase de elongacion a 72 °C durante
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30 s; e) por ultimo, una fase de extension a 72 °C por 5 min. Para confirmar que los
amplicones fueran los esperados, los productos obtenidos se analizaron en un gel de agarosa
al 1% con amortiguador TBE (Tris/Borato/EDTA; 0.75x) tefiidos con bromuro de etidio

(0.2 ng/mL) adicionado al momento de preparar el gel.

Posteriormente los fragmentos fueron escindidos del gel de agarosa y purificados con el kit
GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific). Los productos purificados se
digirieron empleando las siguientes enzimas de restriccion EcoRI (10 U), Xbal (10 U) y Clal
(10 U), asi como rCutSmart (1 x) y 40 ng del amplificado EcoRI-Clal, 76 ng del amplificado
Clal-Xbal y 52 ng del amplificado EcoRI-Xbal, a 37 °C y un volumen final de 50 pL (New

England Biolabs) (ver Tabla 3) para su posterior ligacion.
Subclonacion de los fragmentos F1-BGHR, F1-R1 y F3-BGHR en el vector pCI-neo.

Antes de la reaccion de ligacion los fragmentos se digirieron con las endonucleasas
EcoRI-HF (10 U) y Xbal (10 U), ambas de New England Biolabs, utilizando el regulador
rCutSmart (1x), el vector pCl-neo (3000 ng) (pCl-neo Mammalian expression vector,
Promega, Madison, WI, USA) y fosfatasa alcalina (1 U, adicionada 1 h después).

Los fragmentos de restriccion se resolvieron en un gel de agarosa al 1%, con amortiguador
TBE y fueron tefiidos con SYBR Gold (1:6000) (Thermo Fisher Scientific). Los fragmentos
del tamafio esperado se purificaron por el método de columna (GeneJET Gel Extraction Kit),
para eliminar el regulador adicionado que puede interferir con la ligacion de los fragmentos.
El producto de la purificacién se corrid en un gel de agarosa al 1.0% con las especificaciones
mencionadas anteriormente, para comprobar su integridad. La reaccion de ligacion se realizo
en un volumen final de 20 pL, utilizdndose el regulador ligasa del fago T4 (1 x), ligasa del
fago T4 (2.5 U), y 150 ng de ADN total en una relacion molar de 3:1 (inserto: vector). Como

resultado se obtuvieron los plasmidos pCI-neo-hH,Rwt y pCI-neo-HhaRn217p.

La reaccion se incubd a temperatura ambiente durante 30 min, y se utilizé para transformar
bacterias E. coli competentes (cepa DH5a, 50 puL de bacterias y 5 uL del producto de
ligacidn). Se incubd durante 30 min en bafio hielo-agua, antes de un choque térmico durante
45 s a 42 °C, para después transferir nuevamente al bafio hielo-agua durante 2 min. Se
agregaron 200 pL de medio Luria-Bertani (LB) y se incub6 a 37 °C con agitacion durante

1 h. Finalmente la suspension bacteriana (100 pL) se sembrd en placas de agar/LB
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conteniendo ampicilina (75 pg/mL) para la seleccion de colonias transformadas, incubando

a 37 °C durante ~16 h.

Se seleccionaron 4 colonias bacterianas de los receptores nativo y mutado, las cuales se
inocularon en 5 mL de medio LB con ampicilina (75 pg/mL) y se incubaron a 37 °C con
agitacion vigorosa durante 16 h. Posteriormente se obtuvo el ADN plasmidico empleando el
Pure Yield® Plasmid Midiprep System (Promega). La identidad de los plasmidos purificados
se realizo por el tamizaje por digestion con las endonucleasas Kpnl, NgoMIV y por ultimo
Clal; para esta ultima enzima se amplifico la secuencia del receptor empleando las
condiciones de PCR descritas anteriormente, ademas de los oligonucleotidos F2 y pcineo rl.
Las tres enzimas fueron de New England Biolabs; cada digestion (1 h, 37 °C) tuvo un
volumen final de 10 pL y contuvo CutSmart® (1 pL, amortiguador adecuado para cada
enzima; New England Biolabs), albumina sérica bovina, BSA, 1 uL (New England Biolabs)
y ADN purificado (1.5 pL), a fin de evaluar la presencia de la mutacion puntual en los
receptores mutados y su ausencia en los receptores silvestres. Los receptores fueron

secuenciados por el Laboratorio de Secuenciacion del Instituto de Biologia, UNAM.

Cultivo celular

Se emplearon células CHO-K1, que no expresan al HoR (https://tumor-gene.org/cgi-
bin/GPCR/by_cell line.cgi). Las células se mantuvieron a 37 °C en medio DMEM/F12
adicionado con 10% de suero fetal bovino (SFB; Gibco Life Technologies, Grand Island, NY,

USA) y 1% de una solucion con antibidticos y antimicotico (penicilina 10,000 U/mL,
estreptomicina 10 mg/mL y fungizona 25 pg/mL, Gibco Life Technologies) en una atmosfera

de 5% de CO; en aire saturado de humedad.

Transfeccion estable de los receptores hH2Rwr y hH2R~N217D.

Las células se cultivaron en cajas de 9.6 cm? y al alcanzar una confluencia del 70-80% la
transfeccion se realizo con los plasmidos pCI-neo-hH2Rwt 0 pCI-neo-Hh2Rn217p empleando
Lipofectamina 3000, de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Invitrogen Life

Technologies, Grand Island, NY, USA), con una relacion 1 pg DNA: 3 uL Lipofectamina.

Después de 42 h en medio DMEM/F12 suplementado, €ste se sustituyd por medio de
seleccion (DMEM/F12 con 10% de SFB y geneticina, G418, 600 pg/mL (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA) el cual se renovo cada 48-72 h por 4 semanas.
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Posteriormente, las células se mantuvieron en medio con 250 ug/mL de G418 en medio

DMEM/F12 con 10% de SFB.
Evaluacion por Western blot de 1a expresion de los receptores hH2Rwr y hH2RN217p.

Al alcanzar una confluencia celular de 90-100% se adicionaron 600 pL de una solucién de
RIPA (Tris 50 mM, EDTA 2 mM, NaCl 150 mM, desoxicolato de sodio 0.5%, SDS 0.2%,
Triton X-100 1% y glicerol 0.1%, pH 8.0) y el inhibidor de proteasas cOmplete™ 50 x (1:50)
(Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). Después de 30 min sobre hielo, se rasparon las cajas
y el volumen obtenido se colocd en tubos Eppendorf. El extracto se sonico durante 14 s a una
amplitud de 40% (8 kHz, 100% 20 kHz y 130W), se centrifug6 a 15,000 xg (4 °C) por 10
min y se determiné la concentracion de proteinas en el sobrenadante con el ensayo de BCA

(Thermo Fisher Scientific).

En un gel de acrilamida al 10% se cargaron 25 pg de proteina, y se separaron a 80—100 V
durante 40 min, antes de cambiar el voltaje a 120 V por 105 min. Posteriormente las proteinas
se transfirieron a membranas de fluoruro de polivinilideno (PDVF) de manera semihumeda

fijando el amperaje a 0.239 A (para 1 membrana) por 40 min.

Se incubd la membrana por 1 h con solucion de bloqueo al 5% (Bio-Rad, Hércules, CA,
USA) y posteriormente por 16 h a 4 °C con el anticuerpo primario policlonal contra el HR
(Abcam, ab215992 o Sigma-Aldrich, HPA013770; en ambos casos el fabricante no
proporciona la secuencia del epitopo reconocido por el anticuerpo) a una dilucion 1:2,000 en
solucion TBS-Tween con BSA al 3%. Después de tres lavados con TBS-Tween, se incubo
con el anticuerpo secundario anti-Ig de conejo (1:10,000; Sigma-Aldrich, A0545) durante 1
h a 25 °C. Las membranas se enjuagaron con TBS-Tween y se revelaron con
quimioluminiscencia. La sefial se cuantifico por andlisis de densitometria con el programa
Imagel] (NIH, National Institute of Health), empleando el equipo C-DiGit Blot Scanner LI-
COR.

Evaluacion por Western blot de la seiializacion de los receptores hH2Rwr y hH2R~217p en

la fosforilacion de proteinas por PKA en células CHO-K1 transfectadas.

Se sembraron células en cajas de 6 pozos de cada grupo experimental, se incubaron 16 h con
medio DMEM/F12 sin suplementar, a 37 °C en una atmosfera de 5% de CO: en aire.

Posteriormente, se aspir6 el medio, se enjuagd cada pozo con 1 mL de solucion Krebs-
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Ringer-HEPES (KRH), se adicionaron 250 pL de la solucion KRH y 1 mM de IBMX
(3-isobutil-1-mentilxantina) y se incubo por 15 min a 37 °C. Se adicion6é amtamina (agonista
selectivo de los HoRs; Coruzzi, 1993) a una concentracion final de 10 yM, en un curso
temporal de 2.5, 5, 10, 15 y 30 min. La composicién de la solucion KRH fue: NaCl 130 mM,
HEPES 20 mM, glucosa 11 mM, KCI 3.7 mM, CaCl, 1.8 mM, MgCl> 1.18 mM, KoHPO4 1.8
mM, pH 7.4 con NaOH.

Transcurrido cada tiempo indicado, la reaccion fue detenida aspirando el medio y agregando
con 200 pL de una solucion de RIPA y cOmplete (1:50), y los extractos proteicos fueron
obtenidos como se indico previamente. En un gel de acrilamida al 10% se cargaron 15 pg de
proteina y se separaron a 100 V durante 40 min, antes de cambiar el voltaje a 120 V por 105
min. Posteriormente las proteinas se transfirieron a membranas PDVF de manera himeda

fijando el amperaje a 0.239 A (para 1 membrana) por 70 min.

Se incubd la membrana por 1 h con solucion de bloqueo al 5%, y posteriormente por 16 h a
4 °C con el anticuerpo primario policlonal contra una de las secuencias de fosforilacion por
la PKA (Cell Signaling Technology, 100G7E; secuencia del epitopo reconocido por el
anticuerpo RRXS*/T*) a una dilucién 1:10,000 en solucion TBS-Tween con BSA al 3%.
Después de tres lavados, se incub6 con el anticuerpo secundario anti-Ig de conejo (1:10,000)
durante 1 h a 25 °C. Las membranas se enjuagaron con TBS-Tween y se revelaron con
quimioluminiscencia. La sefial se cuantificé empleando el equipo C-DiGit Blot Scanner LI-
COR vy se analizé por densitometria con el programa Image] (NIH, National Institute of

Health).

Para normalizar los resultados con base en la cantidad de proteina cargada, se eliminaron los
anticuerpos de las membranas con una solucion de acido acético al 10% durante 30 min, se
enjuagaron con agua, se bloquearon las membranas nuevamente y se incubaron 16 h con el
anticuerpo primario policlonal contra GAPDH (Santa Cruz Biotechnology, Inc., No.
¢s-32233) en una dilucion 1:5,000 en solucion TBS-Tween con BSA al 3%, posteriormente
se lavaron y se incubaron 1 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario anti-Ig de
cabra (1:10,000). Se enjuagaron las membranas y se revelaron con el método descrito

anteriormente.
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Determinacion de AMPc endégeno por el ensayo de competicién con [*H]-AMPc.

El ensayo se basa en la competicion entre una concentracion conocida de [*’H]-AMPc y el
AMPc presente en un extracto celular por la union a las subunidades reguladoras de la PKA

presentes en un extracto de las suprarrenales de bovino.

Se cultivaron células en cajas de 24 pozos y se mantuvieron a 37 °C en una atmosfera de 5%
de COz en aire hasta alcanzar una confluencia de 90%. Posteriormente se aspir6 el medio, se
enjuago cada pozo con 1 mL de solucion KRH, se adicionaron 240 pL de la misma solucioén
conteniendo 1 mM de IBMX y se incub6 por 15 min a 37 °C. Se adicionaron 11 pL de H.O
(basal) o de una solucion de amtamina o forskolina, que activa a las AC estimulando
directamente la formacion de AMPc. Se incubd por 30 min a 37 °C y se detuvo la reaccion
aspirando la solucion de cada pozo y adicionando 250 pL de HC1 0.1 N frio. Las cajas se
colocaron sobre hielo por 15 min antes de adicionar 30 uLL. de NaOH 1 Ny 100 pL de Tris-
HCI 1 M (pH 7.0).

Se centrifugaron las cajas a 1,800 x g (2,873 rpm; centrifuga Thermo Scientific Sorvall ST40)
durante 10 min a 4 °C, se tomaron 50 pL del sobrenadante que se colocaron en un tubo al
que se le agregaron 25 puL de solucion de incubacion (50 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl, 5
mM EDTA, 5 mg/mL de BSA, pH 7.0) conteniendo el extracto proteico de las suprarrenales
de bovino y 50 pL de una soluciéon de [PH]-AMPc en solucion de incubacién. Para la
determinacién de la unién total de [’H]-AMPc total se colocaron en un tubo 50 uL de la
solucion de [*H]-AMPc, 25 pL de solucion con el extracto de la PKA y 50 uL de solucion de
incubacion con BSA. Para la determinacion de la union no especifica se colocaron en un vial
50 pL de la solucién de [*’H]-AMPc, 25 uL de solucion con el extracto de la PKA, 12.5 pL
de AMPc no marcado (1 mM) y 37.5 uL de solucién de incubacion.

Las muestras se incubaron en hielo-agua durante 2.5 h, y se filtraron a través de filtros de
fibra de vidrio Whatman GF/B, previamente remojados por 2 h en una solucién al 0.3% de
polietilenimina (PEI). Los filtros se colocaron en viales de plastico, se agregaron 3 mL de
liquido de centelleo y el contenido de tritio fue determinado por centellometria. La cantidad
de AMPc formado se calculé empleando una curva estandar de AMPc (1071210 M) y se

expres6 en pmol/pozo.
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Determinacion de AMPc enddgeno utilizando el biosensor GloSensor.

Se sembraron células en cajas de 100 mm de didmetro y se mantuvieron a 37 °C en una
atmosfera de 5% de CO» en aire hasta alcanzar una confluencia de 90-95%. Posteriormente
se tripsinizaron, se centrifugaron a 1,000 rpm (100 x g) por 5 min, se aspiro el sobrenadante
y la pastilla fue resuspendida en 1 mL de medio suplementado. Se tomaron 5 pL de la
suspension para realizar el conteo celular, se sembraron 2.5 millones de células por caja y se
incubaron por 16 h. Se aspir6 el medio y se adicionaron 1.8 mL de medio sin suplementar,
200 pL del complejo DNA-lipofectamina 3000 (1:2) (Tabla 6) previamente incubado por 15

min, y se incubo por 6 h a 37 °C.

Tabla 6. Preparacion del complejo DNA-lipofectamina 3000

Reactivo Volumen (pL) *
Enhancer 20
Lipofectamina 3000 30
DNA 64
Medio sin suplementar 736

*Volumen para 4 cajas.

Se finaliz¢ la transfeccion aspirando el medio con el complejo DNA-Llipofectamina 3000 y
adicionando 10 mL de medio suplementado. Después de 48 h se aspird el medio, se
tripsinizaron las células y se obtuvo una pastilla como se describi6 anteriormente, la cual fue
resuspendida en 1 mL de solucion KRH. Nuevamente se contaron las células y se ajusto el

volumen de KRH para obtener una densidad de 2.5 millones de células/mL.

En una caja de 96 pozos con fondo blanco, se adicionaron 40 pL de la suspension celular en
cada pozo, 40 pL de la solucién de equilibrio (solucion KRH conteniendo 10 % de SFB y
2.5% de solucioén stock de GloSensor), y se incub6 por 105 min en la oscuridad. Transcurrido

este tiempo, se adicionaron 10 pL de solucion KRH conteniendo 10 mM de IBMX y se
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incubd por 15 min. La solucidon stock de GloSensor se encuentra constituida por 25 mg del

reactivo de GloSensor diluidos en 817 pL de solucion amortiguadora HEPES.

Finalmente, se adicionaron 10 pL de una solucién conteniendo amtamina (concentracion
final 10 pM) o forskolina (concentracion final 10 pM) e inmediatamente se determind la
luminiscencia (30 s) e un lector de placas y la determinacién continu6 cada 5 min por 1 h

(Figura 7).

Basal Amtamina Forskolina
A A A
I LS AT N5 P T Bl
9000000000000
000 00000000
000 00000000
1 1 J&ie] I Io1e] I Iole

’ No transfectadas Receptor hH,R;470

% Receptor hH,R,,r Receptor hH,Ry;70

Figura 7. Arreglo de los grupos experimentales y los farmacos adicionados en la placa de 96 pozos.

Obtencion de membranas plasmaticas y nucleares a partir de tejido cerebral y células
transfectadas.

Animales. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con la “Guia para el cuidado y
uso de animales de laboratorio” (NIH No. 80-23, revisado en 1978) y a la Norma Oficial
Mexicana para la Produccion, Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (NOM-062-ZOO-
1999). El protocolo de investigacion fue aprobado por el Comité Institucional de Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL, No. 94-14). Se utilizaron ratas Wistar (230-300

) sin distincion de sexo, las cuales se mantuvieron en condiciones de temperatura constante
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(22 + 2 °C), ciclo luz: oscuridad de 12:12 h y 20 humedad relativa de 40%, asi como agua y

alimento ad libitum.

Obtencién de membranas plasmaticas de tejido cerebral. Se utilizaron el globo palido, el
neoestriado y la corteza cerebral. El tejido se homogenizo en solucion Tris-HCI 10 mM y
EDTA 5 mM a pH 7.0. Los homogenados se centrifugaron a 15,000x g durante 10 min a 4
°C, se recupero el sobrenadante (membranas celulares) y se centrifug6 a 32,000x g por 25
min, se descartd el sobrenadante y la pastilla fue resuspendida en la solucion previamente
preparada. Se volvid a centrifugar a 32,000 x g por 25 min, se descart6 el sobrenadante y la
pastilla fue resuspendida en soluciéon amortiguadora de lisis RIPA con inhibidores de

proteasas en una proporcion 1:100 (Sigma, Cat. No. P8340).

Para las células transfectadas, se adicionaron 600 pL de la solucidon de lisis a las cajas de 100
mm con una confluencia del 90%, se sonicaron las muestras y se centrifugaron a 720x g por
5 min. Para la obtenciéon de membranas plasmaticas el sobrenadante se colecté en un tubo
nuevo y se centrifugd a 10,000x g durante 5 min. Se recuper? el sobrenadante y se centrifugo
a 100,000x g durante 1 h, se descart6 el sobrenadante y la pastilla fue resuspendida en la

solucion amortiguadora de lisis.

Para la obtencion de membranas nucleares se resuspendié la pastilla obtenida de la
centrifugacion a 720x g con soluciéon amortiguadora de lisis y se centrifugd nuevamente a

720 x g, se descarto el sobrenadante y la pastilla fue resuspendida en solucion RIPA.

En los tres casos se determiné la concentracion de proteinas, siguiendo el protocolo descrito

previamente.

Identificacion de la expresion de los receptores hH2Rwr y hH:2Rn217p mediante

inmunofluorescencia.

Se sembraron células en cajas de 100 mm de diametro, y se mantuvieron a 37 °C en una

atmodsfera de 5% de CO; en aire hasta alcanzar una confluencia de 90—95%.

Se cubrieron cubreobjetos con poli-Lisina y se incubaron 24 h; posteriormente se lavaron tres
veces con PBS estéril y se dejaron secar por 10—15 min. Una vez suspendidas, 25 uL de la

suspension celular se colocaron en los cubreobjetos y se incubd a temperatura ambiente por
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10 min; se lavaron los pozos con 400 puL de medio sin suplementar y se adicionaron 400—-500
uL de medio suplementado. Se incubaron los cubreobjetos a 37 °C en una atmoésfera de 5%

de CO; en aire hasta alcanzar una confluencia de 70—-80%.

Para la fijacion se emple6 paraformaldehido al 2%; se adicionaron 400 plL a cada pozo y se
incubo por 10 min a 4° C, y posteriormente se lavo tres veces con PBS estéril. Para la
permeabilizacion se adicionaron 400 pL de solucion amortiguadora de bloqueo a cada pozo
(PBS 1x, 0.3 M de glicina, 5% de suero fetal bovino y 0.001% de digitonina al 0.5%). Se

incubo 1 h a temperatura ambiente, se aspird y se enjuagd con PBS no estéril.

Los cubreobjetos fueron incubados con el anticuerpo primario contra el HoR (1:250,
Sigma-Aldrich; HPA013770, el fabricante no proporciona el epitopo reconocido por el
anticuerpo) durante 16 h a 4 °C. Se enjuagd con PBS no estéril y se incub6 2 h con Alexa
Fluor 555 (1:750, Thermo Fisher, No. A-21428); se enjuagd con PBS no estéril y se incubd
10 min con Hoechst 33342 (1:1000; Santa Cruz, 23491-52-3). Los cubreobjetos fueron
montados con Vectashield en portaobjetos y fueron observadas utilizando un microscopio

confocal Leica SP8 (Leica; Wetzlar, Alemania).
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V1. Resultados

Evaluacion de la integridad de la secuencia del cDNA del hH2Rwr.

El plasmido pcDNA3.1-hH2Rwr se digirio el plasmido con las endonucleasas BamHI+Xhol
o Kpnl+Xhol, obteniéndose una banda de 1,089 pb y tres bandas de 394, 519 y 184 pb,
respectivamente, ademas de la banda correspondiente al vector de 5.4 kpb (figura 8). Este

patrén confirmo la integridad del fragmento de ADNc insertado en el plasmido pcDNA3.1.

1: Marcador de peso molecular

1650 pb—— 2: Plasmido sin digerir
1000 pb 3: BamHI + Xhol
500 pb 4: Kpnl + Xhol

Figura 8. Evaluaciéon de la integridad de la longitud del ADNc del hH:Rwr. El plasmido
pcDNA3.1-hH,Rwr se digirio con las endonucleasas BamHI+Xhol o Kpnl+Xhol y los productos
fueron analizados por electroforesis. pb: pares de bases.

Obtencion de la mutacion puntual N217D en el hH2R.

Utilizando los oligonucledtidos F1-BGHr se amplificd la secuencia nativa del receptor
(hH2Rwr), generando una banda de 1151 pb, mientras que los oligonucle6tidos F1-r1 y F3-
BGHTr se emplearon para introducir la mutacion (hH2Rn217p) en la secuencia del receptor. Al
amplificar estos fragmentos se obtuvieron bandas de 675 pb y 501 pb, respectivamente. La

amplificacion de los fragmentos se realiz6 utilizando el plasmido pcDNA3.1-hHoRwr (ver
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Figura 9). Posteriormente los fragmentos fueron ligados al plasmido pCI-neo (debido a la
eficacia de transfeccion del mismo), de tal manera que se obtuvieron dos plasmidos:

pCl-neo-hH>Rwt y pCI-neo-hH>Rn217p.

1 2 3 4 5 6 7
1 : Marcador de peso
molecular
2: Flrl
3: Control negativo
1000 pb 4: F1-BGHr
700 pb .. |
500 ])b J: Control negativo

o))

. F3-BGHr

7: Control negativo

Figura 9. Amplificacion de fragmentos e introduccién de la mutacion N217D. Se amplifico la
secuencia del hH>Rwrt y dos fragmentos del hH2Rn217p que permitieron obtener la secuencia
mutada del receptor, utilizando los oligonucledtidos disefiados. pb: pares de bases.

Posteriormente, los plasmidos pCI-neo-hH>Rwr y pCl-neo-hH2Rn217p se digirieron con la
enzima de restriccion Clal, generando un fragmento de 843 y dos fragmentos de 344 y 499
pb (ver Figura 10). Los fragmentos obtenidos fueron los esperados dado que el hH>Rwr no
posee sitios de escision para la enzima, mientras que en el hH>Rn217p existe un tnico sitio de

escision. Este resultado permitio identificar preliminarmente la presencia de la mutacion.
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Figura 10. Evaluacion de la mutacion N217D en el hHzR. Los amplicones obtenidos (hH:Rwr y
hH>Rn217p) fueron digeridos con la endonucleasa Clal y los productos fueron analizados por
electroforesis. Las muestras se corrieron por duplicado exceptuando la muestra 6. pb: pares de bases.

Evaluacion de la mutacion puntual N217D mediante secuenciacion.

Muestras de los plasmidos nativo y mutado fueron sometidos a secuenciacion tipo Sanger.
Con las secuencias obtenidas se confirmé la presencia de la mutacion A649G en los
fragmentos amplificados de los hH>Rn217p analizados, asi como su ausencia en los
fragmentos del hH>Rwt Ademas, se confirmo la integridad y que la identidad de la secuencia

insertada en el plasmido pCl-neo corresponde al hH2R (Figura 11).

, T 3 == F=E
WT [—— ENY o rew w1t D
M1 M2
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Figura 11. Electroferogramas de fragmentos amplificados del hH,Rwry hH:Rn217p. Se analizo
una muestra correspondiente al hHoRwr (WT) y dos muestras del hH,Rnz2170 (M1 y M2), en los tres

casos la calidad obtenida es la deseada (superior a 50, es decir una probabilidad de error de 1 en
100,000 bases).
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Para asegurar la presencia de la mutacion en el nucledtido de interés, los fragmentos
obtenidos se alinearon y se compararon con las secuencias del hH>Rwry hH2Rn217p. Como
puede observarse en la Figura 12, todos los fragmentos mantienen la identidad en la secuencia

exceptuando el nucledtido nativo (Adenina) 649 respecto al mutado (Guanina).

H,Ryr
HIR\ZI D
pcINeo rl

B HRumm
HaR 2100
pcINeo rl

H:R\\'T |

HyRyr

pcINeo rl

C

Figura 12. Alineacién de las secuencias obtenidas con la secuencia original del hH;Rwr y
hH:Rx217p. En A se comparan los fragmentos obtenidos del receptor mutado y la secuencia nativa del
receptor, en B se compara la secuencia mutada del receptor con los fragmentos mutados, y en C se
compara la secuencia del receptor nativo con los fragmentos nativos. En rojo y amarillo se marca el
nucledtido de interés.

Evaluacion por Western blot de la expresion de los receptores hH2Rwr y hH2R~217p en la

membrana citoplasmatica de células CHO-K1 transfectadas.

La expresion heterologa de proteinas permite introducir un gen que codifica una proteina de
interés de una especie a una célula de otra especie, y con ello la expresion de la proteina
exogena. Empleando esta técnica se pueden estudiar proteinas expresadas en células dificiles
de cultivar o que tienen un nivel bajo de expresion endogeno (Flores-Clemente, 2017; Nieto-

Alamilla, 2018).

Por lo anterior, se transfectaron células CHO-K1 con el hHoRwr, y se evalud la expresion
proteica del receptor empleando un anticuerpo contra el hH2R (Abcam, ab215992). Como se
muestra en la Figura 13, el anticuerpo detectd tres bandas donde la mas intensa tendria en

una masa molar aparente > 100 kDa, que no corresponde con la esperada para el hH2R
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(40.1 kDa). Ademas, la misma banda fue detectada en el control negativo (células no

transfectadas), por lo que se infiere inespecificidad del anticuerpo.

1 ) 3 4 5 6 1: Control negativo
Y TR e G G — ~ 2:Células hHR_
* 100 kDa Ll

*75kDa  3:Células hHR

4: Células hHR__

- Ws0kDa 5 Catutas hHR

-
o= . S e s B37KkDa  6: Control negativo

7: Marcador de peso molecular

Figura 13. Evaluacion de la expresion del hH;R en células transfectadas y no transfectadas. Las
bandas mas intensas que se observan no corresponden a la masa molar esperada de la proteina del
hH>R, ademas de ser detectadas en el control negativo (células no transfectadas). kDa: kilo Daltons.

Posteriormente, se obtuvieron membranas citoplasmaticas y nucleares de células
transfectadas y no transfectadas, con la finalidad de eliminar proteinas que el anticuerpo
estuviera detectando de manera inespecifica, asi como muestras de tejido cerebral de rata
(corteza cerebral, globo palido y neoestriado) como controles positivos, ya que son las areas
del cerebro con mayor expresion del hHoR (Karlstedt er al., 2001). Sin embargo, en las
muestras de membranas celulares solo se obtuvo una banda con una masa molar aparente
>100 kDa, mientras que en las muestras de tejido se obtuvieron bandas de ~90, ~60 y 50

kDa (Figura 14).

Se adquirié un nuevo anticuerpo (Sigma-Aldrich, HPA013770), y se repitieron los ensayos
de Western blot utilizando proteina total, obteniéndose una banda > 50 kDa e inferior a los
75 kDa (ver Figura 15). A pesar de ser una masa molar mayor a la esperada, existen
anticuerpos contra el hHoR validados para Western blot, Abcam abl108540 y Alomone

Laboratories AHR-002, que identifican al receptor entre esas masas molares.
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Figura 14. Evaluacion de la expresion del H;R en membranas citoplasmaticas y nucleares de
células CHO-K1 (nativas y transfectadas) y tejido cerebral de rata. Se evaluaron tres grupos de
células, dos transfectadas con hHoRwr o hHRn217p y células sin transfectar, de las cuales se
obtuvieron: A) Membranas totales, B) Membranas nucleares y C) Membranas citoplasmaticas. Como
control positivo se utilizo tejido cerebral de rata. kDa: kilo daltones.

1 2 3 4 S 6

e B —

50 kDa .

1 Marcador de peso 4 CHO-K1 hH,Ry 7

molecular
2 CHO-K1 5 Estriado
3 CHO-KI hH,Ry; 6 Corteza cerebral

Figura 15. Evaluacion de la expresion del hHzR en células transfectadas y no transfectadas. Las
bandas observadas se ubican en una masa molar > 50 kDa e inferior a los 75 kDa. Se emple6 proteina
total. kDa: kilo daltones.
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Determinacion de la expresion del receptor hH:Rwr y hH:Rnx217p  por

inmunofluorescencia.

En células transfectadas se evalu6 la expresion de los receptores mediante
inmunofluorescencia, obteniéndose que las células no transfectadas carecen de sefal
inmunofluorescente lo que indica la ausencia de la expresion del H2R, consistente con los
resultados obtenidos en el Western blot. En contraste, en las células transfectadas con hH2Rwrt
o con hH>Rn217p se observa sefal inmunofluorescente localizada principalmente en la
membrana citoplasmatica (sefial en rojo, ver Figura 16). Es importante mencionar que en las
células transfectadas se observan células sin sefial del anticuerpo contra el hH2R, lo que puede
deberse a la eficiencia de expresion del receptor transfectado. A pesar de esto ultimo, se pudo
confirmar la expresion de los receptores transfectados en las células CHO-KI.
Posteriormente se evalu6 mediante ensayos funcionales las posibles diferencias en la

sefalizacion del hHoRwr y el hHaRn217p.

Hoechst a-H,R  Combinacion

CHO-K1 no
transfectadas

hH,Ryy

hHlR;\llT’D

Figura 16. Inmunorreactividad del anticuerpo a-hH:R en células CHO-K1 transfectadas y no
transfectadas. Imagenes de inmunofluorescencia representativas; los nicleos fueron marcados con

Hoechst (azul) y la sefial del anticuerpo a-hH2R se muestra en color rojo. Escala, 50 pm.
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Evaluacion por Western blot de la sefializacion de los receptores hH2Rwr y hH2RN217p

en la fosforilacion de proteinas por PKA en células CHO-K1 transfectadas.

Se transfectaron células CHO-K1 con el hHoRwt y hH2Rn217p para evaluar el efecto de la
activacion de los receptores en la fosforilacion de proteinas por la PKA, empleando un
anticuerpo que reconoce la secuencia de fosforilacion RRXS/T. La Figura 17 muestra el
curso temporal de la fosforilacion de proteinas por PKA tras la activacion de los receptores

con amtamina.

El patron de bandas obtenido es similar en las células transfectadas y no transfectadas
exceptuando la banda de ~25 kDa, que unicamente se observa en las células con hH,Rwr y

hH2>Rn217p; ademas, en éstas Ultimas se observa con mayor intensidad (Figura 17).
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Figura 17. Evaluacion de la sefializacion de los receptores hH:Rwr y hH;Rnx217p en la
fosforilacion de proteinas por la PKA. Imagenes representativas de la inmunodeteccion de las
proteinas fosforiladas por la PKA en la secuencia de fosforilacion RRXS/T, indicadas como pPKA.
Como control de carga se emple6 la proteina GAPDH.
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Determinacion de AMPc enddégeno con el ensayo de GloSensor.

Dado que los H2R se acoplan a proteinas Ges, su activacion induce la produccion de APMc
por las AC. Por lo tanto, para evaluar si la mutacion N217D modifica la senalizacion del
receptor, se determin6 la acumulacion de AMPc enddgeno con el ensayo de GloSensor. La
Figura 18 muestra que en las c€lulas no transfectadas (NT) la amtamina (10 uM), agonista
selectivo del H2R, no indujo acumulacion de AMPc, resultado esperado ya que las células

CHO-K1 no expresan endogenamente al HzR.
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Figura 18. Determinacion de AMPc endogeno en células no transfectadas y transfectadas con
los receptores hH:Rwr y hH:Rn217p. Se muestra un ensayo representativo; los valores son la media
+ SEM de 4 replicados. El ensayo se repitié 3 veces con resultados similares.

En contraste, en las células transfectadas con los receptores hH,Rwt y hH2Rn217p la amtamina
estimuld la acumulacion de AMPc, con un pico entre los 20-30 min, sin advertirse
diferencias entre ambos receptores. No obstante, se aprecid una diferencia en la actividad

basal entre los receptores con el hH>2Rn217p con una actividad basal similar a la observada
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para las células no transfectadas, y una mayor acumulacioén basal de AMPc para el receptor

nativo.

Se comparo la acumulacion basal de AMPc obtenida a los 30 min de incubacion en presencia
de amtamina. Debido a la falta de datos (solo 2 determinaciones), no fue posible comparar la
acumulacion entre las células NT y las células transfectadas con el receptor hHoRwr. Sin
embargo, al realizar la comparacion entre las células transfectadas ya sea con el receptor
hH2Rn217p 0 con el hHoRwr se observd una disminucion significativa en la acumulacion de
AMPc inducida por la activacion del receptor hH2Rn217p respecto a la acumulacion obtenida
con el receptor hHRwr (Figura 19). Esto ultimo sugiere una menor actividad constitutiva del
receptor, es decir la activacion espontdnea en la ausencia de un agonista, ocasionado

posiblemente por la mutacion N217D.
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Figura 19. Acumulacién basal de AMPc en células no transfectadas y transfectadas con los
receptores hH:Rwr y hH;R~217p. Se compar6 la acumulacion basal de AMPc al minuto 30 del curso
temporal mostrado en la figura 18. Los valores son la media + rango (CHO-K1) o la media + SEM
(células transfectadas) del niimero de determinaciones indicadas por los circulos vacios, con 3
replicados en cada experimento. El analisis estadistico se realizd con la prueba ¢ de Student no
pareada.
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Curva concentracion-respuesta para el agonista amtamina.

Por ultimo, utilizando el ensayo de unién de [°’H]-AMPc, se obtuvieron curvas concentracion-
respuesta para la amtamina incubando las células por 30 min con el agonista (0.1 nM a 10

uM). La Figura 20 muestra que el agonista indujo una acumulacion de AMPc dependiente

de la concentracion.

Como se muestra en el panel A, el receptor hH2Rwr tuvo un efecto méximo (Emax) de 11.6
pmol/pozo y una concentracion efectiva media (ECso) de 2.2 nM, mientras que el receptor
hH2Rn217p tuvo una Emax de 16.64 pmol/pozo y una ECso de 143 nM. En el segundo
experimento (panel B) los receptores hHoRwt y hHoRn217p tuvieron una ECso de 96.3 nM y
728 nM, y una Emax de 19.6 y 16.75 pmol/pozo, respectivamente. Estos resultados sugieren

una disminucion en la afinidad, pero no en la eficacia del receptor mutado.
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Figura 20. Curva concentracion-respuesta de la acumulacion de AMPc¢ inducida por la
activacion por amtamina de los receptores hH;Rwr y hH>Rn217p. Las células fueron incubadas por
30 min con las concentraciones indicadas del agonista. Cada gréafica representa un experimento
individual y los valores corresponden al promedio = SEM de 3 replicados.
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VII. Discusion

Los receptores a histamina H> han sido estudiados principalmente en el sistema
gastrointestinal debido a su relevancia en la regulacion de la secrecion de acido gastrico
(Panula, 2021). A pesar de expresarse en regiones del cerebro como el hipocampo, la corteza
cerebral, los ganglios basales y la amigdala, y estar involucrados en la regulacion de la
excitabilidad neuronal, no se han estudiado ampliamente las posibles implicaciones de los

H>R en trastornos neurologicos.

En 1996, Orange describié la mutacion N217D localizada en la tercera asa intracelular del
H2R en pacientes diagnosticados con esquizofrenia en una poblacion del Reino Unido; sin
embargo, estudios posteriores por Ito et al. (2000) y Mancama et al. (2000) en poblaciones
francesas y britanicas, no apoyaron la correlacion entre la mutacion N217D y la
fisiopatologia de la esquizofrenia. No obstante, recientemente (2022) Ma et al. reportaron
que existe una disminucion en la expresion del H2R en las neuronas glutamatérgicas de la
corteza prefrontal de pacientes diagnosticados con esquizofrenia, y al realizar un knockout
selectivo de estos receptores en neuronas glutamatérgicas de la corteza prefrontal medial
(mPFC) en ratones, éstos mostraron un fenotipo conductual similar al observado en modelos
animales de esquizofrenia, como déficit de activacion sensoriomotora, hiperactividad,

aislamiento social, anhedonia y deterioro de la memoria de trabajo, entre otros.

Por lo anterior, resulta de interés re-evaluar la implicacion de los H2R en la patogénesis y
fisiopatologia de la esquizofrenia. Por ello, en este trabajo se evaluo el efecto de la mutacion

N217D en las propiedades funcionales del H,R humano (hH2R).
Generacion de la mutacion y expresion de los receptores hH2Rwr y hH2RN217D.

Dependiendo de su localizacion y del cambio de aminoacidos, las mutaciones en los GPCRs
pueden conducir a la pérdida, disminucion o ganancia de la actividad del receptor, asi como
a cambios en la afinidad, eficacia, actividad constitutiva y expresion en la membrana
plasmatica (Preuss, 2007; Schoneberg, 2021), alterando la sefializacion de los receptores y

con ello el intercambio de informacion entre neuronas.
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Mutaciones sin sentido, cambio en un nucle6tido que genera un codén distinto al original y
que codifica para un aminoacido diferente, pueden impedir el correcto plegamiento de la
proteina ocasionando que la proteina sea retenida en el reticulo endoplasmatico, perjudicando
el trafico hacia la membrana plasmatica y con ello la expresion del receptor (Schoneberg,

2004).

No existen reportes de mutaciones sin sentido en los receptores a histamina que alteren su
expresion. Sin embargo, Fukushima et al. (2001a) generaron el cambio de la Cisteina 305
por Alanina en el H2R canino y observaron una disminucion significativa en la expresion de
la proteina mutada, debido a que la Cisteina®® corresponde a un sitio de palmitoilacion que

es fundamental para el trafico de la proteina hacia la membrana plasmatica.

Por otro lado, mutaciones que se encuentren en las regiones TM3 y TM5-TMY, relevantes
para la formacion de la cesta de unidn para la histamina (Zhang, 2024; Nederkoorn, 1996), o
presentes en la tercera asa intracelular, sitio de uniéon a la proteina G, puede alterar la

activacion y sefializacion del receptor (Sadler, 2023).

Debido a que no hay reportes del efecto de la mutaciéon N217D en la expresion del receptor
H>R, se replic esta mutacion realizando la insercion de la mutacion puntual cA649G en la
secuencia del hH2R y la secuenciacion de los fragmentos amplificados confirmo la presencia
de la mutacion y descartd la presencia de mutaciones aleatorias ocasionadas durante el
proceso. De esta manera se obtuvieron dos secuencias, una sin cambios en el receptor nativo

(hH2Rwrt) y otra con la mutacion puntual (hH2Rn217p).

Se evalud la expresion de los receptores hHRwr y hH:Rn217p a través de
inmunofluorescencia, lo que confirm6 la expresion de ambos receptores en las células
transfectadas, y la ausencia del receptor en las células no transfectadas. Los ensayos de
Western blot confirmaron este patron de expresion. Cabe destacar que en ambos grupos de
células transfectadas (hH2Rwt y hH2Rn217D) se apreciaron células sin la sefial del anticuerpo
contra el H2R, por lo que es necesario determinar si dicha ausencia de sefial del anticuerpo
es ocasionada por la eficacia de transfeccion del plasmido, o si se debe a la mutacion de

interés.
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Evaluacion de la activacion de los receptores hH2Rwry al hH2R~217p.

El H2R es un receptor acoplado a proteinas Gas en el que la union de la histamina induce
cambios conformacionales que permiten el desacople de las subunidades Gos de los
complejos GBy. Las subunidades Gas se unen y activan a las ACs promoviendo la formacion
de AMPc a partir de ATP. Por ello, para determinar si la mutacion N217D modifica la
activacion o sefalizacion del receptor, se realizaron ensayos de acumulacion de AMPc
(ensayo de GloSensor y ensayo de unién a [PH]-AMPc) y se comparé la funcionalidad del

receptor hH2Rn217p con respecto al hHoRwr.

De acuerdo con el ensayo de GloSensor, la actividad constitutiva del receptor se ve
disminuida en células que expresan al receptor hH>Rn217p. Esto es consistente con lo
reportado por Fukushima et al. (2001b) quienes evaluaron la mutacion en células CHO-K1
transfectadas y compararon la acumulacion de AMPc en células con el receptor hH2Rwry el
hH>R~217p, obteniendo que las células con el receptor nativo aumentaban la acumulacion de
AMPc conforme aumentaba la expresion del receptor, mientras que las células con el receptor
hH>RnN217p no existiéo aumento. No obstante, no se ha propuesto un mecanismo por el cual la

mutacion pudiera estar aumentando dicha actividad constitutiva.

Se ha reportado que el H2R de cobayo (gpH2R) posee una mayor actividad constitutiva de
GTPasay de la AC comparado con el hH2R. Se ha propuesto que este aumento en la actividad
constitutiva es debido a la presencia de un puente de hidrégeno entre los residuos Tyr!” y
Asp?’!, presentes en el gpHaR, por lo que Preuss et al. (2007) generaron la mutacion A271D,
localizada en la regioén transmembranal 7 (TM7), y la mutacion C17Y, localizada en el
extremo N-terminal del hH2R, obteniendo que la presencia de ambas mutaciones en el
receptor hH2R aumenta la actividad constitutiva previamente reportada en el gpH:R,

confirmando que los residuos Tyr!” y Asp?’! estabilizan la conformacion activa del receptor.

Por altimo, en esta tesis y con el ensayo de competencia de la union de [*H]-AMPc se observo
en 2 experimentos un desplazamiento hacia la derecha en la curva concentracion-respuesta
para el hH2Rn217p con respecto al receptor nativo, sin un cambio apreciable en la respuesta
maxima. Esto indica una disminucion en la afinidad del receptor por el agonista,
posiblemente ocasionado por la mutacioén y que lleva a requerirse una mayor concentracion

del ligando para ocupar el 50% de los receptores expresados.
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VIII. Conclusion

La mutacion N217D disminuye la actividad constitutiva del hH2R, asi como su afinidad

por agonistas.
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IX. Perspectivas

1. Determinar si la mutacion N217D modifica la expresion del hH2R, mediante ensayos

de Western blot e inmunofluorescencia.

2. Determinar si la mutacion modifica las propiedades farmacologicas del hH>R

(afinidad por agonistas y antagonistas).

3. Determinar el efecto de la mutacion en la conformacion del receptor y su implicacion

la actividad constitutiva del receptor.
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