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Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar los mecanismos involucrados en la activacion las
cinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK-1/2) inducida por la estimulacion del HzR
humano (hH3R) expresado en células CHO-K1.

La activacion del HsR con los agonistas histamina, immepip e imetit (100 nM) aumento
significativamente la fosforilacion de ERK-1/2 (11.2 £ 2.9, 11.9 + 0.7 y 13.6 £ 2.3 veces el
valor basal, respectivamente). El efecto del imetit fue prevenido por yodofenpropit y
clobenpropit (1 uM), dos antagonistas/agonistas inversos selectivos del HsR. EI ATP (10
uM, activador de receptores purinérgicos P2Y, acoplados a la estimulacién de la fosfolipasa
C, PLC), aumento la fosforilacion de ERK-1/2 a 8.1 + 1.3 veces la basal. EI TPA (13-acetato
de 12-O-tetradecanoilforbol; 200 nM), un activador directo de la cinasa C de proteinas
(PKC), aumento significativamente (12.3 £ 2.2 veces la basal) la fosforilacion de ERK-1/2.

El inhibidor de la PLC U73122 (10 uM) redujo, aunque no significativamente, la
fosforilacion de ERK-1/2 inducida por imetit, y este efecto fue mimetizado por el analogo
inactivo U73343 (10 uM). ElI U73122 redujo en 98.6% el aumento en la concentracion
intracelular de Ca?* ([Ca?");), sin advertirse efecto del U73343. Los inhibidores de las PKCs
G06-6976 y G6-6983 (1 uM) no afectaron de manera significativa los efectos del immepip y
del ATP. La inhibicion farmacolégica de la cinasa Src con PP2 (10 uM) tampoco modifico
el efecto del imetit o del ATP.

La inhibicion de la 3-cinasa de fosfatidil-inositol (PI3K) con wortmanina (10 uM), redujo
significativamente la fosforilacion de ERK-1/2 estimulada por imetit en 49.4% y por ATP en
57.1%. Un inhibidor de la cinasa PDK1 (BX-795, 10 uM) no afecto la fosforilacion de ERK-
1/2 inducida por imetit o ATP. La galeina, un inhibidor farmacolégico de los complejos Gpy,
aumento por si sola la fosforilacion de ERK-1/2 y no previno el efecto del imetit o del ATP.
La transfeccion del extremo carboxilo de la cinasa 2 de GPCRs (GRK2 o BARKI1), que
secuestra a los complejos Gy, disminuyé de manera modesta (-35.2%), aunque significativa,
los efectos del imetit y del ATP.

Estos resultados indican que en células CHO-K1-hH3R la activacion del HsR induce la
fosforilacion de ERK-1/2, sin evidencia de la participacion de la via PLC/PKC o de las
cinasas Src y PDKJ1. El efecto esta mediado, al menos parcialmente, por los complejos Gy
y la activacion de la PI3K.



Abstract

This work aimed to evaluate the mechanisms involved in the activation of extracellular
signal-regulated kinases (ERK-1/2) induced by stimulation of the human HsR (hH3R)
expressed in CHO-K1 cells.

Activation of the HsR with the agonists histamine, immepip or imetit (100 nM) significantly
increased ERK-1/2 phosphorylation (11.2 + 2.9, 11.9 £ 0.7 and 13.6 = 2.3-fold of basal,
respectively). The effect of imetit was prevented by iodofenpropit and clobenpropit (1 pM),
two selective HsR antagonists/inverse agonists. ATP (10 uM, agonist at P2Y purinergic
receptors, coupled to phospholipase C, PLC, stimulation) increased ERK-1/2
phosphorylation to 8.1 + 1.3-fold of basal. TPA (phorbol 12-myristate 13-acetate; 200 nM),
a direct PKC activator, significantly increased ERK-1/2 phosphorylation to 12.3 + 2.2-fold
of basal.

The PLC inhibitor U73122 (10 M) reduced, although not significantly, imetit-induced
ERK-1/2 phosphorylation, and this effect was mimicked by the inactive analog U73343 (10
uM). U73122 reduced by 98.6 % the increase in the intracellular concentration of Ca*
([Ca2*)i), with no effect of U73343. The PKC inhibitors G6-6976 and G6-6983 (1 uM) did
not significantly affect ERK-1/2 phosphorylation induced by immepip or ATP.
Pharmacological inhibition of the Src kinase with PP2 (10 uM) did not modify the effect of
immepip or ATP. Inhibition of the phosphatidyl-inositol 3-kinase (PI3K) with wortmannin
(10 uM) significantly reduced imetit- and ATP-stimulated ERK-1/2 phosphorylation by
49.4% and 57.1%, respectively. The PDK1 kinase inhibitor BX-795 (10 uM) did not affect
imetit- or ATP-induced ERK-1/2 phosphorylation.

Gallein, a pharmacological inhibitor of Gfy complexes, increased by itself ERK-1/2
phosphorylation and did not prevent the effect of imetit or ATP. Transfection of the carboxyl
terminus of the GPCR kinase 2 (GRK2 or BARKI), which sequesters Gfy complexes,
decreased in a modest (-35.2%) but significant manner the effects of imetit and ATP on ERK-
1/2 phosphorylation.

These results indicate that in CHO-K1-hHsR cells, HsR activation induces ERK-1/2
phosphorylation, with no evidence for the involvement of the PLC/PKC pathway, or
activation of the Src and PDK1 kinases. The effect is at least partially mediated by Gy
complexes and PI3K activation.



1. Introduccién

En 1910 el grupo de Sir Henry Dale aislo la histamina del cornezuelo de centeno,
descubriendo que tenia un efecto estimulante en el musculo liso del intestino y vias
respiratorias, causaba vasoconstriccion y estimulaba la contractibilidad cardiaca. En 1920
Popielski mostré que la histamina estimulaba la secrecion de acido gastrico, y en 1927 se
aislo del higado y pulmén concluyéndose que era un constituyente del organismo. En 1919
fue detectada por John Abel en el cerebro, y décadas después su papel como neuromodulador
se evidencid con anticuerpos contra la histamina y su enzima sintetizadora, la descarboxilasa
de histidina, HDC (revisado por Nieto-Alamilla et al., 2016).

2. Histamina

La histamina ([2-(4-imidazolil)etilamina]) se conforma por un anillo imidazol y un grupo
etilamino en la cadena lateral. En los seres vivos, la histamina es sintetizada por la
descarboxilacién oxidativa del aminoacido L-histidina, reaccion catalizada por la HDC, y su
inactivacion se lleva a cabo a través de dos vias principales, la N-metilacién y la oxidacion
(Figura 1). En la metilacién la enzima N-metil-transferasa de histamina convierte a ésta en
3-(tele)-metil-histamina, la cual es transformada a acido 3-(tele)-metil-imidazol-acético por
la enzima monoamino oxidasa tipo B (MAOg), mientras que la oxidacién por la enzima
diamino-oxidasa genera acido imidazol-acético (Ramos-Jiménez et al., 2009). La principal
enzima metabolizadora de histamina en los tejidos periféricos es la diamino-oxidasa,
mientras que en el sistema nervioso central (SNC) la N-metiltransferasa es la principal

enzima inactivadora (Nieto-Alamilla et al., 2016).

La histamina pertenece a la clase de las aminas biogénicas que incluye a la dopamina, la
noradrenalina y la serotonina, y desempefia papeles importantes en mdltiples procesos
fisioldgicos como moduladora de la inflamacion, la secrecion de acido gastrico, la frecuencia
cardiaca, la respuesta inmune y respuestas alérgicas (Ramos-Jiménez et al., 2009; Ghamari
et al., 2019). En el SNC, la histamina tiene una funcién importante como neuromodulador
regulando a través de mecanismos pre-sindpticos y post-sinapticos funciones que incluyen
las conductas motora y sexual, el ciclo suefio y vigilia, la nocicepcion, la ingesta de agua y

alimento, la circulacion cerebral, la temperatura corporal, el aprendizaje y la memoria



(Garcia-Galvez et al., 2016; Molina-Hernandez et al. 2012). Por lo anterior, la histamina esta

también implicada en varias condiciones patoldgicas (Ghamari et al., 2019).
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Figura 1. Sintesis y metabolismo de la histamina. Se ilustra la sintesis de la amina por la
descarboxilasa de L-histidina (HDC) en un solo paso enzimatico, y su inactivacién por dos
vias: a) metilacion por la enzima N-metiltransferasa de histamina (HMT), y b) oxidacion por
la enzima diamino oxidasa (DAO) (Tomado de Hattori y Seifert, 2004).

3. Sistema histaminérgico del SNC

La histamina es sintetizada y almacenada en granulos intracelulares por mastocitos,
basofilos, células entero-cromafines de la mucosa gastrica, y neuronas. Existen 64,000
neuronas histaminérgicas en el humano y 4,500 neuronas en la rata, localizadas en el ndcleo

tubero-mamilar (TMN) del hipotalamo posterior, de donde envian sus axones a todo el SNC



a través de tres vias, dos ascendentes que inervan las estructuras del cerebro anterior, y una

via descendente que inerva la médula espinal (Figura 2) (Nieto-Alamilla et al., 2016).
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Figura 2. Neuronas histaminérgicas en el cerebro de rata. Se ilustran las vias
histaminérgicas que a partir del ndcleo tubero-mamilar inervan a todo el SNC. Figura
tomada de Aquino-Miranda et al., 2012.

4. Receptores a histamina

Las funciones fisioldgicas de la histamina se ejercen mediante la activacion de cuatro tipos
de receptores acoplados a proteinas G (GPCRs): los receptores Hi, Hz, H3 y Ha. Los primeros
tres receptores se encuentran en el cerebro, y el receptor Ha se ha identificado principalmente

en las células del sistema inmune (Panula et al., 2015).

Los GPCRs pertenecen a la familia mas grande de proteinas de membrana en el genoma
humano y estan constituidos por una sola cadena proteica que forma siete hélices
transmembranales, interconectadas por tres asas intracelulares y tres asas extracelulares, con
un extremo amino extracelular y un extremo carboxilo intracelular (Herrera-Z0figa et al.,
2020). La activacion de cada uno de los cuatro receptores a histamina genera diferentes
respuestas bioldgicas, debido a la proteina G a la que se encuentren acoplados (Panula et al.,
2015).

Receptor a histamina Hi (HiR). El gen que codifica al receptor Hi se encuentra en el
cromosoma 3p25 y codifica una proteina de 478 aminoacidos (aa) con una tercera asa
intracelular larga (IL3); fue el primer receptor identificado, y es el blanco de accion de los
antihistaminicos y por consiguiente se ha involucrado en los procesos alérgicos. Se expresa
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en el SNC (corteza cerebral, hipocampo, nacleo accumbens, tdlamo e hipotalamo posterior),
en las vias urinarias, los vasos sanguineos, las células endoteliales vasculares, el musculo liso
de los bronquios, el intestino, en las celulas cromafines de la meédula de las glandulas

suprarrenales y los linfocitos.

Los H:Rs se acoplan a proteinas Gag1, las cuales activan a la fosfolipasa C (PLC) dando
como resultado dos segundos mensajeros: el 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) que induce la
liberacion de Ca®* de los depositos intracelulares, y el diacilglicerol (DAG) que activa a
varias isoformas de la cinasa C de proteinas (PKC). Se ha reportado que el HiR aumenta
constitutivamente los niveles de IPs y activa al factor nuclear xB (NF-xB), factor de
transcripcion involucrado en la inflamacion y céncer. La activacion constitutiva de NF-xB
se debe principalmente a las subunidades Gpy; sin embargo, la activacion de NF-kB requiere
de las proteinas Goga11 Y las subunidades GBy (Ramos-Jiménez et al., 2009; Molina-
Hernandez et al., 2012; Bongers, 2008).

Receptor a histamina Hz (H2R). En 1956 Code y cols. concluyeron que la histamina tenia
una funcién relevante en el control de la secrecion del acido gastrico, lo que se confirmé 16
afios después por el descubrimiento de los antagonistas del H2R (Parsons y Ganellin, 2006).
El receptor fue identificado farmacoldgicamente en la década de 1970, y fue el primero de
los receptores a histamina que se clond. EI gen se encuentra en el cromosoma 5g35.5 y
codifica una proteina de 358 aa con un asa intracelular corta y un extremo carboxilo terminal
largo (Busse y Knuffman, 2006, Bongers, 2008). Se expresa en el SNC (ganglios basales,
amigdala, hipocampo y corteza cerebral) teniendo una localizacion celular post-sinaptica. A
nivel periférico se expresa en el masculo liso vascular y pulmonar, hepatocitos, condrocitos,
células endoteliales, células epiteliales, neutrofilos, eosinofilos, monocitos, células
dendriticas y linfocitos T y B (Ramos-Jiménez, 2009). El H2R se acopla a proteinas Gos que
activan a las adenilil ciclasas y por lo tanto la formacion del segundo mensajero AMPc, el
cual estimula a la cinasa A de proteinas (PKA) que fosforila diferentes proteinas en residuos
de Treonina y Serina, como CREB (Molina-Hernandez et al., 2012; Ramos-Jiménez, 2009).

Receptor a histamina H4 (H4R). Fue identificado por técnicas de biologia molecular a
inicios del milenio; el gen correspondiente se encuentra en el cromosoma 18g11.2, contiene

tres exones y codifica una proteina de 390 aa (Bongers, 2008). EI H4R es predominantemente
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expresado por células del sistema inmune incluidos los monocitos, los eosinofilos, las células
dendriticas, las células T y las células natural killers (Burns et al., 2014). También se ha
identificado en tejidos periféricos como el bazo, colon, timo y médula dsea, con una

expresion moderada (Zampeli y Tiligada, 2009).

El HsR muestra una homologia con el H3R del 70% en los dominios transmembranales
(Parsons y Ganellin, 2006), y es responsable de la quimiotaxis inducida por histamina de los
leucocitos a los sitios de inflamacion, y por lo tanto parece intervenir en este proceso y las
alergias. Los HsRs activan a proteinas Gaio, por lo cual inhiben la formacion de AMPc,
aumentan la [Ca?*]i y activan a las cinasas de proteinas activadas por mitogenos (MAPKS)
(Zampeli y Tiligada, 2009; Ramos-Jiménez et al., 2009).

Receptor a histamina Hs (HsR). El receptor se expresa predominantemente en el SNC y el
sistema nervioso periférico, en el SNC se encuentra principalmente en neuronas
histaminérgicas y con baja densidad en células gliales. EI H3R se expresa en la corteza
cerebral, nicleo accumbens, neoestriado, hipocampo, nucleo de la estria terminal, nicleo
olfatorio, algunos nucleos hipotaldmicos (principalmente el ndcleo tubero mamilar),

amigdala y la corteza piriforme (Nieto-Alamilla et al, 2016).

El HsR fue identificado farmacoldgicamente en 1983 por Jean-Michael Arrang y Jean
Charles Schwartz, evaluando el efecto de la histamina en rebanadas de la corteza cerebral de
rata y mostrando que el receptor funciona como autorreceptor presinaptico que inhibe la
sintesis y la liberacion de histamina en las terminales nerviosas (Ghamari et al., 2019). Los
HsRs actuan también como heterorreceptores presinapticos, inhibiendo la liberacion de
varios neurotransmisores como acetilcolina, acido y-aminobutirico (GABA), dopamina,
serotonina (5-HT), noradrenalina, glutamato, neuropéptidos como la sustancia P y el péptido
relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) (Garcia-Gélvez et al., 2016; Nieto-Alamilla
et al., 2016; Ghamari et al., 2019). Existe evidencia de expresidn postsinaptica de dicho
receptor en algunas regiones del cerebro como la corteza cerebral, el neoestriado, el ntcleo

accumbens y el hipocampo (Nieto-Alamilla et al., 2016).

En 1999 el 4cido desoxirribonucleico complementario (DNAC) del HsR humano (hH3R) fue
clonado por Lovenberg et al. (1999) utilizando el clon GPCR97 para evaluar una biblioteca

de DNACc del talamo humano, dando como resultado un clon completo el cual codifico un
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GPCR de 445 aa. El analisis filogenético mostré una baja homologia (20%) con el HiR y el
H2R, y una similitud del 60% con el H4R (Parsons y Ganellin, 2006, Leurs et al., 2005).

El gen que codifica al hH3R se encuentra en el cromosoma 20q13.33, y consta de tres o cuatro
exones y de dos o tres intrones, generando 20 isoformas por procesamiento alternativo
(alternative splicing) con diferencias en la longitud en los extremos carboxilo y amino, asi
como diferencias de aa en la tercera asa intracelular y eliminacién de secuencias en las
regiones transmembranales (Bongers et al., 2007; Panula et al., 2015; Galvez y Arias

Montafio 2016), como se ilustra en la Figura 3.

Figura 3. Representacion esquematica del hHsR. Las regiones del procesamiento
alternativo se indican con diferentes colores. Tomado de Garcia-Gélvez y Arias-Montafio,
2016.

Actividad constitutiva del HsR. Los HsRs, tanto nativos como expresados en sistemas
heter6logos, muestran actividad constitutiva o espontanea, debida a una secuencia de 12 aa
en el extremo carboxilo de la tercera asa intracelular. Como consecuencia los autorreceptores
Hz ejercen un control tonico inhibitorio en la sintesis y liberacion de la histamina (Aquino-
Miranda y Arias Montafio, 2012).



5. Transduccion de sefiales del HzR.

El H3R se acopla a proteinas Gain, Yy Su estimulacion conduce a diferentes vias de
sefializacion (Figura 4): las subunidades Gais reducen la apertura de los canales de Ca?*
activados por voltaje tipos N y P/Q, inhiben la formacion del AMPc y al intercambiador
Na*/H" (NHE) y los complejos GPy activan las vias de la fosfolipasa C, de la 3-cinasa de
fosfatidil-inositol (PI3K) y de las MAPKS, estimulan a la fosfolipasa A2 (PLA>), y activan a

los canales de potasio rectificadores entrantes (GIRKS) (Nieto-Alamilla et al., 2016).

Figura 4. Vias de sefializacion del HsR. Se esquematizan las vias activadas o inhibidas por
las subunidades Gaip y los complejos GBy. AC, adenilil ciclasa; AMPc, 3-5-monofosfato
ciclico de adenosina; GIRKs, canales de K* rectificadores de entrada activados por proteinas
G; AA, acido araquiddnico; NHE, intercambiador Na*/H*; PI3K, 3-cinasa de
fosfatidilinositol; PKA, cinasa A de proteinas; PLA,, fosfolipasa A2; PLC, fosfolipasa C;
MAPK, cinasas de proteina activada por mitdgenos. Tomado de Nieto-Alamilla et al., 2016.



Inhibicién de la apertura de los canales de Ca?* activados por voltaje N y P/Q. En esta
via de senalizacion estan implicados los complejos GPy, los cuales inhiben la apertura de
canales N y P/Q uniéndose a la subunidad o1 que forma el poro de dichos canales y
reduciendo asi la liberacion de neurotransmisores, efecto abolido por la toxina de Bordetella
pertussis, PTX y por inhibidores de los complejos GBy (Panula et al., 2015).

Inhibicién de la formacién de AMPc. La estimulacion de los HsRs inhibe las adenilil
ciclasas, disminuyendo la formacion de AMPc y por consiguiente la activacion de la PKA,
la cual participa en diversas vias de sefializacion que conducen a diferentes respuestas
bioldgicas; por ejemplo, plasticidad sinaptica y expresion genica. Este efecto fue evidenciado
expresando el DNAc del H3zR en células SK-N-MC observandose inhibicion de la formacion
de AMPc inducida por forskolina, efecto abolido por la PTX (Bongers et al., 2007).

Inhibicion del NHE. Este intercambiador es importante para restaurar el pH intracelular
después de la acidosis inducida por isquemia, mediante el intercambio de un ion H*
intracelular por un ion Na* extracelular. El aumento de Na* puede invertir la vectorialidad
del transportador de noradrenalina dependiente de Na*/Cl- (NET) conduciendo a la liberacion
de neurotransmisores, y esta via se propone como el mecanismo por el cual el HzR inhibe la
liberacion excesiva de noradrenalina durante la isquemia miocéardica al disminuir la actividad
del NHE (Haas et al., 2008).

Activacion de la fosfolipasa A2 (PLA2). La estimulacion del HsR activa a la PLA>
induciendo la liberacion de &cido araquidonico y acido docosahexaeonico, asi como de
lisofosfolipidos, los cuales son sustratos de la sintesis de mediadores lipidicos como el factor
activador de plaquetas, los eicosanoides y el 4-hidroxinonenal, este Ultimo un metabolito
altamente citotoxico que aumenta en las enfermedades de Alzheimer y Parkinson (Bongers
et al., 2007; Nieto-Alamilla et al., 2016).

Activacion de canales de potasio de rectificacion interna activados por proteinas G
(GIRKS). Los complejos Gy activan los canales GIRKS, representando un mecanismo
adicional para la modulacion inhibitoria por los HsRs de la liberacion de neurotransmisores

(Ramos-Jiménez et al., 2009).



Activacion de la PLC. Canonicamente la activacion de la PLC y la formacion de los
segundos mensajeros IP3 y DAG se debe a la subunidad Ga de las proteinas Gagi1, pero los
complejos Gy de las proteinas Gaio también pueden activarla (Nieto-Alamilla et al., 2016)
mediante su unién a una region (dominios PH e Y) diferente del dominio de unidn de la
subunidad Gag/11 (dominio C2 y carboxilo terminal), dando como resultado el incremento en

la [Ca?*]; por liberacion de Ca?* de los depdsitos intracelulares mediante la formacion de IPs.

Activacion de la via de la PI3K. La activacion del H3R induce la fosforilacion de la PKB

(también conocida como Akt) en los aa Serina*”® y Treonina®®

, 'y la fosforilacion en la
Serina® de la cinasa 3 de la sintasa de glucogeno (GSK-3p). La cinasa Akt esta implicada en
el desarrollo y funcion neuronal, y la cinasa GSK-3p es relevante en diferentes funciones

cerebrales (Bongers et al., 2007).

Activacion de las cinasas de proteinas activadas por mitégenos (MAPKS). En células
COS-7, HEK-293 y CHO-K1 transfectadas establemente con el HsR, la activacion del
receptor estimula la fosforilacion de ERK-1/2, pertenecientes a las vias de las MAPKSs, efecto
también observado en sistemas nativos. La inhibicion de los complejos GBy con la
transfeccion de la proteina Gou (transducina) previno el efecto en las células HEK293
transfectadas (Lai et al., 2016).

Las MAPKs cinasas son una familia de cinasas de Serina/Treonina citoplasmaticas
evolutivamente conservadas, las cuales desempefian una funcién critica en la traduccién de
sefiales extracelulares a respuestas intracelulares. Se han caracterizado tres familias de
MAPKSs: 1) las cinasas reguladas por sefiales extracelulares 1y 2 (ERK-1/2), 2) las cinasas
c-JUN N-terminal (JNK/SAPK), y 3) las cinasas p38. Cada cascada de sefializacion de las
MAPKSs incluye tres cinasas: una MAPK cinasa cinasa (MAPKKK), una MAPK cinasa
(MAPKK) y una MAPK. La activacién de las MAPKKK normalmente se debe a interaccion
con una proteina GTPasa pequefia o0 a fosforilacion por cinasas corriente abajo de los
receptores de la superficie celular (Zhang y Liu 2002; Guo et al., 2007).

Las MAPKKK fosforilan y activan directamente a MAPKK, cinasas intermediarias de doble
funcién, que a su vez fosforilan y activan a las MAPK efectoras (Figura 5). La via canonica
de las cinasas ERK-1/2 esta constituida por tres cinasas: las cinasas B-Raf y C-Raf/Raf-1
(MAPKKK), las cinasas MEK-1/2 (MAPKK) vy las cinasas efectoras ERK-1/2 (MAPK). La
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sefializacion por ERK-1/2 participa en funciones importantes como la proliferacion y la

diferenciacion celulares, la apoptosis, la plasticidad neuronal, y los procesos de aprendizaje

y memoria. Las ERK-1/2 pueden ser activadas por diferentes vias de sefializacion, incluidos
los receptores con actividad de cinasa de Tirosina (RTKS), los GPCRs, protooncogenes y por

los sistemas de sefializacion MAPK activados por estrés (Morrison 2012; Luttrell y Luttrell,

2003).

Componentes basicos de la
transduccion de senales en las
vias MAPKs

Ligandos

Familias de las vias MAPKs

MAPKKK

MAPKK

MAPK

Respuesta bioldgica

Factores de
crecimiento;
mitbgenos

Vias ERK/1-2 Vias ERK5
RAS MEKK 2/3

Raf A/B

MEK 1/2 MEK 5s

ERK1/2 ERK 5

Factores de
crecimiento;
mitdgenos y otras
senales

Vias JNK/1-2 Vias
p38/SAPS
MEKK 1/4 MEKK1/4
RAC
MKK 4 /7 MEKK 3/6
JNK1/2/83 p38 / MAPK

Blancos citoplasmaticos

Factores de transcripcion

Figura 5.Representacion de los componentes principales de las vias de las MAPKSs. Cada
cascada es estimulada por sefiales extracelulares particulares y conduce a la activacién de
una MAPK particular. Tomado de Valdespino-Gomez et al., 2015.
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La activacion de ERK-1/2 por GPCRs frecuentemente involucra la fosforilacion de RTKs y
la activacion de GTPasas de la familia Ras; sin embargo, los mecanismos moleculares por
los cuéles la activacion del HsR estimula esta via aln no se conocen del todo, proponiéndose

algunas posibilidades, representadas en la Figura 6 (Lia et al., 2016).

O
/ }Q,;
MMPs f ,

.yﬁﬂ"'l....l".“}. e

Figura 6. Representacion de las posibles vias de estimulacion de ERK-1/2 por activacion
de GPCRs acoplados a proteinas Gairno, La activacion del GPCR induce la disociacion de
los complejos GPy de las subunidades Gaio, l0s cuales pueden estimular las vias de la
fosfolipasa C (PLC)/PKC y de la PI3K, asi como la transactivacion del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) por activacion de metalopeptidasas de matriz extracelular
(MMP). Tomado de Lai et al., 2016.
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6. Planteamiento del problema.

El H3R esta acoplado a proteinas Gairo, Cuya activacion disocia al heterotrimero Gaiofy en
la subunidad Gain y el dimero GPy. Los complejos GPy activan diferentes vias de
sefializacion intracelular, una de ellas la via de las cinasas activadas por mitdgenos (MAPKS).
La cascada de transduccion de las MAPKSs sigue la secuencia: Ras — Raf - MEK — ERK,
y las cinasas de proteinas ERK-1/2 se translocan al nucleo celular donde regulan la
transcripcion de genes relacionados con la adhesion, la migracion, la supervivencia y la

proliferacion, entre otros.

En sistemas heterélogos (células CHO-K1, COS-7 y HEK-293; Her6on et al.,, 2001;
Giovanniniet al., 2003; Flores-Clemente et al., 2013; Lai et al., 2016), asi como en neuronas
corticales de la rata en cultivo primario (Lai et al., 2016), la activacion del HsR induce la
fosforilacion de ERK-1/2. Datos de nuestro laboratorio (Flores-Clemente et al., 2013) indican
que en células CHO-K1 la activacion del HsR humano (hH3R) induce la fosforilacion de
ERK-1/2 con un patron temporal rdpido, con un pico a los 2.5-5 min, lo que sugiere la
participacion de las proteinas Gaio, Y especificamente de los complejos GBy. Sin embargo,
los mecanismos celulares subsecuentes que participan en la activacion de ERK-1/2 no estan

del todo establecidos.

Se han propuesto varias vias como responsables de la fosforilacion y activacién de ERK-1/2
inducidas por la estimulacion de receptores acoplados a proteinas Gair, cOmo el HaR (Figura
6; Lai et al., 2016): a) la via PLC/PKC, ya que la activacion del HzR induce un aumento
significativo en la [Ca?']i en células CHO y SK-N-MC transfectadas, indicativo de la
activacion de la PLC; b) la via de la PI3K, dado que en células SK-N-MC transfectadas la
activacion del HsR estimula el eje Akt/GSK-3 de manera dependiente de la PI3K, y c) la
transactivacion del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) por activacién de
metalopeptidasas de matriz extracelular (MMPSs), que escinden al factor de crecimiento
epidérmico (EGF) de la heparina (Hb-EGF) permitiendo su unién al EGFR y la subsecuente
dimerizacion y activacion de este receptor (Palanisamy et al., 2021).
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Por lo anterior, en este proyecto planteamos estudiar las vias involucradas en la activacion
de ERK-1/2 en respuesta a la estimulacion del hHsR en células CHO-K1 establemente
transfectadas, iniciando con la evaluacion de la via PLC/PKC ya que en células CHO
(precursoras de la linea CHO-K1) establemente transfectadas la activacion del hH3R induce

aumento en la [Ca?*]i indicando la activacion de la PLC.
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7. Hipotesis

La activacion del hHsR induce la fosforilacién de ERK-1/2 mediante la estimulacion de la

via PLC/PKC por los complejos Gy de las proteinas Gaio.

8. Objetivos

8.1. Objetivo general.

Determinar la participacion de los complejos By de las proteinas Gairo Y la via PLC/PKC en
la activacion de ERK-1/2 inducida por la estimulacion del hH3R expresado en células
CHO-K1.

8.2. Objetivos especificos

1. Corroborar que la activacion del hHsR induce la fosforilacion de ERK-1/2 en células

CHO-K1 transfectadas, mediante el uso de agonistas y antagonistas selectivos.

2. Determinar la participacion de la via PLC/PKC evaluando la movilizacion de Ca?
por activacion del hHsR y el uso de inhibidores farmacolégicos (PLC: U73122; PKC:
G0-6983 y G6-6976).

3. Determinar la participacion de los complejos Gy mediante inhibicion farmacologica

(galeina) y la transfeccion de un secuestrador de los complejos (BARK1).

4. Ensu caso, determinar mediante inhibidores farmacoldgicos la participacién de otras

vias de sefializacion como la activacion de la via Src/PISK/PDK1.
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9. Materiales y métodos

9.1. Cultivo celular

Se utilizaron células CHO-K1 establemente transfectadas con el hHsR (211 £+ 12 fmol/mg
proteina; Garcia-Galvez et al., 2017), las cuales se cultivan en medio de Eagle modificado
por Dulbecco/mezcla de nutrientes F-12 (DMEM-F12), suplementado con suero fetal bovino
al 10%, 1% de antibidticos (AA; concentraciones finales: 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml
de estreptomicina y 0.25 ug/ml de anfotericina B) y el antibidtico de seleccion geneticina
(G-418, 400 pg/ml) incubéndose a 37°C en una atmdsfera de 5% de CO: en aire.

9.2. Incubacion con agonistas, antagonistas, activadores e inhibidores

Para evaluar la fosforilacion de ERK-1/2 inducida por la activacién del HsR, las células se
sembraron en cajas de 6 pozos. Después de 24 h y con una confluencia celular del 90% el
medio se substituyé por medio DMEM/F12 con G-418 (400 ug/ml) y AA (1%), sin suero,

incubandose por 16 h.

Las células se lavaron con solucion Krebs-Ringer-Hepes (KRH) a 37°C, se agregaron 1.96
ml de la misma solucion a cada pozo y se incub6 durante 15 min a 37°C, antes de adicionar
en un volumen de 20 ul los agonistas del HsR (histamina, immepip e imetit; concentracion
final 100 nM), ATP (activador de receptores purinérgicos P2Y2; 10 uM) o TPA (éster de
forbol mimético del DAG que activa directamente a las isoformas clasicas y nuevas de la
PKC; 200 nM). Cuando se requirid, los siguientes farmacos se agregaron en un volumen de
20 ul, 15 min antes de los agonistas: a) antagonistas selectivos del HzR (clobenpropit y
yodofenpropit, 1 uM como concentracion final); b) el inhibidor de la PLC U73122 o su
anélogo inactivo U73343 (10 uM); c) los inhibidores de la PKC G§-6976 0 G6-6983 (1 uM);
d) el inhibidor de PI3K wortmanina (100 nM); e) galeina, inhibidor de los complejos Gy
(10 uM); f) BX-795, inhibidor de PDK1 (100 nM); g) PP2 inhibidor de Src (10uM).

La composicion de la solucion KRH fue (en mM): NaCl 113, HEPES 20, NaHCO3 25,
D-glucosa 15, KCI 4.7, CaCl> 1.8, MgCl2 1.2 y KH2PO4 1.2. El pH se ajusto a 7.4 con una
solucion de NaOH.
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Al término de la incubacion se aspird la solucion KRH y se adicionaron 200 ul de solucion
RIPA (150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCL, pH 8.0, 0.5 mM EDTA, 0.1% Triton X-100, 10%
desoxicolato, 10% SDS, 1% glicerol) conteniendo un coctel de inhibidores de proteasas
(cOmplete Mini Roche, dilucion 1:50) y fosfatasas (dilucion 1:500). Después de 10 min sobre
hielo, los lisados celulares se sonicaron (2 veces, 10 s) y se centrifugaron durante 10 min a
16,000xg a 4°C. Se colecto el sobrenadante y se determino la concentracion de proteinas por
el método del &cido bicinconinico (BCA), para después adicionar solucion amortiguadora de

carga (6X) e incubar a 90°C durante 5 min.
9.3. Inmunodeteccion de ERK-1/2 fosforiladas (p44/42-ERK) por Western blot

Las muestras de los extractos proteicos (15 pg de proteina) se resolvieron por SDS-PAGE al
10%, y las proteinas se transfirieron a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF), las
cuales se bloguearon durante 1 h con leche descremada en polvo al 5% en una solucion Tris-
Tween-20 (0.1% v:v; T-BST). Posteriormente se incubaron toda la noche a 4°C con los
anticuerpos monoclonales primarios anti-fosfo-42/44-ERK-1/2 (Thr?%2/Tyr?%4) o anti-42/44-
ERK-1/2, generados en el conejo (Cell Signaling Technology), a una dilucién 1:2000 en
T-BST con 1.5% de BSA.

Al dia siguiente, las membranas se lavaron tres veces durante 10 min con T-BST y se
incubaron con el anticuerpo secundario (anti-conejo de cabra acoplado a HRP; dilucion
1:10000 en T-BST/BSA al 3%) durante 1 h a 22°C. Las membranas se enjuagaron con
T-BST, se revelaron con quimioluminiscencia y la sefial se cuantifico por analisis de
densitometria con el programa ImageJ (National Institutes of Health, NIH) utilizando el
equipo C-DiGit Blot Scanner LI-COR. Las bandas de interés se expresaron cuantitativamente
mediante la normalizacion con la intensidad de la sefial de ERK-1/2 total en una membrana

diferente procesada en paralelo.
9.4. Determinacion de la [Ca?*]i en células CHO-K1-hH3R

Una vez que las células alcanzaran una confluencia de ~80 % se levantaron mediante la
incubacion con una solucion de tripsina (500 mg/l), la suspension se centrifugd al00xg, por

3 min, y la pastilla se re-suspendié en 5 ml de solucion KRH. La densidad de las células y la
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viabilidad se determinaron con un contador automatico Countess (Invitrogen) en presencia

de azul de tripano.

Para determinar la actividad del inhibidor de PLC U73122 y su analogo inactivo U73343, se
evalud la [Ca?*]i. La suspension celular se dividid en alicuotas de 2x10° células/ml, que se
incubaron por 1 h en la oscuridad y a temperatura ambiente en solucién KRH que contenia
el indicador fluorescente Fura 2-AM (1 uM) y probenecid (10 mM; inhibidor de los
transportadores de aniones organicos). Finalizado el tiempo de incubacion las células se
centrifugaron para eliminar el indicador no exceso de colorante, y se re-suspendieron en

solucion KRH conteniendo probenecid.

La evaluacion de la [Ca?*]i se realiz6 a temperatura ambiente determinando la emision de
fluorescencia del Fura 2 (A 510 nm) después de la excitacion a 340 o 380 nm. Los datos se
expresan como el cociente de fluorescencia F (380 nM) / F (340 nm), y en su caso como el

aumento en el cociente de fluorescencia sobre el valor basal (A F/Fo).

El Fura 2-AM (éster acetoximetilico de Fura-2) es un indicador fluorescente radiométrico
selectivo para iones de calcio y la forma des-esterificada tiene una constante de disociacion
por calcio (Kqg 145 nM) cercana a la [Ca?*]i basal (100 nM). El Fura 2-AM atraviesa las
membranas celulares y las esterasas citoplasmaticas rapidamente hidrolizan sus grupos

acetoximetilo generando al colorante activo Fura 2, sensible a Ca?".
9.5. Transfeccion del extremo carboxilo de la GRK-2 en células CHO-K1-hH3R
9.5.1. Amplificacion del plasmido pRK5-BARK1-ct (465-689)

El plasmido (Figura 7) fue generado en el laboratorio de R. J. Lefkowitz (Koch et al., 1994)
y fue obtenido del laboratorio del Dr. Jesus Alberto Olivares Reyes (Departamento de
Bioquimica, Cinvestav-IPN). A 200 ul de bacterias competentes (Escherichia coli DH5a) se
adicionaron 8 ng del plasmido pRK-BARKI1 Y la suspension bacteriana se incub6 durante 30
min en bafo de hielo-agua antes de un choque térmico (42°C durante 45 s). Se adicionaron
800 pul de medio Luria-Bertani (LB) conteniendo ampicilina (75 pg/ml) y se incub6 durante

1 ha37°C, con agitacion, para permitir su recuperacion. Finalmente 100 ul de la suspension
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bacteriana se sembraron en cajas de Petri (100 mm de didmetro) con agar/medio LB con

ampicilina (100 pg/ml) incubando durante 14 h a 37°C.
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Figura 7. Estructura del plasmido pRK5-BARK1-ct (495-689). A) EIl panel superior
muestra esquematicamente la estructura de la cinasa PARK1 (GRK-2) ilustrando los
dominios amino y carboxilo terminales, y la region catalitica. EI DNA que codifica el
extremo Gli*®-Leu®® se subcloné como un minigene en el vector pRK para generar el
plasmido pRK-BARK1-(495-689) o pRK-BARK1-ct, que se muestra en el panel inferior.
UTR, region no traducida. B) Inmunoblot de un extracto proteico citosolico de células
COS-7 transfectadas con el plasmido pRK-BARK1-ct mostrando la expresion del
BARK1-ct. Carril 1: extracto de células transfectadas con el vector pRKS5 vacio; carril 2:
extracto de células transfectadas con el plasmido pRK-BARK1-ct. Se indican los marcadores
de masa molecular (kilodaltons). Modificado de Koch et al., 1994.
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Se seleccionaron 4 colonias que se transfirieron a tubos de vidrio estériles conteniendo 5 ml
de medio LB/ampicilina para incubar a 37°C con agitacion vigorosa (200 rpm) durante toda
la noche. Al terminar este periodo, se realiz6 una lisis alcalina para la obtencidn del plasmido:
1.5 ml de la suspension bacteriana se colocaron en un tubo Eppendorf, se centrifugé (13,000
rpm, 1 min) y se descartd el sobrenadante; la pastilla se re-suspendid en 200 pl de solucion I
(D-glucosa 50 mM, Tris 25 mM y EDTA 10 mM pH 8.0), se agregaron 400 ul de la solucion
Il (NaOH 0.2 N, SDS 1%), se mezcld por inversion de los tubos y se incub6 sobre hielo
durante 5 min. Se agregaron 300 ul de la solucion III (CH3CO2K 5 M, CH3COOH en agua
MiliQ), se centrifug6 a 13,000 rpm por 5 min, y el sobrenadante (800 ul) se transfirié a un
tubo Eppendorf. Se adicionaron 480 ul de isopropanol para precipitar el DNA incubando a
temperatura ambiente por 15 min; se centrifugé a 13,000 rpm por 5 min, se descart6 el
sobrenadante y la pastilla se lavd con 1 ml de etanol al 70%. Después de centrifugar a 13,000
rpm por 5 min, el sobrenadante se descarto y la pastilla se re-suspendié en 50 ul de agua libre
de endonucleasas. EI DNA obtenido de cuatro suspensiones bacterianas se analizd por
digestion enzimatica utilizando las enzimas EcoRI y Xbal en reacciones de 10 pl de volumen
final conteniendo DNA plasmidico, enzimas, soluciones amortiguadoras (New England, cut
smart 10X y NEBuffer 2 10X), BSA y agua (Tabla 1). Los tubos se colocaron en un mixing
block y se incubaron a 37°C por 1 h, después de lo cual el resultado de la reaccion se analizé
por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% (Figura 8).

Tabla 1. Composicion de la reaccion de restriccion del plasmido pRK-BARK1-ct.

Volumen mix
DNA plasmidico (pRK-BARK-ct) 3ul
EcoRl 0.25 ul 1 ul
Xbal 0.25 ul 1wl
Buffer 1 ul (10X) 4 ul
BSA 1 ul (10X) 4ul
H.0 4.5 ul 18 ul
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Figura 8. Restriccion enzimatica del plasmido pRK5-BARK1-ct (495-689). EI DNA se
incubo con las enzimas EcoRI y Xbal, y se sometié a electroforesis en un gel de agarosa al
1.5% tefiido con bromuro de etidio. Carril 1: Marcador de pares de bases; Carriles 2-5:
plasmido pRK5-BARK1-ct, proveniente de cuatro suspensiones bacterianas diferentes.

Para obtener un plasmido con la calidad adecuado para la transfeccion celular, el DNA del
tubo 4 se diluyé (1:1000) y con esta solucion se transformaron nuevamente bacterias
competentes con 20 ng del DNA plasmidico como se describié antes. Se selecciond una
colonia que se transfirié a un tubo de vidrio estéril conteniendo 2 ml de medio LB/ampicilina
para incubar a 37°C con agitacion vigorosa (200 rpm) durante 4 h. El volumen se transfirid
a un matraz conteniendo 100 ml de medio LB/ampicilina y se incubé durante 16 h a a 37°C
con agitacion vigorosa. Posteriormente, la suspension bacteriana se centrifug6 a 5000xg por
10 min, se elimind el sobrenadante por decantacion y se utiliz6 el kit Promega
PureYieldPLasmid para la purificacion del plasmido. El producto se analiz6 por digestion
enzimatica utilizando las enzimas EcoRI y Xbal en reacciones de 10 pl de volumen
conteniendo DNA plasmidico, enzimas, soluciones amortiguadoras (New England, cut smart
10Xy NEBuffer 2 10X), BSA y agua como se indico en la Tabla 1. El resultado se ilustra en
la Figura 9, destacandose una banda de ~800 pb que corresponde al tamafio del minigen de
interés (BARK-ct). Posteriormente se cuantifico0 el DNA plasmidico con un

espectrofotometro NanoDrop (ND-1000) a una longitud de onda de 220-350 nm.
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Bl ccoccaccatoffflatcaagctactggacagtgaccaggagetcetaccgcaactteccectgaccatet
cggagcggtggcagcaggaggtagcagagactgtctttgacaccatcaatgctgagacggaccggectggaggcecc
gcaagaaaacaaaacaagcagttgggccacgaggaagactacgceccctgggcaaggactgcatcatgecatggetac
atgtccaagatgggcaaccccttcectgacccagtggcagecggeggtacttetacctgtteccctaaccggetcgag
tggcggggcgagggcgaggccceccgcagagcecctgectgacatggaggagatccagtecggtggaggagacgcagatca
aggagcgaaagtgcctecctcctcaagatccgaggtggcaagecagtttgtectgecagtgecgatagtgacccagage
tggtgcagtggaagaaggagcttcgagacgcctaccgcgaggcccagcagcectagtgcagecgggtgeccaagatgaa
gaacaagccgcgctcecgeccgtcgtggagectgagcaaggtgecactgatccagegeggcagtgecaacggectcta
atgatcagctcgctttcttgectgtccaatttctattaaaggttcctttgttccctaagtccaactactaaactgg
gggatattatgaagggccttggcatctggattctgecctaataaaaaacatttattttcattgecatgatgtattta

- -€aga

FAATMGIKLLDSDQELYRNFPLTISERWOQOEVAETVEFDTINAETDRLEARKKTKQAVGPRGRLRPGOQGLHHAWLHVQD
GQPLPDPVAAAVLLPVPPARVAGRGRGPAEPADMEEIQSVEETQIKERKCLLLKIRGGKQFVLQCDSDPELVQWKKEL
RDAYREAQQLVQRVPRRTSRARPSWSARCHSSAAVPTASNDQLAFLLSNEYRFLCSLSPTTKLGDIMKGLGIWILPNK
KHLFSLHDVEFNL

Figura 9. Restriccion enzimatica y secuencia de nucledtidos y de aa del plasmido
pRK-BARK1-(495-689). A) Electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro
de etidio. EI DNA se incubo con las enzimas EcoRI y Xbal. Carril 1: Marcadores de pares
de bases; Carril 2: vector; Carril 3: plasmido pRK-BARK1-ct. B) Secuencia de nucledtidos.
El cuadro rojo indica el sitio de restriccion de EcoRlI (rojo). Se indican también el codon de
inicio (amarillo), el residuo de Glicina®*® (rosa), y el sitio de restriccion de Xbal (verde). El
cuadro azul muestra la secuencia de aa. La secuencia se obtuvo de Addgene
(www.addgene.org/14695/).
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9.5.2. Transfeccién transitoria de células CHO-K1-hH3R con el
pPRK5-BARK1-ct

plasmido

Las células se cultivaron en cajas de 6 pozos con medio DMEM-F12 con SFB al 10%, 1%
de AA y G-418, hasta alcanzar una confluencia del 75-80%. Después de 24 h se realizo el
siguiente protocolo: en 6 tubos Eppendorf de 1.5 ml se adicionaron diferentes
concentraciones del plasmido vacio pcDNA3.1, del plasmido BARK-ct, de enhancer (2 ul:1
ul DNA), y de medio DMEM/F12 sin SFB, como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones para la transfeccion del plasmido pRK-BARK1-ct en células

CHO-K1-hHsR.
Tubos Condicién pcDNA3.1 pRK- Enhancer Medio
BARK1-ct
1 Control
2 Mock (5 pg) Sul --- S5ul 240 ul
3y4 BARK-ct (1.25 pg) 2.5 ul 10 pl S5ul 232.5 ul
5y6 BARK-ct (2.5 ug) 20 ul 5ul 225 ul

Las concentraciones de los plasmidos fueron: pcDNA3.1 0.5 pg/ul, pRK-BARK-ct 0.1247
pg/ul.

En un segundo tubo Eppendorf se colocaron 40 pul de Lipofectamina 3000 (3 pl: 1 ug DNA)
y 760 pl de medio DMEM/F12 sin SFB. A cada uno de los tubos 1-6 se le adicionaron 133.3
ul de la mezcla de Lipofectamina 3000 y medio DMEDM/F12 y se incubé durante 15 min.
Transcurrido el tiempo se agregaron 350 ul de esta mezcla al cultivo celular y se incubo
durante 6 h a 37°C, al cabo de las cuales se retird el medio y se afiadieron 2 ml de medio

DMEM/F12 suplementado con SFB, antibidticos y G-418, incubando por 42 h adicionales.
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Para determinar la transfeccion del plasmido BARK-ct en las células CHO-K1-hHzR, se
obtuvieron extractos celulares, las proteinas se resolvieron con SDS-PAGE al 10% vy se
transfirieron a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF), las cuales se bloquearon
durante 1 h con leche descremada en polvo al 5% en una solucion Tris-Tween-20 (0.1% v:v;
T-BST). Posteriormente se incubaron toda la noche a 4°C con un anticuerpo policlonal anti-
GRK-2/3 de conejo (Santa Cruz Biotechnology), a una dilucién 1:5000 en T-BST con 3% de
BSA. Al dia siguiente, las membranas se lavaron tres veces durante 10 min con T-BST y se
incubaron con el anticuerpo secundario (anti-conejo de cabra acoplado a HRP; dilucion
1:10000 en T-BST/BSA al 3%) durante 1 h a 22°C. Las membranas se lavaron tres veces con

T-BST, y se revelaron con quimioluminiscencia.
9.5.3. Transfecciéon del BARK-ct en células CHO-K1-hH3R

Las células CHO-K1-hH3R se sembraron en cajas de 6 pozos un dia antes de la transfeccion,
para obtener una confluencia del 70-80%. El dia de la transfeccidn se sustituyo el medio por
medio sin SFB, sin AA y sin G-418, y se realiz6 el siguiente protocolo (Tabla 3): para dos
cajas de 6 pozos, en un tubo de 15 ml (A; transfeccion mock) se colocaron 32.5 ul de
pcDNAS3.1, 65 ul de enhancer y 1.2 ml de medio, y en un segundo tubo (B) se prepar6 una
mezcla de 130 ul del plasmido pRK-BARK1-ct, 65 ul de enhancer y 1.1 ml de medio. En un
tercer tubo (C) se mezclaron 90 ul de Lipofectamina 3000 y 1.8 ml de medio no
suplementado. Se tomaron 900 ul de la mezcla del tubo C para afiadirlos a cada uno de los
tubos Ay B, y se incub0 a temperatura ambiente durante 15 min. Se adicionaron 350 ul de
la mezcla del tubo A a los primeros tres pozos (mock) y 350 ul de la mezcla del tubo B a los
ultimos tres pozos (pRK-BARK1-ct). Las células se mantuvieron por 6 h a 37°C en la
incubadora, se retir6 el medio y se agregaron 2 ml de medio DMEM-F12 suplementado con
SFB, AA y G-418. Después de 42 h se realizaron los experimentos correspondientes. La

Figura 10 muestra la deteccion por Western blot de la expresion de BARK1-ct.
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Tabla 3. Protocolo para la transfeccion del BARK1-ct en células CHO-K1-hHsR.

Tubos Condicién Concentracion | Volumen | Enhancer | Medio
final
A. Mock pcDNA 3.1 2.5ng/ul 32.5ul 65 ul 1200 pl
(0.5pg/pl)
B. pRK-BARK1-ct BARKct 2.5 ug /ul 130 pl 65 ul 1100 pl
(0.1247 pg /ul)
C. Lipofectamina 90 ul 1800 pl

1 2 3 4 5 6

37 kDa

25 kDa!| —— . — —— 27 kDa

Figura 10. Expresion del BARKI1-ct en células CHO-K1-hHsR, Carril 1: células sin
transfeccion; carril 2: células con transfeccion mock (pcDNA3.1); carriles 3 y 4: células
transfectadas con el plasmido pRK-BARK-ct (1.25 pg); carriles 5 y 6, células transfectadas
con el plasmido pRK-BARK-ct (2.5 ug).

9.6. Andlisis estadistico

Cada experimento se realizé al menos tres veces por duplicado. El analisis de densitometria
se realiz6 con el programa ImageJ, la sefial de las ERK-1/2 fosforiladas se normaliz6 con
respecto al control de carga (ERK-1/2 totales), y el cociente de la condicion basal se
transformé a 1 (100%). El andlisis de los datos se realizd con la prueba de Shapiro-Wilk (para
determinar si una muestra aleatoria proviene de una distribucion normal), e indicada la
distribucion normal los datos se analizaron con ANOVA de una via seguida de la prueba de
Dunnett (comparacion con el valor basal) o de Tukey (comparaciones multiples entre
grupos). Se utilizé el programa Prism 8.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA), considerando

diferencias significativas con un valor P <0.05
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10. Resultados

10.1. Fosforilacion de ERK-1/2 inducida por agonistas del HsR, ATP y TPA

Para evaluar la fosforilacion de ERK-1/2, las células CHO-K1-hH3sR se incubaron con el
agonista enddgeno histamina y los agonistas selectivos del HzR immepip e imetit, asi como
con ATP (agonista de receptores purinérgicos acoplados a la via PLC/PKC) y TPA (activador
directo de la PKC). La Figura 11 muestra que los tres agonistas del H3R aumentaron
significativamente la fosforilacion de ERK-1/2 (veces la basal: histamina 12.21 + 2.33,
immepip 12.66 + 0.92, imetit 13.84 £ 1.63). EI ATP y TPA también aumentaron
significativamente la fosforilacion de ERK-1/2 a 8.08 + 1.35 y 11.37 £ 2.27 veces la basal,

respectivamente.
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Figura 11. Fosforilacion de ERK-1/2 inducida por agonistas del HsR, ATP y TPA en
células CHO-K1-hHsR. Las barras indican las medias £ SEM de la cuantificacion de la
fosforilacion de ERK-1/2, y los puntos corresponden a determinaciones individuales
realizadas por duplicado. El analisis estadistico se realizd con la prueba de Shapiro-Wilk
(distribucion normal), ANOVA de una via y la prueba de Dunnett para comparacion con la
fosforilacion basal. En la parte inferior se muestran Westerns blots representativos de
ERK-1/2 fosforiladas (p-ERK-1/2) y totales (t-ERK-1/2). Las concentraciones utilizadas
fueron: histamina, immepip e imetit, 100 nM; ATP, 10 uM; TPA 200 nM. El tiempo de
incubacion con los farmacos correspondio a 5 min en todos los experimentos.
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10.2. Efecto de antagonistas/agonistas inversos selectivos del HsR en la fosforilacién
de ERK-1/2 inducida por el agonista imetit

Para confirmar la participacion del HzR en la fosforilacion de ERK-1/2, se utilizaron los
farmacos yodofenpropit y clobenpropit, ambos antagonistas/agonistas inversos selectivos del
HsR. La Figura 12 muestra que el agonista imetit aumento la fosforilacion de ERK-1/2 a 6.42
+ 1.39 veces la basal, y que tanto el yodofenpropit como el clobenpropit por si solos no
afectaron significativamente la fosforilacion de ERK-1/2 (0.71 + 0.27 y 0.66 + 0.05 veces la

basal, respectivamente), pero previnieron el efecto del imetit (0.99 + 0.15y 0.66 + 0.10 veces
la basal).

10+
p =0.0003
N !
~
< o
fa ©
w Y ?+T
D
H:
S 67
5
© =
RN
e
Sx 44 °
sy ns vs basal
53 p < 0.001 vs imetit
® 24
o
Ll e e
0 T
basal |met|t yodofenproplt yodofenproplt clobenproplt clobenproplt
+ imetit + imetit
! : — 44kDa
p-ERK-1/2 R — 42kDa
pp— —__ 44kDa
t-ERK-1/2 —— - -— a —. : —— ea® G o —— 42kDa

Figura 12. Blogueo por antagonistas selectivos del efecto del agonista imetit en la
fosforilacion de ERK-1/2 en células CHO-K1-hH3sR. Las barras indican las medias £+ SEM
de la cuantificacion de la fosforilacion de ERK-1/2, y los puntos corresponden a
determinaciones individuales realizadas por duplicado. Las concentraciones utilizadas
fueron: imetit, 100 nM; yodofenpropit y clobenpropit, 1 uM. El anlisis estadistico se realizo
con la prueba de Shapiro-Wilk, ANOVA de unaviay la prueba de Tukey. En la parte inferior
se muestran Westerns blots representativos de ERK-1/2 fosforiladas (p-ERK-1/2) y totales
(t-ERK-1/2). ns, no significativo.
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10.3. Evaluacion de la participacion de la via PLC/PKC en la fosforilacion de
ERK-1/2 inducida por activacion del HsR en las células CHO-K1-hHsR

Como se sefiald en la introduccion, canénicamente la activacion de la PLC y la formacion de
los segundos mensajeros IPs y DAG se debe a la subunidad Ga de las proteinas Gagi1, pero
los complejos Gy de las proteinas Gairo estimuladas por GPCRs acoplados a ellas, como el
HsR, también pueden activar a la PLC (Nieto-Alamilla et al., 2016).

10.3.1. Activacion de la PLC por estimulacion del HsR en las células CHO-K1-hHsR

Para evaluar la activacion de la PLC se determin0 el efecto de la estimulacion del HzR en la
[Ca?']i. Las células CHO-K1 expresan de manera enddgena receptores purinérgicos P2Y?2
acoplados a proteinas Gag11 y que por lo tanto activan a la PLC en respuesta al agonista
general ATP, por lo cual esta respuesta se utilizo6 como un control positivo.

La Figura 13 muestra que tanto la activacion del HsR con imetit (100 nM) como de los
receptores purinérgicos con ATP (10 uM) indujo un aumento en la fluorescencia del Fura 2,
indicativo de incrementos en la [Ca?*]i (Figura 13A). El efecto de la activacion del HsR fue
significativamente menor que el inducido por el ATP (46.2%), como se ilustra en la Figura
13B. Estos resultados confirman que la activacion de los hHsRs expresados en las células
CHO-K1-hH3R induce un aumento en la [Ca?*]i), presumiblemente por estimulacion de las
PLCs presentes en estas células por los dimeros GBy de las proteinas Gaiso activadas por el
HaR.
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Figura 13. Efecto del imetit y del ATP en la concentracién intracelular de Ca*([ Ca?*]i)
de las células CHO-K1-hHsR. Las células cargadas con Fura 2-AM se expusieron al
agonista del HaR imetit (100 nM) y al ATP (10 uM), agonista de los receptores purinérgicos.
A) Experimento representativo. B) Comparacion de los efectos del imetity ATP. Los valores
son las medias + SEM de 5 determinaciones con preparaciones celulares diferentes. El
analisis estadistico se realiz6 con la prueba t de Student pareada.
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10.3.2. Efecto del inhibidor de la PLC U73122 y su andlogo inactivo U73343 en la
fosforilacion de ERK-1/2 inducida por activacion del HsR en células
CHO-K1-hH3R

Para evaluar si la fosforilacion de ERK-1/2 inducida por activacion del HsR en células
CHO-K1-hH3R involucraba la activacion de la PLC, se utilizd el U73122, inhibidor de la
PLC, asi como su analogo inactivo, el compuesto U73343. La Figura 14 muestra que el
agonista del hH3R imetit estimul6 la fosforilacion de ERK-1/2 a 15.2 + 4.2 veces la basal. El
inhibidor de la PLC U73122 no modifico significativamente la fosforilacion basal (1.65 £
0.24 veces la basal) pero disminuy0 la fosforilacion de ERK-1/2 inducida por el imetit a 8.25
+ 8.2 veces la basal; sin embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa.
Ademas, el anédlogo inactivo U73343 mostro un efecto similar, sin efecto significativo en la
fosforilacion basal (0.84 + 0.17 veces la basal) y reduccién del efecto del imetit a 8.62 + 1.39

veces la basal, sin diferencia significativa con respecto a la respuesta al imetit solo.

ns

I ns

p = 0.0020

o 25
< o
oy
oS 204
T
S X
S 154
E=rn [
g <
g i o
cv 107 ° T T
ol olo
ol !J-.
= o 54
52
1%}
o
e ol oo r r r 2t

basal imetit  U73122 U73122 U73343 U73343

+ imetit + imetit

p-ERK-1/2 ‘ -—— —— SBEm — UK

~ 42kDa

— 44 kDa

t+ERK-1/2 ‘“ B b B 0 0 0 B B e | 2

Figura 14. Efecto del inhibidor de la PLC U73122 y su analogo inactivo U73343 en la
fosforilacion de ERK-1/2 inducida por activacion del HsR en células CHO-K1-hHsR.
Los valores son las medias + SEM de la cuantificacion de la fosforilacion de ERK-1/2, y los
puntos corresponden a determinaciones individuales realizadas por duplicado. En la parte
inferior se muestran Westerns blots representativos de ERK-1/2 fosforiladas (p-ERK-1/2) y
totales (t-ERK-1/2). Las concentraciones utilizadas fueron: imetit, 100 nM: U73122 y
U73343, 10 uM. El analisis estadistico se realizd con la prueba de Shapiro-Wilk, ANOVA
de una via y la prueba de Tukey. ns, no significativo.
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10.3.3. Efecto del inhibidor U73122 y su analogo inactivo U73343 en el aumento en la
[Ca?*]i inducido por ATP en las células CHO-K1-hHsR

La similar inhibicion por los farmacos U73122 y U73343 de la fosforilacion de ERK-1/2
inducida por la activacion del HzR en células CHO-K1-hHsR no permitio evaluar la
participacion de la PLC en dicho efecto. Para corroborar la eficacia de los farmacos
utilizados, se evaluo su efecto en el aumento de la [Ca®*]i inducido por ATP. La Figura 15
muestra que el U73122 previno en un 98.6% el aumento en la [Ca®*];, sin un efecto
significativo del analogo inactivo U73343. Este resultado confirmé la especificidad de

efectos de ambas sustancias.
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Figura 15. Efecto del inhibidor de la PLC U73122 y su analogo inactivo U73343 en el
aumento en la concentracién intracelular de Ca?*([ Ca?*]i) inducido por el ATP en las
células CHO-K1-hHsR. Las células cargadas con Fura 2-AM fueron pre-incubadas por 15
min con los farmacos U73122 o0 U73343 (10 uM) antes de exponerlas a ATP (10 uM). Se
muestra una determinacion representativa, repetida 5 veces para el compuesto U73122 y 4
veces para el andlogo U73343 con preparaciones celulares diferentes, obteniéndose
resultados semejantes.

En conjunto, los resultados mostrados en la Figura 14 indicaron efectos inespecificos de los
farmacos U73122 y U73343 en la fosforilacion de ERK-1/2, y por lo tanto no permitieron
evaluar la participacion de la PLC en el efecto de la activacion del HsR.
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10.4. Efecto de inhibidores farmacoldgicos de las PKCs en la fosforilacion de
ERK-1/2 inducida por la activacion del HsR en células CHO-K1-hHs3R

Dado que no se pudo determinar la participacion de la PLC en la fosforilacion de ERK-1/2
inducida por la activacion del HzR, se decidi6 evaluar la participacion de las PKCs utilizando
el inhibidor G6-6976 (1 uM; ICsop PKCa 2.3 nM, PKCB 6.2 nM). El G6-6976 no modifico
significativamente la fosforilacion basal de ERK-1/2 (1.95 + 0.65 veces) y tampoco el efecto
del imetit, como se observa en la Figura 16 (11.70 + 2.28 y 13.25 + 1.24 veces la basal en
ausencia y presencia de G6-6976, respectivamente). EI G6-6976 redujo de manera modesta
y no significativa el efecto del ATP (8.91 + 2.80 versus 6.28 + 0.78 veces la basal).
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Figura 16. Efecto del inhibidor de la PKC G6-6976 en la fosforilacion de ERK-1/2
inducida por activacion del HsR en células CHO-K1-hHsR. Las barras indican las medias
+ SEM de la cuantificacion de la fosforilacion de ERK-1/2, y los puntos corresponden a
determinaciones individuales realizadas por duplicado. Las concentraciones utilizadas
fueron: imetit (100 nM), ATP (10 uM), G0-6976 (1 uM). En la parte inferior se muestran
Westerns blots representativos de ERK-1/2 fosforiladas (p-ERK-1/2) y totales (t-ERK-1/2).
El analisis estadistico se realizo con la prueba de Shapiro-Wilk, ANOVA de una viay la
prueba de Tukey. ns, no significativo.
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10.5. Efecto del inhibidor farmacoldgico de la PKC G0§-6983 en la fosforilacion de
ERK-1/2 inducida por la activacion del H3R en células CHO-K1-hH3R

Para corroborar la ausencia de efecto de la inhibicion de la PKC en la fosforilacion de
ERK-1/2 inducida por la activacion del HsR, se utilizd un segundo inhibidor, el G6-6983 (1
uM; 1Cso PKCa y PKCP 7 nM, PKCy 6 nM, PKCS 10 nM, PKC{ 60 nM). La Figura 17
muestra que el G6-6983 no afecto la fosforilacion basal de ERK-1/2 (1.62 + 0.10) y tampoco
modifico significativamente los efectos del imetit (12.30 + 1.04 versus 10.65 + 2.49 veces la
basal en presencia del inhibidor). Por otra parte, el G6-6983 redujo (-41.5%) el efecto del
ATP (16.89 £ 3.98 versus 10.30 * 2.55 veces la basal en presencia del G6-6983), aunque el
efecto no fue estadisticamente significativo.
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Figura 17. Efecto del inhibidor de la PKC G0§-6983 en la fosforilacion de ERK-1/2
inducida por activacion del HsR en células CHO-K1-hHsR. Las barras indican las medias
+ SEM de la cuantificacion de la fosforilacion de ERK-1/2, y los puntos corresponden a
determinaciones individuales realizadas por duplicado. Las concentraciones utilizadas
fueron: imetit (100 nM), ATP (10 uM), G0-6983 (1 uM). En la parte inferior se muestran
Westerns blots representativos de ERK-1/2 fosforiladas (p-ERK-1/2) y totales (t-ERK-1/2).
El analisis estadistico se realizo con la prueba de Shapiro-Wilk, ANOVA de una viay la
prueba de Tukey. ns, no significativo.
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10.6. Evaluacion de la participacion de la via de la PI3K en la fosforilacion de
ERK-1/2 inducida por activacion del HsR en las células CHO-K1-hHsR

La via de la cinasa PI3K es otra de las vias de sefializacion descritas para el HsR (Nieto-
Alamillaetal., 2016). Por ello, se evalud el efecto de la inhibicion farmacoldgica de la cinasa
por wortmanina, asi como la inhibicion por BX-795 de la cinasa PDK1, activada por la PI3K,
y que fosforila a la cinasa Raf1, la primera de las cinasas participantes en la via de las MAPKs
(Manne et al., 2018).

10.6.1. Efectos del inhibidor farmacoldgico de la PI3K wortmanina en la fosforilacion
de ERK-1/2 inducida por la activacién del HsR en células CHO-K1-hHs3R

Para determinar la participacion de la via PI3K en la fosforilacion de ERK-1/2 activada por
el HzR, se utiliz6 el inhibidor wortmanina (100 nM; ICso 5 nM). La Figura 18 muestra que
este inhibidor no modifico significativamente la fosforilacion basal (1.48 £ 0.18 veces), pero
disminuy6 de manera significativa la fosforilacion de ERK-1/2 inducida por imetit (15.13 +
1.66 y 8.15 + 1.05 veces la basal en ausencia y presencia de wortmanina; inhibicion del
49.4%) y por ATP (14.37 + 2.26 y 6.73 £ 1.12 veces la basal en ausencia y presencia de

wortmanina; inhibicion del 57.1%).
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Figura 18. Efectos del inhibidor de la PI3K wortmanina en la fosforilacion de ERK-1/2
inducida por activacion del HsR en células CHO-K1. Las barras indican las medias = SEM
de la cuantificacion de la fosforilacion de ERK-1/2, y los puntos corresponden a
determinaciones individuales realizadas por duplicado. Las concentraciones utilizadas
fueron: imetit (100 nM), ATP (10 uM), wortmanina (100 nM). En la parte inferior se
muestran Westerns blots representativos de ERK-1/2 fosforiladas (p-ERK-1/2) y totales
(t-ERK-1/2). El anlisis estadistico se realizo con la prueba de Shapiro-Wilk, ANOVA de
una viay la prueba de Tukey.

10.6.2. Efectos del BX-795, inhibidor farmacolégico de la PDK1, en la activacién de
ERK-1/2 inducida por la activacion del HsR

Para estudiar la participacion de PDK1 en la fosforilacion de ERK-1/2 inducida por la
activacion del HsR se utiliz6 el inhibidor BX-795 (100 nM; ICso 6 nM). La Figura 19 muestra
que este farmaco no modificé significativamente la fosforilacion basal (1.38 + 0.40 veces),
ni el efecto del imetit (15.91 £ 4.01 versus 15.13 + 3.11 veces la basal en ausenciay presencia
de BX-795) o del ATP (11.63 + 3.11 versus 13.47 + 9.24 veces la basal en ausencia y

presencia del inhibidor).
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Figura 19. Efecto del BX-795, inhibidor farmacolégico de la PDK1, en la fosforilacion
de ERK-1/2 inducida por activacion del HsR en células CHO-K1-hHsR. Las barras
indican las medias £ SEM de la cuantificacion de la fosforilacion de ERK-1/2, y los puntos
corresponden a determinaciones individuales realizadas por duplicado. Las concentraciones
utilizadas fueron: imetit 100 nM, ATP 10 uM, BX-795 100 nM. En la parte inferior se
muestran Westerns blots representativos de ERK-1/2 fosforiladas (p-ERK-1/2) y totales
(t-ERK-1/2). El andlisis estadistico se realizé con la prueba de Shapiro-Wilk, ANOVA de
una viay la prueba de Tukey. ns, no significativo.
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10.7. Efecto del PP2, inhibidor farmacoldgico de la cinasa de tirosina Src en la
fosforilacion de ERK-1/2 inducida por la activacion del HsR en células
CHO-K1-hH3R

La activacion de los GPCRs puede inducir la actividad de cinasas de Tirosina pertenecientes
a la familia Src, conduciendo a la activacion de las MAPKs (Ma et al., 2000), por lo que
evaluamos la participacion de la cinasa Src en la fosforilacion de ERK-1/2 utilizando el
inhibidor farmacoldgico PP2 (10 uM, ICso 4-5 nM). La Figura 20 muestra que el PP2 no
modificd significativamente la fosforilacion basal de ERK-1/2 (1.46 £ 0.02) y disminuy0 de
manera modesta y no significativa la fosforilacion de ERK-1/2 inducida por imetit (11.05 +
0.83 versus 9.45 + 0.42 veces la basal). En contraste, el PP2 aument6 la fosforilacion de
ERK-1/2 inducida por ATP (6.48 £ 1.27 versus 9.68 + 1.71 veces la basal), si bien el efecto

tampoco fue significativo.
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Figura 20. Efecto de PP2, inhibidor farmacoldgico de la cinasa Src, en la fosforilacién
de ERK-1/2 inducida por activacion del HsR en células CHO-K1-hHsR. Las barras
indican las medias + SEM de la cuantificacion de la fosforilacion de ERK-1/2, y los puntos
corresponden a determinaciones individuales realizadas por duplicado. En la parte inferior se
muestran Westerns blots representativos de ERK-1/2 fosforiladas (p-ERK-1/2) y totales
(t-ERK-1/2). Las concentraciones utilizadas fueron: imetit 100 nM, ATP 10 uM, PP2, 10
uM. El analisis estadistico se realizo con las pruebas de Shapiro-Wilk, ANOVA de una via
y de Tukey. ns, no significativo.
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10.8. Efecto de la inhibicion de los dimeros GBy en la fosforilacion de ERK-1/2
inducida por la activacion del HsR en células CHO-K1-hHs3R

Como se menciond en la introduccion, se ha propuesto que los dimeros Gy de las proteinas
G heterotriméricas son responsables de la estimulacion de la via de las MAPKSs
desencadenada por la activacion de GPCRs acoplados a proteinas Gaio. En este sentido, se
ha reportado que la sobreexpresion de los dimeros Gy es suficientes para activar las MAPKs
mediante la activacion de Ras, y la estimulacion con isoproterenol en células COS-7 genera
la activacion de ERK-1/2 dependiente de los dimeros GBy (Gutkind, et al., 2000; Luttrell y
Luttrell., 2003).

10.8.1. Efecto de la galeina, inhibidor farmacolégico de los complejos Gy, en la
fosforilacion de ERK-1/2 inducida por la activacién del HsR en células
CHO-K1-hH3sR.

La Figura 21 muestra que la galeina (10 uM; ICsp por el dimero GB1y. 200 nM) aumenté por
si misma la fosforilacion basal de ERK-1/2 a 6.92 + 0.84 veces, y no tuvo efecto significativo
en la fosforilacion de ERK-1/2 inducida por imetit (16.51 +1.16 y 14.51 + 2.33 veces la basal
en ausencia y presencia de galeina). EI ATP aumenté la fosforilacion de ERK-1/2 a 9.76 +
2.14 veces la basal y en presencia de galeina el efecto fue ain mayor, 18.93 + 3.49 veces la

basal, aunque no estadisticamente significativo.
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Figura 21. Efecto de la galeina, inhibidor farmacoldgico de los complejos Gy, en la
fosforilacion de ERK-1/2 inducida por activacion del HsR en células
CHO-K1-hHsR. Las barras indican las medias £ SEM de la cuantificacion de la fosforilacion
de ERK-1/2, y los puntos corresponden a determinaciones individuales realizadas por
duplicado. En la parte inferior se muestran Westerns blots representativos de ERK-1/2
fosforiladas (p-ERK-1/2) y totales (t-ERK-1/2). Las concentraciones utilizadas fueron: imetit
100 nM, ATP 10 uM, galeina 10 uM. El analisis estadistico se realizd con la prueba de
Shapiro-Wilk, ANOVA de una viay la prueba de Tukey. ns, no significativo.
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10.8.2. Efecto de BARK1-ct, secuestrador de los complejos GPy, en la fosforilacion de
ERK-1/2 inducida por la activacion del HsR en células CHO-K1-hHs3R

Las cinasas receptoras acopladas a proteinas G (GRKSs) fosforilan a un GPCR cuando éste es
activado por un agonista. La fosforilacion del receptor promueve el reclutamiento de las
proteinas B-arrestinas, clatrina y dinamina, lo cual impide el re-acople de los GPCRs a las
proteinas G, conduciendo a su desensibilizacion y posible internalizacion. Las cinasas de los
receptores [-adrenérgicos (BARKS) pertenecen a la familia de las GRKs (Luttrell y Luttrell,
204), y los dimeros Gy se unen al extremo carboxilo de la BARK1 (GRK2) y por lo tanto
dicho extremo actta como un inhibidor de los complejos GPy al secuestrarlos después de su

disociacion de la subunidad Ga.

Por lo anterior, las células CHO-K1-hH3R se transfectaron con el plasmido pRK-BARK1-ct,
que permitid la expresion del carboxilo terminal de la BARK1 (GRK2) que interacciona

fisicamente con los complejos Gy, actuando como secuestrador de los complejos.

La Figura 22 muestra que la expresion de BARK-ct no modificd significativamente la
fosforilacion basal de ERK-1/2 (1.04 £ 0.15 veces) y atenu6 de manera moderada (-35.2%),
pero significativa, la fosforilacion de ERK-1/2 inducida por imetit (37.98 + 5.57 versus 26.05
+ 2.80 veces la basal). La expresion de BARK-ct no modificé la fosforilacion de ERK-1/2
inducida por ATP (17.56 + 2.23 versus 16.66 + 1.85 veces la basal).

39



p = 0.0404 ns

1 1
p=0.0122
I 1
< 0.0001
501 I P 1
e

N
=
4 404
1
o
S 30
o 1 )
24 e
T
S x 204 ® 0]
= o
@]
"'g 101
L

0 L T T

basal BARK1-ct imetit  BARK1-ct ATP  BARK1-ct

+ imetit + imetit
- — 44 kDa
p-ERK-1/2 S R R R e s e W | —— 42 KDa
1-ERK-1/2 | S S S — 44 kDa
B I m— b 57 5 PY
BARK-ct - - - s —27kDa

Figura 22. Efecto de la transfeccion del pARK1-ct en la fosforilacion de ERK-1/2
inducida por activacion del HsR en células CHO-K1-hHsR. Las barras indican las medias
+ SEM de la cuantificacion de la fosforilacion de ERK-1/2, y los puntos corresponden a
determinaciones individuales realizadas por duplicado. Las concentraciones utilizadas
fueron: imetit 100 nM, ATP 10 uM. En la parte inferior se muestran Westerns blots
representativos de ERK-1/2 fosforiladas (p-ERK-1/2) y totales (t-ERK-1/2), asi como de la
expresion de BARKI1-ct. El andlisis estadistico se realizd con la prueba de Shapiro-Wilk,
ANOVA de una viay la prueba de Tukey. ns, no significativo
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11. Discusioén

El HsR se ha relacionado con diversas patologias del SNC, como las enfermedades de
Alzheimer y de Parkinson, la migrafia, la narcolepsia y trastorno por déficit de atencion e
hiperactividad (TDAH), entre otras, lo que convierte al receptor en un blanco importante para
su tratamiento farmacologico. Por otra parte, las cinasas ERK-1/2 regulan diferentes procesos
celulares como la adhesion, la proliferacion, la plasticidad neuronal, el aprendizaje y la
memoria. La sobre-activacion en esta via se correlaciona con el crecimiento de las células

tumorales y la progresion del cancer.

La fosforilacion de ERK-1/2 es activada por diversos agentes como péptidos (v.gr.
bradicinina e insulina), factores de crecimiento (epidérmico, EGF; de fibroblastos, FGF;
similar a la insulina-1, IGF-1; nervioso, NGF; derivado de plaquetas, PDGF), asi como por
citocinas, estrés osmdtico y la activacion de GPCRs (Roskoski-Robert, 2012). La
fosforilacion de ERK-1/2 por estimulacion del HzR se ha observado tanto en sistemas nativos
como heterdlogos, pero aun se requiere dilucidar plenamente los mecanismos moleculares

implicados.

Los resultados de esta tesis indicaron que en células CHO-K1 transfectadas establemente con
el hHsR (CHO-K1-hHz3R) la activacion del receptor por tres diferentes agonistas (histamina,
immepip e imetit) aumentd la fosforilacién de ERK-1/2, y el bloqueo del efecto del imetit
por dos antagonistas selectivos, yodofenpropit y clobenpropit, corrobora la participacion del
HzR en el efecto funcional.

Evaluacion de la via PLC/PKC

Se ha propuesto que la activacion de las MAPKs por GPCRs acoplados a proteinas Gaiyo Se
debe a los complejos GBy que estimulan la actividad de la PLC. En células HEK-293 la
activacion del HsR transfectado estimula la fosforilacion de ERK-1/2, efecto prevenido por
inhibicién de la PKC por el compuesto G6-6983 (Lai et al., 2016). En las células CHO-K1
la activacion por ATP de receptores purinérgicos P2Y 2 (acoplados a proteinas Gag Yy por lo
tanto a la activacién de la PLC) induce movilizacidn de calcio de depdsitos intracelulares
(Montejo-Lopez et al., 2016), y en las celulas CHO y SK-N-MC transfectadas con el HsR
(Cogé et al., 2001; Bongers et al., 2008) asi como en una subpoblacidn de neuronas estriatales
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de la rata en cultivo primario (Rivera-Ramirez et al., 2016), la activacion del HsR induce un
aumento significativo en la [Ca?*]i. En este trabajo en las células CHO-K1-hHsR tanto el
ATP como el TPA, un activador directo de la PKC, aumentaron la fosforilacion de ERK-1/2,
y tanto la activacion del HsR con imetit como la estimulacion de los receptores purinérgicos
con ATP indujo un aumento en la fluorescencia del Fura 2 en las células CHO-K1-hH3R,
indicativo de un aumento en la [Ca?*]; (Figura 13A). En conjunto, estos resultados sugerian
que la fosforilacién de ERK-1/2 inducida por la activacion del hHzR involucraba la via
PLC/PKC.

Para evaluar la participacion de la PLC en el efecto funcional, se utilizé un inhibidor de la
enzima (U73122) que redujo en 49% la fosforilacion de ERK-1/2 inducida por activacion del
HsR; sin embargo, el an&logo inactivo U73343 también inhibi el efecto del agonista con una
magnitud similar (-46%). Lo anterior indicaba efectos inespecificos de ambos compuestos,
que podrian estar relacionado con la concentracion (10 uM) y el tiempo de incubacién (15
min) empleados en nuestras determinaciones. No obstante, en células SK-N-SH la hidrdlisis
de fosfoinositidos inducida por la activacion de receptores muscarinicos fue inhibida por el
U73122 con un valor de I1Cso de 2.5 uM (pre-incubacion de 30 min; Thompson et al., 1991),
y datos de nuestro laboratorio indican el mismo valor de 1Csg para inhibir la hidrolisis de
fosfoinositidos inducida por activacion del HiR en células de astrocitoma humano U373MG
con un tiempo de pre-incubacion de 15 min e inhibiciéon maxima de 92% con 10 uM del
farmaco (Herndndez-Angeles et al., 2001). Esta informacion indica que la concentracion de
U73122 utilizada y el tiempo de pre-incubacidn no determinaron el efecto del compuesto.

Para corroborar la eficacia del U73122 para inhibir a la PLC, se evalué su efecto en el
aumento de la [Ca®']i inducido por ATP en las células CHO-K1-hHsR. A la misma
concentracion (10 uM) y tiempo de pre-incubacion (15 min) el U73122 previno en mas del
95% el aumento en la [Ca?']i inducido por el ATP, sin advertirse efecto significativo del
analogo inactivo U73343 (Figura 15). Este resultado confirmo la especificidad de efectos de
ambas sustancias. Nuestros resultados concuerdan con los datos de Bosch et al. (1998) que
muestran que el inhibidor U73122 y su anélogo inactivo U73343 (10 uM, 5 min) inhibieron
la activacion de la fosfolipasa D (PLD) inducidas por el receptor a colecistocinina-A (CCKA)

en células CHO establemente transfectadas; sin embargo, el U73343 no afect6 la
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movilizacion de Ca?* inducida por CCK8 y por activacion de la PLC, indicando que estos
aminoesteroides ejercen efectos inhibitorios corriente abajo de la PLC. En otro estudio,
Heemskerk et al. (1998) reportaron que el U73343 interfiere en la sefializacion intracelular,
inhibiendo la entrada de Ca?* inducida por vaciamiento de los dep6sitos en los hepatocitos y
blogqueando canales de Ca?* activados por voltaje tipo L en el musculo liso vascular. Ademas,
nuestros resultados concuerdan con los datos de Lai et al. (2016) que muestran que en células
HEK-293 la incubacion por 45 min con la misma concentracion del U73122 (10 uM) no

afecto la fosforilacion de ERK-1/2 inducida por activacion del HsR.

En el mismo estudio de Lai et al. (2016) la fosforilacion de ERK-1/2 en respuesta a la
activacion del HzR fue inhibida por el compuesto G6-6983, un inhibidor de las PKCs, por lo
que la activacién de la cinasa por un mecanismo diferente a la via PLC — PKC podria

participar en el efecto.

Las PKCs son una familia de cinasas de Serina/Treonina dependientes de fosfolipidos que se
dividen en tres grupos en funcién de su activacion (Kawano, T et al., 2021): a) PKC clésicas
(o, B, BIN, v), que requieren Ca?*, DAG y fosfatidilserina; b) PKC nuevas (3, &, 0, 1, ), que
requieren DAG Yy fosfatidilserina; ¢) PKC atipicas ({, 1, A) que no requieren DAG o Ca?*y
que pueden activarse por interacciones proteina-proteina o bien por activacion de la PI3K y
la subsecuente generacion de PIPs que induce el reclutamiento y activacion de proteinas que
contienen dominios de homologia de pleckstrina (PH) como las propias PKCs atipicas, Akt,

la proteina ribosémica S6 cinasa (p70S6) y la GSK-3.

Las PKCs estan involucradas en multiples sistemas de transduccion de sefiales
desencadenados por la activacion de GPCRs, incluyendo la activacién de las ERK-1/2 (Shah,
et al., 2004), y la activacién de PKCs por GPCRs acoplados a proteinas Gao estimula a las
MAPKS por fosforilacion directa al activar a la proteina Raf-1 (Luttrell y Lutrell, 2003). Se
menciond anteriormente que la activacion del HzR puede activar a la via de la PI3K (Bongers
et al., 2007; Nieto-Alamilla et al., 2016), por lo que seria factible que este mecanismo
condujera a la activacion de PKCs atipicas, que podrian fosforilar a Raf y activar la
fosforilacion de ERK-1/2. Por ello, se evalud el efecto de la inhibicion de las PKCs con dos
inhibidores farmacolégicos, el G6-6983 (inhibidor de las isoformas a, B, v, 8, {) vy el

G0-6976, el cual tiene especificidad por las isoformas clasicas o y . Estos inhibidores no

43



previnieron el efecto del HzR, si bien disminuyeron de manera modesta, aunque no
significativa, el efecto del ATP. La ausencia de efecto podria deberse al tiempo de incubacion
con los inhibidores; por ejemplo, Lai et al. (2016) incubaron células HEK-293-hHsR con
G06-6983 durante 1 h y con una concentracion de 10 uM, observando una disminucién
significativa. Sin embargo, la ICso de los inhibidores es: G§-6976, PKCa 2.3 nM y PKCp 6.2
nM; G0-6983, PKCa y PKCB 7 nM, PKCy 6 nM, PKCs 10 nM y PKCC 60 nM, y la
concentracion utilizada en nuestro estudio fue de 1 uM, 15-500 veces mayor a los valores de
ICso reportados, lo que indica que la concentracion utilizada no determina el efecto de los
inhibidores. Roman et al (2006) reportaron que el rottlerin, un inhibidor selectivo de la PKCd
(ICso 3-6 uM) inhibi6 de manera dependiente de la concentracion la fosforilacion de
ERK-1/2 inducida por la interleucina 1p (IL-1B) en células del musculo liso vascular; sin
embargo, en las mismas células el inhibidor G6-6976 no atenu6 la fosforilacién de ERK-1/2
a una concentracion de 3 uM y 30 min de incubacion. Estos resultados indican que el tiempo

de incubacion no es determinante para el efecto de los inhibidores.

En conjunto, estos resultados indicaron que la via PLC/PKC no es responsable de la
fosforilacion de ERK-1/2 inducida por la activacion del HzR en células CHO-K1

establemente transfectadas con el receptor.
Evaluacion de la via Src/ PI3K/ PDK1

La activacion de los GPCRs aumenta la actividad de las cinasas de Tirosina de la familia Src;
en particular las proteinas Gos y Gaio estimulan directamente a dos miembros de la familia
Src, aumentando la accesibilidad del sitio activo a los sustratos como PI3K, desencadenando
eventos que incluyen la activacion de las MAPKSs, la quimiotaxis, hipertrofia/hiperplasia
cardiovascular en la hipertension arterial, agregacion plaquetaria y contracciéon del masculo
liso (Ma et al., 2000). Se han descrito interacciones cruzadas entre las vias de sefializacion
PI3K/Akt y Ras/MAPK (Aksamitiene et al., 2001), y la activacién del HzR puede conducir
a la estimulacion de la via de la PI3K/Akt (Bongers et al., 2007; Nieto-Alamilla et al., 2016).
por lo que la fosforilacion de ERK-1/2 en células CHO-K1 podria involucrar a esta via por
varios mecanismos (Aksamitiene et al., 2001) como: a) activacién de Ras por factores
intercambiadores de nucleétidos de guanina (RasGEF). que conduce a la activacion de MEK;
b) la via PI3K/PIPs/cinasa PLD/Ras); c) la via PI3K/PIPs/PLCy/PKC; d) la via

44



PI3K/PIP3/PDK1 que conduce a la fosforilacion por PDK1 de MEK en los residuos Serina®?
y Serina®?®. Se ha reportado que PI13K activa la cinasa PDK1 que fosforila a Raf1, la primera
de las cinasas participantes en la via de las MAPKSs (Manne, et al., 2018).

En este trabajo, la fosforilacion de ERK-1/2 inducida por la activacion del HsR no fue
afectada significativamente por el PP2, inhibidor de Src, o por el BX-795, inhibidor de la
PDK1, indicando que estas cinasas no participan en el efecto descrito. No obstante, el
inhibidor de PI3K wortmanina redujo significativamente la fosforilacion de ERK-1/2. La
activacion del HsR aumenta la [Ca?']; lo que a su vez desencadena la activacion de otras vias
de sefializacion intracelular que involucran la PKC, la PKA, la proteina cinasa Il dependiente
de Ca?*/calmodulina (CaMKII), PI3K y ERK-1/2 (Zhang et al 2010). Por ejemplo, la
estimulacion de los receptores P2Y por ATP en los osteoblastos sensibiliza los canales de
calcio activados por estrés mecanico, lo que conduce a una rapida activacion de las ERK-1/2,
involucrando a proteinas de sefializacion como PLC, PKC y cinasas de la familia Src. Asi, la
elevacion en la [Ca®']i inducida por la activacion del HsR podria conducir a la estimulacion

de la via de la PI3K y a través de ésta a la fosforilacion de ERK-1/2.
Participacion de los complejos Gy

Los complejos Gy participan de manera importante en la sefializacion de los GPCRs
acoplados a proteinas Gai/o, y promueven sefiales Ras-ERK mitogénicas a traves de la
activacion de multiples efectores, los cuales incluyen PI3K, Src y algunas fosfolipasas
(Bookout et al., 2003).

En este trabajo se evalud la participacion de los complejos GBy a través de un inhibidor
farmacoldgico (galeina), la cual no inhibi6 el efecto del HsR en la fosforilacion de ERK-1/2.
Lo anterior podria deberse a que los inhibidores de tamafio molecular pequefio no bloguean
todas las funciones de los dimeros; por ejemplo, los inhibidores de GBy no previenen la
activacion de la subunidad Go (Smrcka et al., 2013). Ademas, la galeina aumento por si
misma la fosforilacion de ERK-1/2 inducida por ATP, indicando efectos inespecificos.

En los procesos de desensibilizacion de los GPCRs participan las cinasas de GPCRs (GRKS),
las cuales fosforilan al receptor cuando este es activado por su agonista, promoviendo el

reclutamiento de las proteinas B-arrestinas lo que impide el re-acople de las proteinas G a los
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GPCRs y promueve la internalizacion del receptor al reclutar a las proteinas clatrina y
dinamina (Luttrell y Lefkowitz, 2002). La cinasa 1 de los receptores 3-adrenérgicos (BARK1)
pertenece a la familia de las GRKSs (Luttrell y Luttrell 204) y fue denominada posteriormente
GRK2. Los dimeros Gy se unen al extremo carboxilo de BARK1 y por lo tanto la cinasa

puede secuestrar a los complejos Gy al ser sobre-expresada.

La transfeccion del BARK1-ct inhibié de manera moderada (-35.2%), pero significativa, la
fosforilacion de ERK-1/2 inducida por la activacion del HsR. Este resultado indica la
participacion, al menos de forma parcial, de los dimeros Gy en la fosforilacion de ERK-1/2

inducida por la activacion del HzR.

El efecto parcial de la transfeccion del BARK1-ct podria deberse a que la concentracién del
BARK1-ct que se alcanza en las células transfectadas es menor que la concentracion de los
dimeros GPy. La cinasa BARKI corresponde a la cinasa GRK2, y una diferente afinidad de
los dimeros GBy por el sitio de union a BARK1 podria también contribuir al efecto parcial,
ya que se ha reportado que en las células GH3 de la hipéfisis de la rata los diferentes dimeros
Gpy dirigen el acoplamiento especifico del receptor a diferentes canales ionicos, indicando
la existencia de diferentes conformaciones de complejos GBy con afinidad variable por las
GRKs 2y 3.

Por otra parte, se ha demostrado que las B-arrestinas ademas de inhibir el acoplamiento de la
proteina G a los GPCR activados por agonistas y asi promover la desensibilizacion e
internalizacion de este; promueven diferentes vias de sefializacion una de ellas es la
activacion de las MAPKs especificamente ERK-1/2. (Smith et al., 2021; ver Figura 23).
Estudios recientes indican que las f-arrestinas mejoran directamente la actividad de las
cinasas Src, Raf-1 y ERK-1/2, mediante regulacion alostérica (Pakharukova et al., 2020,
Zang et al., 2021; Kahsai et al., 2023,). En el caso de ERK-2 las B-arrestinas al unirse a ERK-
1/2 mejora la autofosforilacion de la cinasa en el residuo Thr'83, lo que induce un estado de
activacion parcial que ademas facilita la fosforilacion por Raf-1 en el residuo Tyr'®,
conduciendo a la activacion total de ERK-2 que requiere la fosforilacién de ambos residuos
(Kahsai et al., 2023). Por lo anterior seria de suma importancia evaluar si la union de las -

arrestinas al HsR activado estimula la fosforilacion de ERK-1/2.
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Figura 23. Mecanismo clésico de la sefializacion intracelular y desensibilizacion de los
GPCRs. 1) La activacion del receptor por un agonista conduce al intercambio de GDP por
GTP en la subunidad a de la proteina G, resultando la disociacion en las subunidades Ga y
los complejos GPy los cuales interactiian con proteinas efectoras para promover varias vias
de sefalizacion. 2) Las cinasas de los GPCRs (GRKSs) fosforilan al receptor en residuos de
Serina/Treonina localizados en el carboxilo terminal y/o la tercera asa intarcelular. 3) Las
proteinas B-arrestinas se unen al receptor fosforilado. 4) La union de las B-arrestinas impide
el re-acoplamiento de la proteina G al receptor. 5) El receptor desensibilizando puede ser
internalizado y posteriormente ser reciclado a la membrana plasmatica o bien ser derivado a
degradacion lisosomal. 6) Las [-arrestinas inician una segunda via de sefalizacion
intracelular que conduce al reclutamiento y activacién de ERK-1/2. Tomado de Smith et al.,
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Transactivacion por GPCRs de receptores a factores de crecimiento.

Un mecanismo alterno de la activacion de ERK-1/2 por GPCRs en un nimero importante de
tipos celulares implican la sefializacion cruzada entre un GPCR y un miembro de una segunda
clase de receptores, comunmente receptores a factores de crecimiento, que poseen actividad
intrinseca de cinasa de Tirosina, como el receptor al factor de crecimiento epidérmico
(EGFR). La autofosforilacion del EGFR en residuos de Tirosina proporciona una plataforma
el reclutamiento en la membrana de factores de intercambio de nucle6tidos de guanina de
Ras, como mSos, y la activacion de Raf-1 dependiente de Ras. Lai et al. (2016) mostraron
que la fosforilacion de ERK-1/2 fue prevenida al inhibir la autofosforilacién del EGFR con
el farmaco AG1478 y la actividad de las metaloproteasas de matriz extracelular por el
compuesto M6001. Lo anterior sugiere la transactivacion del EGFR por activacién de un
GPCR, donde las metaloproteinasas actian sobre el EGF unido a heparina (Hb-EGF)
escindiendo al factor de crecimiento y permitiendo su unién al EGFR y la dimerizacion y
activacion de éste (Palanisamy et al., 2021).

Las celulas CHO-K1 no expresan el EGFR (Jo et al., 2003), pero si al IGF-1R (receptor para
el factor de crecimiento similar a la insulina, IGF) que podria experimentar transactivacion,
por lo que en experimentos posteriores se evaluara la transactivacion de receptores a factores
de crecimiento por activacion de metaloproteasas utilizando los farmacos AG1024, inhibidor
del receptor a IGF-1, y el inhibidor de metaloproteasas M6001 en la fosforilacion de
ERK-1/2 inducida por activacién del H3R.
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12. Conclusiones

1. La fosforilacion de ERK-1/2 inducida por la activacion del HzR en células CHO-K1
transfectadas no involucra a las vias PLC/PKC o a las cinasas PDK1 o Src.

2. El efecto estimulatorio de la activacion del H3R en la fosforilacion de ERK-1/2 se

debe parcialmente a los complejos GBy de las proteinas G activadas por el receptor.

3. Laviade la PI3K esta también involucrada en la fosforilacion de ERK-1/2 inducida

por la activacion del HsR.
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13. Perspectivas

Corto plazo

e Confirmar la participacion de las proteinas Gaip en la fosforilacion de ERK-1/2

inducida por la activacion del hHsR, utilizando la toxina de B. pertussis (PTX).

e Confirmar la participacion de los complejos GBy en la fosforilacion de ERK-1/2
inducida por la activacion del hHsR.

e Evaluar la participacion de la cinasa Ras, utilizando el inhibidor AMG510.

e Evaluar la transactivacion del receptor a IGF-1 utilizando el inhibidor de cinasas de
Tirosina AG1024.

Mediano y largo plazo

e Evaluar y comparar la fosforilacion de ERK-1/2 inducida por la activacion del hHsR

y los mecanismos responsables en:
a. Células de neuroblastoma humano SH-SY-5Y.
b. Rebanadas de tejido cerebral (neoestriado y corteza cerebral).

c. Eventualmente, en cultivos primarios de neuronas del neoestriado y de la

corteza cerebral.
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