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La enfermedad de Huntington (EH) se caracteriza por una neurotransmision anormal
debida en parte a la activacidon anormal de los receptores D; de dopamina (D;R) en el
estriado. Se ha demostrado previamente que hay un exceso de produccién de
dopamina en la EH y que la activacidon excesiva de D;R puede producir no solo un
desequilibrio en la neurotransmisién, sino que también puede conducir directamente a
cascadas de sefalizacién que inducen la muerte celular. El objetivo principal de este
proyecto fue encontrar enfoques innovadores para reducir la sefalizacién D;R con el fin
de evitar dafios en la EH. Nuestra propuesta se basd en nuestros resultados
precedentes que muestran que la funcién de D;R puede ser modulada por la histamina
a través de la activacion de los receptores de histamina Hs (H3R) dentro del complejo

proteina-proteina D;R-HsR denominado heterdmero de receptores.

También se ha descrito que las alteraciones en la transmision glutamatérgica del
cuerpo estriado debido a la huntingtina con expansiones de poliglutamina se
correlacionan con el reordenamiento de la densidad postsinaptica y con una
sefalizacion anormal del receptor de glutamato NMDA (NMDAR). Ademas, la activacién
de NMDAR aumenta especificamente la muerte celular inducida por dopamina a través
de D;R en células del estriado que presentan huntingtina con expansiones de
poliglutamina. Nuestros resultados anteriores con las técnicas de BRET demostraron
gue los receptores NMDA y D; pueden heteromerizarse en células transfectadas. Por
estas razones, también enfocamos el presente proyecto al estudio de la
heteromerizacién del receptor NMDA con D;R y HsR, y el efecto de los ligandos HsR en

la afinidad, sefializacion y neurotoxicidad del receptor D; y NMDA.

Por lo tanto, nuestra hipétesis fue que los heterémeros D;R-HsR y/o D;R-H3R-NMDAR
podrian ser nuevas y prometedoras dianas terapéuticas para la EH y que los ligandos
HsR, al interactuar con estos heterémeros, podrian prevenir la senalizacién anormal de

D;:R y/o NMDAR, incluida la muerte celular mediada por D;R.

Para probar nuestra hipotesis, los principales objetivos del presente proyecto fueron:
- Determinar la expresion y las caracteristicas farmacoldgicas y funcionales de los
heterémeros D;R-HsR en un modelo celular de EH y en diferentes regiones del cerebro

de un modelo de ratén de EH en diferentes etapas de la enfermedad.



- Probar diferentes agonistas y antagonistas HsR con el fin de probar su capacidad para
proporcionar proteccién neuronal.

- Explorar la capacidad de los heterémeros D;R-H3R para formar heterotrimeros con
receptores NMDA y su implicacion en la proteccidon neuronal.

- Explorar la capacidad de las isoformas H3zR humanas para formar heterémeros con

D;R y NMDAR con caracteristicas bioquimicas especificas.

Los heteromeros D;R-H3R funcionales se expresan en células estriatales wild-
type STHAHQZ7 y modelo de EH STHdHQ111

Para probar si los heterémeros D;R-HsR podrian ser objetivos para controlar la
sefalizacidon D;R en EH, primero analizamos la expresion de ambos receptores en
células estriatales inmortalizadas que expresan niveles endégenos de huntingtina
STHAHQ7 wild-type de longitud completa o huntingtina mutante STHdHQ111. La unién
de ligandos determiné que tanto las células STHdAHQ7 como las células STHdHQ111
expresan de manera enddgena niveles similares de D;R y H3;R. Mediante proximity
ligation assays (PLA), los heterdmeros D;R-H3R fueron detectados como puntos rojos
gue rodean los nucleos tenidos de azul en ambos tipos de células y en células tratadas
con el vector de lentivirus control, pero no en células sin H3sR por shRNA, como se
muestra por RT-PCR y funcionalidad. Para asegurar que los heterémeros D;R-H3R
fueran funcionales en células STHdH, se realizaron experimentos de sefalizacion
celular. Tanto con las células STHdHQ7 como con las células STHdHQ111 y las
concentraciones de ligandos que anteriormente se habian mostrado 6ptimas para la
activacién del receptor por la via ERK1/2, observamos que el agonista del D;R SKF
81297 fue capaz de aumentar la fosforilacion de ERK1/2 y fue evitado por el
antagonista de D;R SCH 23390 y por la tioperamida, antagonista de HsR, a través del
fendmeno de antagonismo cruzado. Ademas, analizamos una ruta de senalizacién
alternativa previamente descrita activada por D;R, la movilizacién de Ca®*. Cuando las
células se trataron con el agonista de D;R SKF 81297, se detect6 un aumento robusto
y rapido del Ca®* citosdlico en las células STHAHQ7 y STHdHQ111. Es importante
destacar que esta liberacién de calcio puede amortiguarse con el antagonista de H3;R
tioperamida (antagonismo cruzado). Los datos de sefalizacidén anteriores apoyan

fuertemente la presencia de heterdmeros D;R-HsR funcionales en células STHdH. Para



demostrar aun mas que un antagonista de HsR contrarresta la activacién de D;R, lo
gue involucra a los heteré6meros D;R-H3R, evaluamos el efecto de los péptidos de
interferencia, que son péptidos sintéticos con la secuencia de aminoacidos de los
dominios de los receptores involucrados en la interfaz heteromérica. Por lo tanto,
investigamos si los péptidos sintéticos con la secuencia de TM5 y TM7 (como control
negativo) de D;R, fusionados con HIV-TAT, también podian alterar los heterémeros
D;R-H3R, medidos por PLA. Conforme a nuestra hipdtesis, hubo una pérdida casi
completa de la fluorescencia cuando las células STHAHQ7 y STHdHQ111 se incubaron
con el péptido TAT-TM5, pero no para el control negativo en el que se usé el péptido
TAT-TM7. A continuacién, evaluamos si el TM5 o TM7 interferirian con el antagonismo
cruzado observado en los ensayos de movilizacion de calcio. Quedando claro que el
tratamiento previo de las células STHdHQ7 y STHdHQ111 con el péptido TAT-TM5, pero
no con TAT-TM7, altera la capacidad del antagonista de HsR tioperamida para
amortiguar la sefializacion del calcio mediada por D;R. Estos resultados apoyan que el
TM5 forma parte de la interfaz del heterdomero D;R-HsR y demuestra que el efecto del

antagonista de H3zR se dirige a través de la interaccion entre D;R y HsR.

Los ligandos de Hs;R previenen la muerte celular inducida por D;R en células
STHdHQ7 y STHdHQ111

Se ha publicado previamente que tras la activacidon de D;R, la viabilidad de las células
STHdH se reduce. Para explorar si los ligandos HsR podrian impedir la sefializacion de
D; por los heterémeros D;R-H3R, utilizamos la muerte celular inducida por D;R para
estudiar la activacion de D;R en células STHdH. Como se esperaba, la viabilidad de las
células STHdH disminuyo cuando se tratd con el agonista D;R SKF 81297 de forma
dependiente en la concentracién. No se produjo una muerte celular significativa hasta
el uso de 30 pM de SKF 81297, y no se observé un efecto del SKF 81297 cuando habia
el antagonista D;R SCH 23390. El tratamiento previo con el antagonista H3R
tioperamida, que no modificé la viabilidad celular cuando se administré solo, aumento
el numero de células supervivientes después del agonista D;R SKF 81297 en ambos
tipos de células. Es importante destacar que el efecto del antagonista de HsR
tioperamida fue especifico, ya que no se observd proteccidon contra la muerte celular
inducida por el agonista D;R en células sin HsR por infeccion lentivirica con un shRNA,
pero se observé en células transfectadas con el lentivirus control. Ademas, también
demostramos que la recuperacién de la viabilidad inducida por el antagonista de HsR

tioperamida fue mediada por los heterdémeros D;R-H3;R desde que la preincubacién con



el péptido D;R TM5, pero no con el D;R TM7, perjudicé la proteccidon del antagonista
HsR sobre la muerte celular inducida por el agonista D;R. Se ha demostrado
previamente una correlacidon entre la intensidad de las respuestas de calcio y la
activacién de vias apoptoéticas como p38. Por tanto, medimos los cambios en los
niveles de fosforilacion de p38 utilizando ambas concentraciones del agonista D;R SKF
81297. Curiosamente, se observd que el aumento de la fosforilacion de p38 solo se
produjo con la concentracion citotéxica de SKF 81297. El tratamiento con el
antagonista de H3R tioperamida redujo la fosforilaciéon de p38 después de la activacion
de D;R en ambos tipos de células. Ademas, el inhibidor de p38 SB 203580 bloqued la
fosforilacion de p38 y protegid contra el efecto citotéxico del agonista D;R SKF 81297
de forma dependiente de la dosis, lo que confirma que p38 es una via clave
involucrada en la muerte celular mediada por D;R en estas células. La
sobreestimulacién de D;R induce la internalizacion del receptor, promoviendo la
sefalizacion intracelular rapida, y la expresion de D;R disminuye en varios modelos de
EH. Para probar si los cambios en el trafico de receptores podrian estar en juego,
analizamos si SKF 81297 30 pM puede inducir la internalizacidon de D;R en las células
del estriado. Observamos que 30 uM de SKF 81297, que disminuyd la viabilidad
celular, promovid la internalizacion de D;R en ambas células STHdH. Curiosamente, la
internalizacion de D;R inducida por SKF 81297 30 uM se correlaciond con la ruptura del
heterémero D;R-H3R evidenciada por una falta de marcaje de PLA en ambas células
STHdH tratadas con SKF 81297 30 pM. Un modo potencial por el que los GPCR pueden
influirse mutuamente en un heterémero es alterando el trafico del receptor compariero.
El tratamiento previo con el antagonista de HsR tioperamida restaurd el nimero de
puntos de PLA, que disminuyd después de la sobreestimulacion con el agonista D;R
SKF 81297. Estos resultados sugieren que los ligandos de HsR inhiben la internalizacion
de D;R y la muerte celular mediada por D;R a través de la inhibicién de la fosforilacion

de p38 vy la sefalizacion de calcio.

Los heteromeros D;R-H;3R funcionales se expresan en wild-type HdhQ7/Q7 y
en ratones mutantes knock-in HdhQ7/Q111 en etapas tempranas pero no
tardias de EH

Para probar si los heterémeros D;R-HsR pueden ser objetivos para el tratamiento de la
EH, investigamos su expresidon y funcién en cuerpo estriado, corteza cerebral e
hipocampo de un modelo preclinico de EH ampliamente aceptado, el ratén heterocigoto
mutante HdhQ7/Q111, y sus wild-type HdhQ7/Q7. Mediante PLA confirmamos que



tanto los ratones HdhQ7/Q7 como HdhQ7/Q111 presentan heterémeros D;R-HsR a los
2 y 4 meses de edad en todas las regiones cerebrales probadas. La expresion de
heterémeros fue similar en todas las areas del cerebro y no se observaron diferencias
entre los genotipos a los 4 meses de edad. Sorprendentemente, se observd una
pérdida casi completa de heterémeros D;R-H3R a los 6 y 8 meses en ratones
HdhQ7/Q111, pero no en ratones HdhQ7/Q7, lo que indica que en etapas mas
avanzadas de la enfermedad se pierde el heterémero D;R-HsR. La pérdida de la
expresion del heteromero no se debe a una pérdida completa de la expresion del
receptor, ya que, mediante la union de radioligandos y el analisis de la expresién del
ARNmM, ambos receptores continlan expresandose. Para probar el papel de los
heterémeros D;R-HsR, se obtuvieron cultivos organotipicos corticales y de hipocampo
de estos ratones. La muerte celular fue inducida por el agonista D;R SKF 81297 (50
MM) vy se realizé un analisis mediante DAPI y tincién con yoduro de propidio. Como se
esperaba, el tratamiento con el agonista de D;R SKF 81297 aumentoé el porcentaje de
muerte celular en las tres regiones en comparacién con los cultivos organotipicos
tratados con vehiculo, sin diferencias significativas entre los genotipos a los 4 meses de
edad. Es importante destacar que en los cortes pretratados con el antagonista de H3;R
tioperamida, que no modifica la muerte celular cuando se administra solo, protegid las
células de la muerte celular provocada por D;R; ello indica que los heterdmeros de
D;R-H3R funcionales se expresan en diferentes areas cerebrales de ratones HdhQ7/Q7
y HdhQ7/Q111 en estadios tempranos de la enfermedad. El cambio dramatico en la
expresion del heteromero en ratones HdhQ7/Q111 de 8 meses de edad se reflejo en la
falta de proteccion del antagonista de HsR tioperamida contra la muerte celular
inducida por SKF 81297 en cultivos organotipicos, corroborando asi que es necesaria la
presencia de heteromeros D;R-H3R para que el antagonista de H3;R pueda prevenir la

muerte celular mediada por D;R.

El tratamiento con tioperamida previene deficiencias cognitivas y de
aprendizaje en etapas tempranas de la enfermedad

Para probar si el antagonista de HsR tioperamida puede ejercer efectos beneficiosos en
las etapas iniciales de la enfermedad, evaluamos el efecto del tratamiento crénico con
tioperamida en el aprendizaje motor y los déficits de memoria en ratones HdhQ7/Q111
mutantes. Dado que se observa un deterioro cognitivo en estos ratones EH a partir de
los 6 meses de edad y los heterdmeros D;R-HsR se expresan y son funcionales hasta la

edad de 5 meses, se eligieron animales de 5 meses para comenzar el tratamiento con



tioperamida. La funcién corticoestriatal en ratones HdhQ7/Q7 y HdhQ7/Q111 tratados
con tioperamida y solucidn salina se analizé mediante el uso de la tarea de aceleracion
rotarod que evalla la adquisicion de nuevas habilidades motoras. Los ratones
HdhQ7/Q111 mutantes tratados con solucién salina no pudieron mantener su equilibrio
en el rotarod como los ratones HdhQ7/Q7 de tipo salvaje, que revelaron una
adquisicién deficiente de nuevas habilidades motoras. A continuacidn se analiz6 la long
term memory (LTM) utilizando el novel object recognition test y la LTM espacial
utilizando el T-maze spontaneous alternation task (T-SAT). En general, estos datos
demuestran la efectividad del tratamiento con tioperamida en la restauracion del
aprendizaje motor y la prevencion de déficits LTM espaciales y de reconocimiento en
ratones HdhQ7/Q111. A continuacién probamos si la reversion del fenotipo EH en
ratones mutantes HdhQ7/Q111 inducida por el tratamiento con tioperamida se
correlaciona con la preservaciéon de la expresion del heteromero D;R-HsR. Mediante PLA
observamos que en los ratones HdhQ7/Q111 de 6 meses de edad tratados con solucién
salina, la expresiéon del heterémero disminuyd significativamente con respecto a los
ratones HAdhQ7/Q7 de la misma edad, y el tratamiento con tioperamida previno
significativamente la pérdida de heterémeros D;R-H3R en todas las regiones del
cerebro analizadas en ratones HdhQ7/Q111 a los 6 y 8 meses de edad, lo que sugiere

qgue el trafico alterado observado en las células también puede producirse in vivo.

Los cambios en la expresion del heteromero D;R-H3R se producen en otros
modelos de ratones de EH y en pacientes con EH

El hecho de que el tratamiento con tioperamida prevenga los déficits cognitivos y de
aprendizaje motor y la pérdida de heterémeros de D;R-H3R a los 6 y 8 meses de edad
en un modelo de ratdn de EH, sugiere que la tioperamida o un futuro antagonista H3;R
farmacoldégicamente mejorado dirigido especificamente a D;R-H3R haria que los
heterémeros puedan utilizarse para tratar los sintomas de la EH. Para probarlo,
investigamos la expresion del heterémero D;R-H3R en otros modelos de ratones EH
transgénicos y en cortes de caudado putamen humano utilizando PLA. La pérdida de la
expresion del heteromero en comparacion con sus ratones wild type también se
observé en otros modelos de ratones con EH, los ratones R6/1 y R6/2 transgénicos
para el exén 1 de la huntingtina humana. Es importante destacar que los heterémeros
D;R-H3R se detectaron como marcas verdes alrededor los nucleos tefiidos de azul en
cortes de caudado putamen humanos de individuos controles y pacientes de EH de

bajo grado (grado 0, 1 y 2). En contraste, las marcas verdes estaban casi ausentes en



las muestras de pacientes con EH de alto grado (grado 3 o 4). Estos resultados
muestran que la formacion del heterémero D;R-HsR cambia durante la progresion de la
enfermedad y, aun mas importante, que los humanos expresan los heterémeros D;R-

HsR en las etapas iniciales de la enfermedad.

Los heteromeros D;R-H3;R-NMDAR son objetivos para prevenir la muerte
neuronal en la enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo que causa
pérdida progresiva de la memoria y disfuncion cognitiva. Las estrategias anti-EA
dirigidas a los receptores celulares los consideran como unidades aisladas. Sin
embargo, muchos receptores de la superficie celular cooperan y contactan fisicamente
entre si formando complejos que tienen diferentes propiedades bioquimicas de los
receptores individuales. Hemos demostrado la presencia de heterémeros D;R-H3R-
NMDAR en células y en la corteza cerebral de rata. Los heterdmeros se detectaron por
co-inmunoprecipitacién y PLA en la corteza de rata, donde los agonistas HsR a través
de cross-talk negativo y los antagonistas HzR a través del antagonismo cruzado
disminuyeron la senalizacién del agonista D;R determinada por ERK1/2 o la
fosforilacién de Akt, y contrarrestaron la muerte celular excitotéxica mediada por D;R.
Los antagonistas tanto de D;R como de Hs3R también contrarrestaron la toxicidad del
NMDA, sugiriendo una interaccién compleja entre la funcion del heterémero de NMDAR
y D;R-H3R. Probablemente debido a la heteromerizacién, H3R actia como regulador
alostérico de D;R y NMDAR. Mediante la transferencia de energia de resonancia
bioluminiscente (BRET), demostramos que D;R o H3R forman heterémeros con las
subunidades NMDAR NR1A/NR2B. Los complejos D;R-H3R-NMDAR se confirmaron
mediante BRET combinado con complementacién fluorescente. La expresion enddgena
de complejos en la corteza del raton se determind mediante PLA y se observé una
expresion similar en ratones wild type y APP/PS1. Consistente con las interacciones
receptor-receptor alostéricas dentro del complejo, los antagonistas de los receptores H;
redujeron la muerte celular excitotéxica mediada por NMDAR o D;R en cultivos
organotipicos corticales. Ademas, los antagonistas de HsR revirtieron la toxicidad
inducida por el péptido amiloide 31-42. Por lo tanto, H3R en el complejo D;R-H3R-

NMDAR surge como un objetivo prometedor para prevenir la neurodegeneracion.



Diferentes isoformas H;R humanas también heteromerizan con D;R y NMDAR
Se han identificado al menos 20 isoformas distintas del Hs3R como resultado de corte y
empalme (splicing) de genes, con distintos patrones de expresion cerebral y
propiedades de sefializacidon, aunque muchas todavia no se han caracterizado por
completo. Aqui hemos descrito el perfil de activacion de distintos subtipos de proteina
Ga;i/o (Gao1, Gaez, Gaii, Gaix y Gajs) y del reclutamiento de B-arrestina 1 de cuatro
isoformas de H3R (H3R329, H3R365, H3R415 y H3R445), que difieren principalmente en
la longitud de su tercer bucle intracelular, mediante ensayos funcionales de
transferencia de energia de resonancia bioluminiscente (BRET). La comparacién de las
eficacias entre las isoformas HsR en ambos ensayos funcionales revela que tienen
diferentes grados de funcionalidad en proporcion inversa al nivel de eliminacion de su
secuencia, en algunos casos incluso sin activacién, un fendmeno conocido como
selectividad funcional de isoformas o isoform bias. Los ensayos de BRET revelaron que
H3R329, H3R365, H3R413 y H3R415 también pueden formar heterémeros con D;R, con
el glutamato NMDAR y con ambos receptores, formando simultdneamente complejos
heterotriméricos. Estos hallazgos proporcionan evidencias de la importancia de la
heteromerizacién entre distintas isoformas H3;R y D;R y aumentan el nivel de

complejidad inherente a la neurotransmisidon histaminérgica.

Creemos que el presente proyecto puede conllevar importantes y relevantes beneficios.
Desde la perspectiva de los avances cientificos, el proyecto proporciona nuevos datos
sobre la existencia de heterémeros entre D;R y H3R. Ambos receptores son de gran
relevancia en el sistema nervioso central. Ademas, hemos caracterizado
farmacoldgicamente y funcionalmente esta interaccidén. El conocimiento sobre el papel
especifico de estos receptores y cdmo interactian y se modulan entre si en diferentes
procesos fisioldgicos es de gran relevancia para comprender lo que estad sucediendo en
condiciones patoldgicas. Desde una perspectiva mas aplicada, en el presente proyecto
hemos demostrado que los H3R estriado y cortical son cruciales para el control de la
actividad motora y que el H3R, formando heterémeros con D;R, no solo modula la
actividad motora inducida por el D;R, sino que también actia como freno de la
sefalizacion del D;R, en especial cuando esta sobreactivada. Por tanto, H3R puede

evitar la excitotoxicidad y la muerte neuronal inducida por la sobreactivacion de los



receptores D; en situaciones neurodegenerativas como la enfermedad de Huntington y
la enfermedad de Alzheimer. Por todas estas razones, consideramos que el interés

cientifico y social de este proyecto es alto.

Desde un punto de vista farmacoldgico, el concepto de receptores heteroméricos como
dianas terapéuticas para enfermedades mentales y/o neurodegenerativas que implican
receptores acoplados a proteina G (GPCR) es de gran interés. Es bien sabido que los
GPCR constituyen el objetivo de mas del 25% de los medicamentos existentes, pero la
velocidad a la que aparecen en el mercado es mucho menor de lo que se esperaria,
dada la gran cantidad de procesos que controlan estos receptores, periféricamente y en
el sistema nervioso central. Una razén de este retraso puede ser que las estrategias
utilizadas para el desarrollo de nuevos medicamentos no estan considerando el
objetivo real. En la mayoria de los casos, los farmacos desarrollados van dirigidos a los
GPCR considerados como entidades individuales y no como dimeros u oligdémeros de
orden superior. Se ha informado ampliamente que los receptores heteroméricos son, al
menos, entidades diméricas que resultan de la combinacién de dos o mas receptores.
Estos complejos oligoméricos adquieren propiedades bioquimicas y funcionales Unicas
que son diferentes a las de sus componentes individuales y que permiten una fina y
selectiva modulacion de sus vias de sefalizacion. Esta capacidad de modularse de
forma alostérica entre si debe tenerse en cuenta al disefiar estrategias terapéuticas
dirigidas a estos receptores. Por tanto, la diana terapéutica real deben ser heterémeros

u oligdmeros de GPCR y no receptores individuales o monoméricos.

Un ejemplo de complejo oligomérico que debe considerarse objetivo para el disefio de
estrategias terapéuticas es el descrito en el presente proyecto, el heterémero D;-Hs y
también el complejo trimérico D;-H3-NMDA. Ambos complejos pueden ser un objetivo
prometedor para el tratamiento de trastornos neurodegenerativos, como el de

Huntington y el de Alzheimer.
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