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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para modular la interaccion y la funcién del receptor de dopamina D1-D2
Campo de la invencion

La presente invencién se relaciona con enfermedades o trastornos psiquiatricas, y mas particularmente, con
composiciones y métodos para modular la interaccion y funcion de los receptores de dopamina D1-D2. Dichas
composiciones y métodos son Utiles para la prevencion y/o tratamiento de trastornos o enfermedades psiquiatricas,
particularmente depresion, que incluye trastorno depresivo mayor y depresion en trastorno bipolar, y afecciones
psiquiatricas que requieren tratamiento con medicacion, incluyendo esquizofrenia, psicosis en trastorno bipolar, e
intoxicacion por farmacos estimulantes.

Antecedente de la invencion
Depresion:

La depresion es un trastorno del estado de animo caracterizado por estado de animo deprimido; sensacion de inutilidad,
indefension o desesperanza; una pérdida de interés o placer; cambios en el apetito; cambios en los patrones del suefio;
fatiga, pensamientos de muerte, incapacidad para concentrarse o tomar decisiones. De acuerdo con una estadistica de
Bienestar y Salud Mental del 2002 de Statistics Canada*, el 12.2% de todos los canadienses experimentara depresion
en algun momento de la vida, aunque el 4.8% de los canadienses ha reportado sintomas de depresion mayor.
Adicionalmente, el impacto econémico de la depresién es tremendo debido a los costes tanto en productividad como en
el cuidado salud. En Canada, entre 62% y el 76% de los episodios de discapacidad de corto plazo debido a trastornos
mentales se atribuyo a la depresion®. Las pérdidas de productividad relacionadas con el trabajo debido a la depresion se
han estimado que son de US$ 4.5 mil millones®. De esta manera, la prevalencia de la depresion hace de este trastorno
un problema de salud muy importante en Canada y en el extranjero.

Una vez diagnosticada, la depresién se puede tratar mediante diferentes terapias que incluyen medicacion, psicoterapia
y en casos mas severos, con terapia electroconvulsiva. La primer linea de tratamiento es frecuentemente a través de
medicacion con antidepresivos, en algunos casos en conjunto con psicoterapia. Los antidepresivos consisten de los
antidepresivos triciclicos clasicos (TCA), inhibidores de la recaptacion de serotonina (SSRI), inhibidores de la
recaptacion de serotonina y noradrenalina (NSRI), asi como también inhibidores de oxidasamonoamina (MAOI). Todos
los antidepresivos tienen efectos agudos sobre los niveles sinapticos de los neurotransmisores en el cerebro’. Los
TCA clasicos son predominantemente inhibidores de la recaptacion de serotonina y noradrenalina, similar a NSRI. Los
farmacos SSRI son inhibidores del transportador de serotonina mas selectivos, mientras que el MAOI bloquea las
enzimas que estan implicadas en la descomposicion de estos neurotransmisores.

La dopamina (DA), que actta a través de receptores DA, ejerce una funciona principal en la regulacion del control motor
neuronal, cognicion, prediccion de evento, emocidn y placer/recompensa’®-'5, todos los cuales se afectan por la
depresion. La contribucion de la DA en la depresion se hace evidente cuando se tiene cuenta las principales rutas
dopaminérgicas en el cerebro de los mamifero: (a) el sistema mesostriatal que consiste de neuronas dopaminérgicas de
la sustancia nigra (SNc) que inerva el cuerpo estriado; (b) el sistema mesolimbico, en el que las neuronas
dopaminérgicas area tegmental ventral (VTA) se proyectan en el hipocampo, Nucleo accumbens (NAc) y la amigdala;
(c) el sistema mesocortical en donde las neuronas DA principalmente del VTA se proyectan en las regiones corticales
del cerebro incluyendo la corteza prefrontal (PFx). La mayoria de estas regiones han estado implicadas en la depresion.
Adicionalmente, numeroso estudios apoyan la hipétesis de reduccion de sefializacion dopaminérgica en depresion que
incluye informes en que: (1) la severidad de la depresién mayor se correlaciona altamente con respuestas de pacientes
a anfetaminas, un farmaco que facilita el aumento de los niveles de DA sinapticos a través de multiples mecanismos'®,
mientras que otro estudio ha mostrado niveles reducidos de acido homovanilico, un metabolito DA principal, en el CSF
de pacientes de depresion'’; (2) animales que experimenta indefension aprendida, un paradigma del comportamiento
que recapitula algunos de los sintomas de la depresion, se ha mostrado que exhiben agotamiento de la DA en el cuerpo
estriado, que puede ser mitigado mediante pretratamientos con agonistas DA''°; (3) efectos motrices inducidos por
agonistas del receptor DA se aumentan después de tratamiento crénico con antidepresivos o terapia electroconvulsiva®
lo que sugiere neurotransmision dopaminérgica reducida en depresion; (4) en pruebas de natacion forzada, se ha
mostrado que los agonistas DA inhiben la inmovilidad, una indicacion de actividad antidepresiva, mientras se ha
mostrado que los antagonistas del receptor DA inhiben los efectos de los antidepresivos?'-32; (5) los inhibidores DAT de
nomifensina y bupropion han mostrado que son antidepresivos efectivos?':333* y (6) estudios clinicos también han
documentado casos en donde el agonista del receptor DA ha sido efectivo en el tratamiento de la depresion3-3°.
Adicionalmente, existe alguna evidencia de estudios de formaciéon de imagenes neuroldgicas de que el receptor D2 de
dopamina (D2R) se eleva en el cuerpo estriado de pacientes deprimidos*0-44,

Otra ruta cerebral implicada en la depresion es el eje hipotalamico hipofisario suprarrenal (HPA). El eje HPA esta
implicado en la reaccion de estrés y finalmente conduce a aumento de secrecion de glucocorticoides de la corteza
suprarrenal. Aunque los glucocorticoides tienen efectos sobre el hipocampo también se ha mostrado que facilitan la
transmision de DA en el NAc*. Adicionalmente, frecuentes ataques de estrés con exposicion intermitente a

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2613 866 T3

glucocorticoides sensibilizan el sistema DA mesolimbico*6. Aunque el hipocampo y la corteza frontal, indudablemente,
estan implicados en determinados aspectos de la depresion, los sintomas de anhedonia, falta de motivacion y déficit
motrices implican otras regiones del cerebro que incluyen el cuerpo estriado dorsal y ventral, que son ricos en neuronas
dopaminérgicas. Mas aun, la actividad serotonérgica tiene un impacto sobre la neurotransmision de DA. Estudios han
mostrado que la estimulacion de los receptores 5HT1a pueden estimular la liberacién de DA en PFx y NAc pero inhiben
la liberacion de DA en el cuerpo estriado dorsal*’. Otros estudios han mostrado que la activacién de neuronas rafe
serotoninérgicas reducen la actividad de las neuronas dopaminérgicas en VTA (no SNc) e inhiben el comportamiento
exploratorio, locomocidon*8-49,

Esquizofrenia:

La esquizofrenia es un trastorno mental debilitante y crénico grave que golpea en la juventud y afecta no solo a
pacientes sino a sus familias y cuidadores®®-5%'. Aproximadamente 2.2 millones de adultos norteamericanos tienen
esquizofrenia en un afio dado. Los sintomas clinicos de la esquizofrenia incluyen delirios, alucinaciones, pensamiento
desorganizado, disfuncion cognitiva que se divide en dos grupos principales: sintomas positivos y negativos®2.

La evidencia acumulada sugiere que los sintomas positivos resultan de hiperdopaminérgica que implica los receptores
D2 de dopamina en el cuerpo estriado limbico, mientras que los sintomas negativos/cognitivos surgen de una funcion
hipodopaminérgica mediada por los receptores D1 de dopamina en la corteza prefrontal®?. A pesar de décadas de
intensa investigacion, los medicamentos antisicéticos actuales aun son limitados al bloqueo de la funcién del receptor
D2 que alivian en general los sintomas positivos con solo impacto limitado sobre los sintomas negativos y cognitivos y
pueden inducir efectos secundarios graves, que incluyen efectos secundarios extrapiramidales (EPS). Los pacientes
contintian experimentando discapacidad significativa y deterioro funcional que limita su integracion en la sociedad. La
falta de disponibilidad de medicamentos efectivos tanto con agonismo D1 y como antagonismo D2 se debe
principalmente al objetivo terapéutico desconocido, una ruta a través de la cual tanto la inhibicion del receptor D2 y
como la activacion de la funcion del receptor D1 se pueden alcanzar.

La hipotesis dopamina de esquizofrenia, en su formulacion original trata principalmente los sintomas positivos®3-%4. La
farmacoterapia temprana para esquizofrenia implica el uso de reserpina, que bloquea la liberacién de dopamina de las
terminales presinapticas, y/o el uso de antisicoticos®®. Mas auln, la evidencia mas convincente para el involucramiento de
los receptores de dopamina en esquizofrenia viene del hecho de que la mayoria de antisicoticos, que incluyen
antisicoticos atipicos, muestran un umbral dependiente de dosis de ocupacién del receptor D2 para sus efectos
terapéuticos®. La eficacia de tanto la reserpina como los antisicoticos en el tratamiento de esquizofrenia implica
fuertemente el involucramiento de la dopamina en este trastorno neuropsiquiatrico. Versiones mas recientes de esta
teoria sugieren que mientras los sintomas positivos resultan de hiperdopaminergia en el cuerpo estriado limbico, los
sintomas negativos/cognitivos surgen de una funcion hipodopaminérgica en la corteza prefrontal (PFC)%-%7. Un
importante volumen de estudios tiende a respaldar esta teoria. Estudios PET & SPECT han mostrado evidencia de
aumento de sintesis de dopamina, liberacion y niveles en las regiones subcorticales/limbicas® mientras que estudios de
formacién de imagenes funcionales han demostrado hipofuncién en la corteza prefrontal en valores iniciales y mientras
se realizan tareas cognitivas®. Estudios mas recientes se han enfocado en el sistema D1 dopamina en el PFC, ya que
este es el subtipo de receptor de dopamina predominante en el PFC%9-¢! y muestran una reduccion en el numero de
receptores que se correlaciona con la disfuncion 82 ejecutiva y una regulacion por aumento que se correlaciona con la
disfuncion de memoria de trabajo®. Estas observaciones clinicas estan bien respaldadas por evidencia preclinica y una
modulaciéon del receptor D1 PFC cambia los “campos de memoria” de neuronas prefrontales que contribuyen al
funcionamiento de la memoria de trabajo®4-% y la administracién del agonista D1 mejora el desempefio de la memoria de
trabajo en monos con deficiencia de dopamina y con envejecimiento® (como sucede en sujetos humanos que
envejecen)®7-68,

Informacion general de los receptores DA:

En mamiferos, cinco genes distintos, denominados D1/D5 para receptores similares a D1 y D2/D3/D4 para receptores
similares a D2, codifican los receptores DA. Estos receptores pertenecen a una superfamilia de receptores de dominio
de trasmembrana (TM) de siete polipéptidos individuales que ejercen sus efectos bioldgicos a través de la proteina G
intracelular acoplada a las cascadas de sefializacion'. Los receptores D1 y D5 se acoplan preferencialmente a las
proteinas Gs que estimulan la actividad de la ciclasa adenilato y las rutas dependientes de PKA. Los receptores D2
exhiben un patrén mas complejo de la transduccion de sefal principalmente debido a su acoplamiento a subtipos de
membranas especificos de la familia de proteinas Gi/Go.

Se sabe que los receptores D2 estimulan una serie de rutas de transduccion de sefial que incluyen la inhibicién de la
actividad adenilato ciclasa, recambio PI, potenciacion de liberacién de acido araquiddnico, rectificacion interna de
canales K* y Ca?* y quinasas de proteina activadas por mitogenos?. Mas adn, algunos estudios han mostrado que las
interacciones de proteina tienen una funcién importante en la funcién del receptor DA. Por ejemplo, se ha mostrado que
el D2R interactua fisicamente con Par-4. Curiosamente, ratones mutantes Par-4, que son incapaces de reaccionar con
D2R, presentan comportamiento similar a depresion®.

Enlace de Receptor D1-D2 de dopamina:
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Aunque numerosos han indicado una sinergia entre los receptores D1 y D2, un estudio interesante de Seeman et al
(1989)%° proporciono la primera evidencia de una conexion farmacolégica entre los receptores D1y D2. En resumen, se
muestra que la dopamina puede reducir la densidad de los receptores D2 etiquetados mediante racloprida [3H] y que la
adicion del receptor D1 especifico antagonista, SCH-23390, previno esta reduccion, lo que sugiere una conexion
funcional entre los receptores D1 y D2. Curiosamente, esta conexion D1-D2 farmacoldégica estuvo ausente o se redujo
en tejidos cerebrales post moértem de aproximadamente la mitad de la poblacion esquizofrénica ensayada. Sin embargo,
aun no esta claro si la ausencia de la conexion D1-D2 se debe a una disociacion inherente entre el receptor D1 y D2
que ocurre en esquizofrenia, o es un resultado del tratamiento con farmacos antisicoticos. Adicionalmente, diversos
estudios que utilizan una combinacion de agonistas especificos y/o antagonistas D1 y D2 han mostrado que se requiere
coactivacion de los receptores D1-D2 para depresion a largo plazo, consolidacién de memoria mediada por anandamida
y potenciacion de la respuesta génica temprana inmediata, lo que sugiere una interaccion funcional potencial entre el
D1R y D2R"0-76,

Evidencia reciente indica que los receptores D1 y D2 forman un complejo de proteinas, y la coactivacion de los
receptores D1 y D2 resulta en un aumento de los niveles de calcio intracelular a través de una ruta de sefializacién no
activada por el receptor solo, lo que confirma la conexion funcional observada entre los receptores D1 y D27778,
Adicionalmente, se ha mostrado que los receptores D1y D2 son coexpresan en neuronas del cuerpo estriado de ratas,
que proporciona una base para una interaccion funcional®-80,

A pesar de los afios de investigacion en el campo de la salud mental, sigue habiendo la necesidad de medicinas nuevas
y mejoradas para tratar enfermedades y trastornos psiquiatricos, que incluyen depresion, esquizofrenia y sintomas
psicoticos de los mismos. De acuerdo con lo anterior los presentes inventores han buscado identificar nuevos métodos
de diagndstico y quimioterapéuticos en esta area al investigar la asociacion funcional entre las clases D1 y D2 de
receptores DA. El documento WO03106491 menciona un polipéptido que tiene alguna homologia con la SEQ ID NO: 2.
Sin embargo, este documento tiene que ver con penetracion celular.

Resumen de la invencién

De acuerdo con lo anterior la presente invencién se relaciona con composiciones y métodos para la prevencion y/o
tratamiento de enfermedades y trastornos que implican la asociacion y funcionalidad del receptor DA anormal. Mas
particularmente, la presente invencion se relaciona con métodos para modular la interaccion y funcionalidad de los
receptores D1-D2, asi como compuestos Utiles en dichos métodos. La invencién como se describe, pero reivindica,
también se relaciona con métodos para el diagndstico de enfermedades y trastornos provocados por la asociacion y
funcionalidad del receptor D1-D2 anormal. La invencién proporciona un polipéptido de 15 a 100 aminoacidos de longitud
para uso en modular la funcion del receptor de dopamina (DA) para evitar y/o tratar una enfermedad seleccionada de
depresion y otras afecciones psiquiatricas en un mamifero, dicho polipéptido comprende la SEQ ID NO: 2 y con un
método in vitro para modular la funcidon del receptor de dopamina (DA) utilizando un polipéptido de 15 a 100
aminoacidos de longitud, dicho polipéptido comprende la SEQ ID NO: 2.

La presente invencion proporciona compuestos, composiciones y métodos in vitro para modular la interaccion de
receptores D1-D2. Adicionalmente, la presente invencion proporciona métodos para evitar y/o tratar enfermedades que
implican niveles anormales de interaccion y/o funcionalidad D1-D2.

De acuerdo con la presente invencién como se describe, pero no se reivindica, proporciona un método para modular la
funcién del receptor de dopamina (DA) en un mamifero en necesidad de dicho tratamiento que comprende administrar
una cantidad terapéuticamente efectiva de un agente que interrumpe el acoplamiento D1-D2 en el mamifero. En una
realizacion preferida, que no significa que sea limitante de alguna forma, el agente es un péptido o polipéptido.

En una realizacion, el agente es un anticuerpo que se une a una secuencia de aminoacidos que es por lo menos 80%
idéntica a la secuencia de una cualquiera de las secuencias seleccionadas de D2)3.29 (SEQ ID NO:1), D2Ly3-29-2 (SEQ
ID NO:2), D213. (SEQ ID NO:3), y D1cr (SEQ ID NO:4). En una realizacién adicional, la secuencia de aminoacidos es
idéntica a la secuencia de D239 (SEQ ID NO:1), D2Ly3-29-2 (SEQ ID NO:2), D2y3 (SEQ ID NO:3), o D1cr (SEQ ID
NO:4).

En una realizacion, el agente es un acido nucleico que codifica un polipéptido de entre aproximadamente 3 vy
aproximadamente 140 aminoacidos y que comprende una secuencia de aminoacidos que es por lo menos 80% idéntica
a la secuencia de una cualquiera de las secuencias seleccionadas de D23.29 (SEQ ID NO:1), D2L13-20-2(SEQ ID NO:2),
D23 (SEQ ID NO:3) D1cr (SEQ ID NO: 4). El polipéptido, en algunas realizaciones, puede ser idéntico a una
secuencia de D2||_3.29(SEQ ID NOZ1), D2L||_3.29.2(SEQ ID NOZZ), D2||_3.|_ (SEQ ID NOZS) y D1CT (SEQ ID NO: 4).

En realizaciones adicionales, el agente puede ser un polipéptido de entre aproximadamente 3 y aproximadamente 140
aminoacidos que comprende una secuencia de aminoacidos que es entre aproximadamente 80% y aproximadamente
100% idéntica a una cualquiera de las secuencias seleccionadas del grupo que consiste de D2,.3.09(SEQ ID NO:1),
D2L13-292(SEQ ID NO:2), D215.. (SEQ ID NO:3), y D1cr (SEQ ID NO:4). El polipéptido, en dichas realizaciones, puede
ser idéntico a una secuencia de D2 3.29
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(SEQ ID NO: 1), D2L||_3.29.2 (SEQ ID NO: 2), D2||_3.|_ (SEQ ID NO: 3) y D1CT (SEQ ID NO: 4).

El método anterior puede ser para prevenir y/o tratar una enfermedad seleccionada del grupo que consiste de
depresion, que incluye depresion y enfermedad depresiva mayor en trastorno bipolar y afecciones psiquiatricas que
requieren tratamiento con medicamentos antisicéticos, que incluyen esquizofrenia, psicosis en trastorno bipolar e
intoxicacion con farmacos estimulantes.

Como un aspecto adicional de la invencion, se proporciona un polipéptido de entre aproximadamente 3 y
aproximadamente 140 aminoacidos que comprende una secuencia de aminoacidos es entre aproximadamente 80% y
aproximadamente. 100% idéntica a la secuencia de D2.3.29 (SEQ ID NO:1), D2L3.20.2 (SEQ ID NO:2), D2.3.. (SEQ ID
NO:3), y D1ct (SEQ ID NO:4).

El polipéptido puede comprender una secuencia de aminoacidos que es entre aproximadamente 80% y 100% idéntica a
una secuencia seleccionada del grupo que consiste de D2j.3.29 (SEQ ID NO:1), D2Li3-292 (SEQ ID NO:2), D213 (SEQ
ID NO:3) y D1cr (SEQ ID NO: 4). Mas especificamente, el polipéptido puede comprender una secuencia de aminoacidos
que es idéntica a D2||_3.29 (SEQ ID NOZ1), D2L||_3.29.2 (SEQ ID NO:2), D2||_3.|_ (SEQ ID NOZ3) (o] D1CT (SEQ ID NO: 4).

En un aspecto adicional de la invencion, se proporciona un acido nucleico que codifica un polipéptido de entre 3 'y 140
aminoacidos que comprenden una secuencia de aminoacidos que es entre aproximadamente 80% idéntica y 100%
idéntica a la secuencia de D2j3.29 (SEQ ID NO:1), D2Lj 3202 (SEQ ID NO:2), D2y3.. (SEQ ID NO:3), y D1ct (SEQ ID
NO:4).

El acido nucleico puede codificar un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos es entre 80% y 100% idéntica
a una secuencia seleccionada del grupo que consiste de D2.3.29 (SEQ ID NO:1), D2L3.20.2 (SEQ ID NO:2), D2)13.. (SEQ
ID NO:3) y D1ct (SEQ ID NO: 4). En una realizacion adicional, el acido nucleico codifica un polipéptido que es idéntico a
una secuencia seleccionada de D2329(SEQ ID NO:1), D2i13.292(SEQ ID NO:2), D23 (SEQ ID NO:3) y D1cr (SEQ ID
NO: 4).

Un dominio de transduccion de proteina se puede fusionar o ligar a cualquier compuesto quimico de molécula pequefia,
polipéptido, acido nucleico o combinacién de los mismos, utilizado en el contexto de la presente invencion. En
determinados ejemplos representativos no limitantes, el dominio de transduccién de proteinas se selecciona del grupo
que consiste de TAT y SynB1/3Cit. También, otras proteinas, portadores de no proteinas u otras macromoléculas se
pueden unir o conjugar al compuesto, polipéptido, acido nucleico descrito anteriormente.

La presente invencién como se describe pero no se reivindica también proporciona un equipo que comprende cualquier
componente o combinacién de componentes como se menciond o describid.

Como se describe aqui, una interaccion directa entre los receptores D1y D2, se ha identificado y la presente invencion
proporciona agentes que interrumpen especificamente esta interaccion. Adicionalmente, la presente invencion
proporciona métodos para identificar agentes que interrumpen la interaccion entre los receptores D1 y D2.

Este resumen de la invencién no necesariamente describe todas las caracteristicas de la invencion.
Breve descripcion de los dibujos

Estas y otras caracteristicas de la invenciéon seran mas evidentes a partir de la siguiente descripcion en la que se hace
referencia a los dibujos adjuntos, en los que:

La figura 1A muestra el resultado de un analisis de trasferencia Western en el que el CO-IP del receptor D1 mediante el
receptor D2 (anticuerpo) tejido estriado de rata solubilizado;

La figura 1B muestra los resultados de un analisis de trasferencia Western en el que el receptor D2 es especificamente
bajado mediante GST-D1cr en extractos detergentes de cuerpo estriado de rata, pero no GST-D1,.3 (tercer bucle
intracelular) o GST solo;

La figura 1C muestra los resultados de un analisis de trasferencia Western en el que el receptor D1 fue especificamente
bajado mediante GST-D2,.3.. en extractos detergentes de cuerpo estriado de rata, pero no GST-D2;.3.s 0 GST solo;

Figura 1C muestra los resultados de un andlisis de trasferencia Western en el que el receptor D1 fue especificamente
bajado GST-D2,.3.. en extractos detergentes de cuerpo estriado de rata, pero no GST-D2;.3.s 0 GST solo;

La figura 1D muestra los resultados de un analisis de trasferencia Western en el que el receptor D1 fue especificamente
bajado mediante GST-D2y3.. y GST-D2,1320 €n extractos detergentes de cuerpo estriado de rata, pero no GST-D2cr,
GST-D2).3.s 0 GST solo;
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La figura 1E muestra los resultados de un analisis de trasferencia Western en el que el receptor D1 fue especificamente
bajado mediante GST-D2.3.29-2, pero no GST-D2; 3.29.1 0 GST solo;

La figura 1F se muestra los resultados de un analisis de trasferencia Western de un ensayo de union in vitro, en el que
una sonda de cola S*-D1 se une especificamente con el fragmento D1 GST-D2)3.29, pero no con GST-D2j3.29.1 0 GST
solo;

La figura 1G muestra los resultados de un analisis de trasferencia Western de CO-IP competitivo en cuerpo estriado de
rata. La capacidad del receptor D1 para coinmunoprecipitar con el receptor D2 se inhibe mediante la adiciéon de GST-
D2,.329-2 €n concentracion en forma dependiente;

La figura 2A muestra los resultados de un curso de tiempo de 2 pym de fluorescencia Fluo-4AM, que corresponde a un
aumento en los niveles Ca?* intracelulares en células HEK-293T que coexpresan los receptores D1 y D2, luego de
activacion simultanea mediante 10 ym de SKF81297 y quinpirol. Se monitorizan los valores de fluorescencia utilizando
un fluorémetro de placa multipozo de PerkinElmer, recolectado en intervalos de 3s durante 150s. (A.F.U.: unidades de
fluorescencia arbitraria). La curva mostrada es representativa de tres réplicas de mediciones realizadas;

La figura 2B muestra la medicion de la fluorescencia, que corresponde a los niveles Ca?* intracelulares en células HEK-
293T que coexpresan los receptores D1 y D2 tratados con 10 yM SKF81297, 10 yM de quinpirol o ambos. **Grupo
significativo vs control (p <0.01). Grupo significativo vs SKF+Quin (#, p<0.05; ##, p<0.01). Los datos son representativos
de tres réplicas de mediciones realizadas. Los datos se analizan mediante un ANOVA de una via, seguido por prueba
Newman-Keuls;

La figura 3A muestra mediciones de fluorescencia para células HEK-293T que coexpresan receptores D1 y D2 y se
pretratan con 10 yM de racloprida o SCH23390. Las células se estimulan con 10 uM de SKF81297 y 10 uM de quinpirol.
Grupo significativo vs control (*, p<0.05; **, p<0.01). ### grupo significativa vs SKF+Quin (p <0.001) los datos son
representativos de tres réplicas de mediciones realizadas. Se analizan los datos mediante ANOVA de una via, seguido
por prueba de Newman-Keuls;

La figura 3B muestra mediciones de fluorescencia para células HEK-293T que coexpresan los receptores D1y D2y se
pretratan con 10 yM de U73122 (inhibidor PLC). Las células se estimulan con 10 yM de SKF81297 y 10 uM de quinpiro.
Grupo significativo vs control (**, p<0.01). ### grupo significativo vs SKF+Quin (p 0.001). Los datos son representativos
de tres réplicas de mediciones realizadas. Se analizan los datos mediante ANOVA de una via, seguido por prueba
Newman-Keuls;

La figura 3C muestra mediciones de fluorescencia para células HEK-293T que coexpresan los receptores D1y D2 en la
presencia de minigenes D1ct 0 D5¢ct y estimuladas con una concentracién de 10 yM de SKF81297 y quinpirol. *, **
Significativamente del grupo de control (p <0.05; p <0.01). # Significativamente del grupo SKF+Quin (p <0.05). Los datos
son representativos de tres réplicas de mediciones realizadas. Los datos se analizan mediante ANOVA de una via,
seguido por prueba Newman-Keuls;

La figura 4 muestra los resultados de caracterizacion de la interaccion de D1-D2 en cerebros post mortem. Muestras de
cerebro post mortem estriados (control, esquizofrenia, bipolar y depresion; 15 muestras en cada grupo), obtenidas de
Stanley Foundation, se incubaron con anticuerpos de receptor anti D2 para experimentos de coinmunoprecipitacion. Las
proteinas precipitadas se sometieron a SDS-PAGE; se inmunotifieron con anticuerpo D1. La coinmunoprecipitacion de
D1 mediante el anticuerpo D2 se incremento significativamente en cerebros con depresion comparado con los controles.
Se analizaron los datos mediante ANOVA de una via seguido por prueba SNK post-hoc (* P <0.05, n=15);

La figura 5 ilustra los resultados de un anadlisis de interaccion de D1-D2, en el que se muestra que el tratamiento
antidepresivo crénico resulta en una reduccién en la interaccion D1-D2. Las ratas se tratan con imipramina (IMI, 10
mg/kg/dia) o solucién salina durante 14 dias. En el dia 14, se sacrifican las ratas, se extraen rapidamente los cerebros y
se disecta el cuerpo estriado para analisis bioquimico. (A) el cuerpo estriado se solubiliza y utiliza en experimentos de
coinmunoprecipitacion para examinar la coprecipitacion del receptor D1 con el receptor D2. Las ratas sometidas a
imipramina crénica (IMI) exhibieron una reduccién en la interaccion D1-D2, como se cuantifico de las trasferencias
Western de muestra de coinmunoprecipitacion (*, p <0.05, t-prueba, n=5). La cuantificacion de las trasferencias Western
del control (Con) y las muestras IMI no revelo diferencias significativas en los niveles del receptor D1 (B), o niveles de
receptores D2 (C) (n=5). Se utiliza tubulina como controles de carga;

La figura 6 ilustra los resultados de un estudio de ratas sometidas a indefension aprendida (LH), en el que se muestra
un aumento en la interaccion D1-D2. Las ratas que se someten a LH se compararon contra ratas de control. (A) El
cuerpo estriado se solubilizo y utilizo en experimentos de coinmunoprecipitacion para examinar la coprecipitacion del
receptor D1 con el receptor D2. Las ratas exhibieron un aumento en la interaccion D1-D2 después de LH, como se
cuantifico a partir de trasferencias Western de muestra de coinmunoprecipitacion (**, p <0.01 n=5, t-prueba). (B) se
solubilizo corteza prefrontal (PFC) y se utilizd en experimentos de coinmunoprecipitaciéon para examinar la
coprecipitacion del receptor D1 con el receptor D2. Las ratas exhibieron un aumento en la interaccion D1-D2 después de
LH, como se cuantifica a partir de trasferencias Western de muestras coinmunoprecipitacion (*, p <0.05, n=5, t-prueba);
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La figura 7 ilustra los resultados de un estudio de ratas sometidas a estrés leve crénico (CMS), en el que se muestra
una interaccion de D1-D2. Las ratas que se someten a CMS se compararon contra ratas de control. Se solubilizo la
corteza prefrontal y se utilizé en experimentos de coinmunoprecipitacion para examinar la coprecipitacion del receptor
D1 con el receptor D2. Las ratas exhibieron un aumento en la interaccién D1-D2 después de CMS, como se cuantifico a
partir de trasferencias Western de muestras de coinmunoprecipitacion (*, p <0.05, n=5, t-prueba).

La figura 8 ilustra los resultados de un estudio de ratas sometidas a pruebas de natacion forzada (FST), en el que se
muestra un aumento de la interaccion D1-D2. Las ratas se sometieron a pruebas de natacién forzada fueron
comparadas contra ratas de control para cambios en los receptores D1 y D2. (A) se solubilizo cuerpo estriado de rata y
se utilizé en experimentos de coinmunoprecipitacién para examinar la coprecipitacion del receptor D1 con el receptor
D2. Las ratas exhibieron un aumento en la interaccion D1-D2 3 horas o 3 dias después de ensayos FST, como se
cuantifico a partir de trasferencias Western de muestras de coinmunoprecipitacion (*, p<0.05, n=4, ANOVA post hoc
SNK). La cuantificacion de trasferencias Western del control (Con) y muestras FST no revelaron diferencias
significativas en los niveles del receptor D1 (B), o los niveles de receptores D2 (C) (n=4). Se utilizé tubulina como control
de carga;

La figura 9 muestra trasferencias Western que ilustran una reduccion significativa en la formacién de complejos de
receptor D1-D2 en ratas con tratamiento antipsicético cronico (panel inferior) (al bombear 0.25 mg/kg/dia durante 2
semanas), mientras que los receptores D2 inmunoprecipitados permanecen sin cambio (panel superior);

La figura 10 ilustra los resultados de un estudio en el que la interrupcion de la interaccion D1-D2 conduce a cambios de
comportamiento en ratas sometidas a pruebas de natacién forzada. La administracién intra-PFC de TAT-D2L.3-20-2, pero
no TAT solo, redujo las frecuencias de inmovilidad de ratas y aumento las frecuencias de comportamientos de ratas en
natacion y escalada en una prueba de natacion forzada de 5 min. Cada valor es la media + S.E.M. para un grupo de 6
ratas. Los datos se analizaron mediante analisis de varianza de una via (ANOVA).

La figura 11 muestra la secuencia de proteina de D2R-L humano. La region lzs6-V270 mostré que es importante para la
union D1-D2 que esta subrayada.

La figura 12 muestra la secuencia de ADN que codifica el D2R-L humana.

La figura 13 muestra la secuencia de proteina de D1R humana. En negrilla se muestra el D1cr (Ass2-Tass), mientras que
el tercer bucle intracelular D13 (R219-K272) se subraya en la secuencia D1.

La figura 14 muestra la secuencia de ADN que codifica el D1R humano.
Descripcion detallada
La siguiente descripcion es de una realizacion preferida.

La presente invencion proporciona un método para modular la funcién del receptor dopamina (DA), parcialmente como
un resultado de identificar una interaccion directa entre los receptores D1 y D2 (véanse los ejemplos). Los agentes que
interrumpen especificamente la interaccion del receptor D1-D2 y los métodos para identificar los agentes que
interrumpen esta interaccion se proporcionan en forma correspondiente. La formacion del complejo D1-D2 se ha
mostrado aqui que ocurre a niveles elevados en individuos que sufren de depresién. Mas aun, se muestra la
interrupcion de la formacion de complejos e interaccion D1-D2 que reducen o alivian los sintomas de la depresion
utilizando modelos animales de depresién. De acuerdo con lo anterior, modular la funcién del receptor DA a través de la
interrupcion del complejo D1-D2 puede ser efectivo para evitar y/o tratar una variedad de afecciones y trastornos
neurolégicos, por ejemplo, pero no limitado a, depresion, que incluye enfermedad depresiva mayor y depresion en
trastorno bipolar, esquizofrenia, sintomas sicoéticos de esquizofrenia, y otras afecciones siquiatricas que requieren
tratamiento con medicamentos antisicéticos, tal como psicosis en trastorno bipolar, e intoxicaciéon por farmacos
estimulantes.

Al interrumpir el acoplamiento D1-D2 un agente puede por ejemplo inhibir la unién o evitar de otra forma la asociacion o
interaccion entre el receptor D1 y D2.

El método para modular la funcién del receptor DA puede implicar administrar el agente de interrupcion D1-D2 en una
cantidad terapéuticamente efectiva. Dicha cantidad puede variar dependiendo de la enfermedad o trastorno que se va a
tratar, asi como otros factores farmacolégicos conocidos por aquellos expertos en la técnica.

“Agente” o “agentes” significa cualquier compuesto quimico de molécula pequefia, polipéptido, acido nucleico o
cualquier combinacion de los mismos que pueden modular la funcién del receptor DA. “Modular la funcién del receptor
DA’ significa una alteracion de la funcién, por ejemplo mediante inhibicion de la activacién DA y/o funcién de
sefializacion, al interrumpir el acoplamiento D1-D2. Un polipéptido puede ser de cualquier longitud a menos que se
especifique de otra forma e incluye, por ejemplo y sin limitaciéon, anticuerpos, enzimas, receptores, transportadores,
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receptor D2, fragmento receptor D1 o derivados. Un fragmento es cualquier polipéptido o acido nucleico que es mas
corto que su polipéptido de ocurrencia natural correspondiente o acido nucleico, respectivamente. Un derivado es
cualquier polipéptido o acido nucleico que se altera con respecto a un polipéptido de referencia o acido nucleico,
respectivamente e incluye, por ejemplo fragmentos o mutantes.

De acuerdo con lo anterior, en una realizacion preferida, la presente invencion proporciona un polipéptido de menos de
140 aminoacidos que comprende una secuencia de aminoacidos que es por lo menos 80% idéntica a la secuencia de
D2320 (SEQ ID NO:1), D2Lj320-2 (SEQ ID NO:2), D2y13.. (SEQ ID NO:3), y D1cr (SEQ ID NO:4), o un fragmento de una
cualquiera de la misma. En una realizacién preferida el polipéptido esta en aproximadamente 4 y aproximadamente 140
aminoacidos, por ejemplo, pero no limitado a 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 90 o 100 aminoacidos. En una realizacion alterna, el polipéptido esta entre
aproximadamente 3 y 100 aminoacidos, por ejemplo, pero no limitado a 5 y 100 aminoacidos, 7 y 100 aminoacidos, 9y
100 aminoacidos, 11 y 100 aminoacidos, 13 y 100 aminoacidos o 15 y aproximadamente 140 aminoacidos, por ejemplo.
Sin embargo, cabe entender que el tamafio del péptido se puede definir mediante un rango de cualquiera de los dos
valores enumerados anteriormente o cualquier valor entre ellos. También, en una realizacion alterna, que no significa
que sea limitante ninguna forma, la presente invencion contempla polipéptidos como se definié anteriormente que
comprende mas de 140 aminoacidos.

Cabe entender que el polipéptido como se describié anteriormente no consiste de la secuencia de aminoacidos
completa de de cualquier receptor D1 o D2 de ocurrencia natural, o cualquier variante alélica de ocurrencia natural de la
misma

Las secuencias de D2Li3.2092 (SEQ ID NO:2), D2,;3-(SEQ ID NO:3), y D1cr (SEQ ID NO:4) son como sigue, con
referencia especifica a la numeracion de las secuencias de aminoacidos de longitud completa de D1 y D2 mostradas en
las figuras 11y 13:

Péptidos D2

D2y320 Go4-Vamo (SEQ ID NO:1)
GNCTHPEDMELCTVIMKSNGSFPVYNRRRY

D2l 3-20-2 l256-Va70 (SEQ ID NO:2)
IMKSNGSFPVNRRRY

D2y 3 Kz11-Qa73 (SEQ ID NO:3)

KIYIVLRRRRKRVNTKRSSRAFRAHLRAPLKGNCTHPEDMKLCTVIMKSNGSFPVNRRRVEAA
RRAQELEMEMLSSTSPPERTRYSPIPPSHHQLTLPDPSHHGLHSTPDSPAKPEKNGHAKDHPKIA
KIFEIQTMPNGKTRTSLK TMSRRKLSQQKEKKATQ

Péptidos D1
Digr Aggo-Taag (SEQ ID NO:4)

AFNADFREKAFSTLLGCYRLCPATNNAIETVSINNNGAAMESSHHEPRGSISKECNLVY
LIPHAVGSSEDLKKEEAAGIARPLEKLSPALSVILDYDTDVSLEKIQPITOQNGQHET

La presente invencion también contempla polipéptidos que tienen una secuencia de aminoacidos que comprenden 80%
81% 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de
identidad con las secuencias amino descritas anteriormente. Adicionalmente, los polipéptidos se pueden definir ya que
comprenden un rango de identidad de secuencia definida mediante cualquiera de los dos valores enumerados
anteriormente.

En una realizacion de la presente invencion, que no significa que sea limitante, se proporciona un polipéptido de D2L 3.
20-2 que comprenden o consiste de la secuencia de aminoacidos IMK, MKS, KSN, SNG, NGS, GSF, SFP, FPV, PVN,
VNR, NRR, RRR, o RRV. Adicionalmente, el polipéptido puede comprender o consistir de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14 o 15 aminoacidos que incluyen uno o mas aminoacidos secuenciales unidos al terminal N, terminal C o ambos de
cualquiera de las secuencias proporcionadas anteriormente que se encuentran en el receptor D2 de ocurrencia natural o
cualquier variante alélica del mismo

En una realizacién adicional de la presente invencion, se proporciona un polipéptido que comprende o que consiste de
la secuencia de aminoacidos D1ct que comprende o que consiste de AFN, FNA, NAD, ADF, DFR, FRK, RKA, KAF,
AFS, FST, STL, TLL, LLG, LGC, GCY, CYR, YRL, RLC, LCP, CPA, PAT, ATN, TNN, NNA, NAI, AIE, IET, ETV, TVS,
VSI, SIN, INN, NNN, NNG, NGA, GAA, AAM, AMF, MFS, FSS, SSH, SHH, HHE, HEP, EPR, PRG, RGS, GSI, SIS, ISK,
SKE, KEC, ECN, CNL, NLV, LVY, VYL, YLI, LIP, IPH, PHA, HAV, AVG, VGS, GSS, SSE, SED, EDL, DLK, LKK, KKE,
KEE, EEA, EAA, AAG, AGI, GIA, IAR, ARP, RPL, PLE, LEK, EKL, KLS, LSP, SPA, PAL, ALS, LSV, SVI, VIL, ILD, LDY,
DYD, YDT, DTD, TDV, DVS, VSL, SLE, LEK, EKI, KIQ, IQP, QPI, PIT, ITQ, TQN, QNG, NGQ, GQH, QHP, y HPT.
Adicionalmente, el polipéptido puede comprender o consistir de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 o 15 aminoacidos que
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incluyen uno o mas aminoacidos secuenciales unidos en el terminal N, terminal C o ambos de cualquiera de las
secuencias proporcionadas anteriormente que se encuentran en un receptor D1 de ocurrencia natural o una variante
alélica del mismo.

La presente invencion también proporciona un acido nucleico que codifica polipéptidos como se definié anteriormente.
Por ejemplo, la presente invencién contempla un acido nucleico que codifica un polipéptido de entre aproximadamente 3
y menos de 140 aminoacidos, por ejemplo, pero no limitado entre 10 y 135 aminoacidos, entre 10 y 100 aminoacidos,
entre 15y 109 aminoacidos o entre 15 y 100 aminoacidos y que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene por lo
menos 80% de identidad con las secuencia D2L.3.29-2 (SEQ ID NO:2), D2,3(SEQ ID NO:3), y D1ct (SEQ ID NO:4). En
una realizacion alterna, la presente invencidon contempla acidos nucleicos o secuencias de nucleétidos como se
describié anteriormente pero que codifican mas de 140 aminoacidos. Dichos acidos nucleicos se pueden derivar de las
secuencias de aminoacidos anteriores, o de las secuencias de acidos nucleicos de longitud completa correspondientes
del receptor D1 y/o D2 que codifican las secuencias mostradas en las figuras 12y 14

Por “porcentajes idénticos” o “porcentajes de identidad” significa uno o mas de un acido nucleico o secuencias de
aminoacidos que es sustancialmente idéntica a una secuencia de codificaciéon o secuencia de aminoacidos de péptidos
que pueden interrumpir el acoplamiento D1-D2. “Sustancialmente idéntico” significa cualquier subsecuencia de
nucledtidos con similitud a la secuencia genética de un acido nucleico de la invencién, o un fragmento o un derivado del
mismo. El término “sustancialmente idéntico” también se puede utilizar para describir la similitud de las secuencias de
polipéptidos. Por ejemplo, se contemplan secuencias de nucleétidos o secuencias de polipéptidos que son por lo menos
70% 75%, 80%, 85%, 90%, 92%, 95%, 96%, 98% o0 99% idénticas a la secuencia de codificacion de receptor D1 0 D2, o
polipéptido codificado respectivamente, o fragmentos derivados de los mismos, y aun retener la capacidad para afectar
el acoplamiento D1-D2.

Para determinar si un acido nucleico exhibe identidad con las secuencias presentadas aqui, se pueden utilizar
algoritmos de alineacion de oligonucleétidos, por ejemplo, pero no limitado a un BLAST (GenBank URL:
www.ncbi.nim.nih.gov/cgi-bin/BLAST/, utilizando parametros predeterminados: programa: blastn; base de datos: nr;
Esperado 10 filtro: predeterminado; alineaciéon: en forma de pares; cddigos genéticos de consulta: estandar (1)),
BLAST2 (EMBL URL: http://www.embl-heidelberg.de/Services/index.html utilizando parametros determinados: matriz
BLOSUMG62; filtro: predeterminado, ecofiltro: on, Esperado: 10, corte: predeterminado ;cadena: ambas ; descripciones:
50, alineaciones:50), o FASTA, busqueda, utilizando parametros predeterminados. También estan disponibles los
algoritmos de alineacion de  polipéptidos, por ejemplo, sin limitacion, secuencias  BLAST2
(www.ncbi.nim.nih.gov/blast/bl2seq/bl2.html, utilizando parametros predeterminados programa: blastp; matriz:
BLOSUMG62; penalidades de espacio abierto (11) y espacio de extension (1); espacio x_disminucion: 50; Esperado 10;
tamafio de palabra: 3; filtro: predeterminado).

Una indicacion alterna de que dos secuencias de acido nucleico son sustancialmente idénticas es que las dos
secuencias se hibridan entre si bajo condiciones moderadamente rigurosas o preferiblemente rigurosas. La hibridacion
para las secuencias unidas a filtro bajo condiciones moderadamente rigurosas puede, por ejemplo, ser realizada en
NaHPO4 0.5 M, sulfato dodecil sodio (SDS) al 7%, EDTA 1 mM a 65°C, y lavado en 0.2 x SSC/SDS al 0.1% a 42°C
durante por lo menos 1 hora (véase Ausubel, et al. (eds), 1989, Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 1, Green
Publishing Associates, Inc., and John Wiley & Sons, Inc., New York, at p. 2.10.3). Alternativamente, la hibridacion para
las secuencias unidas a filtro bajo condiciones rigurosas puede, por ejemplo, ser realizada en NaHPO4 0.5 M, SDS al
7%, EDTA 1 mM a 65°C, y lavado en 0.1 x SSC/SDS al 0.1% a 68°C durante por lo menos 1 hora (véase Ausubel, et al.
(eds), 1989, supra). Las condiciones de hibridacion se pueden modificar de acuerdo con métodos conocidos
dependiendo de la secuencia de interés (véase Tijssen, 1993, Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular
Biology -- Hybridization with Nucleic Acid Probes, Part I, Chapter 2 "Overview of principles of hybridization and the
strategy of nucleic acid probe assays", Elsevier, New York). En general, pero deseando no limitar, se seleccionan
condiciones rigurosas que son aproximadamente 5°C menores que el punto de fusién térmico para la secuencia
especifica en un pH y resistencia iénica definidas.

Por dominio de transduccioén de proteina significa una secuencia de acidos nucleicos que codifican un polipéptido, o una
secuencia de aminoacidos que comprenden el polipéptido en el que el polipéptido facilita la localizaciéon a un tamafio
particular, por ejemplo una célula o similar, o puede facilitar el trasporte a través de una membrana o bicapa de lipido.
Los polipéptidos y acidos nucleicos de la presente invencion se pueden fusionar a un dominio de transduccion de
proteina para facilitar el transito a través de bicapas lipidas o0 membranas. También la presente invenciéon contempla que
todos los polipéptidos como se describen aqui se pueden vincular o unir a un soporte 0 macromolécula, un portador de
una proteina o un portador de proteina opcionalmente a través de un compuesto separador, molécula o similar.

Muchos polipéptidos y acidos nucleicos no cruzan eficientemente la bicapa lipida de la membrana de plasma, y por lo
tanto ingresan en las células a baja velocidad. Sin embrago existen determinados polipéptidos de ocurrencia natural que
pueden transitar a través de las membranas independientemente de cualquier transportador especifico. Antennapedia
(Drosophila), TAT (HIV) y VP22 (Herpes) son ejemplos de dichos polipéptidos. Se ha mostrado que fragmentos de estos
y otros polipéptidos retienen la capacidad de transito a través de las membranas de lipidos de forma independiente del
receptor. Estos fragmentos, denominados dominios de transducciéon de proteinas, tienen generalmente de 10 a 27
aminoacidos de longitud, poseen multiples cargas positivas, y en muchos casos se han predicho que son anfipaticos.
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Los polipéptidos y acidos nucleicos que normalmente son ineficientes o incapaces de cruzar una bicapa de lipidos, se
pueden hacer para transitar la bicapa al fusionarse a un dominio de transduccién de proteina.

La publicacion Estadounidense 2002/0142299 describe una fusién de TAT con beta-glucuronidasa humana. Esta
proteina de fusion transita facilmente dentro de diversos tipos de células tanto in vitro como in vivo. Adicionalmente, se
ha observado que las proteinas de fusion TAT cruzan la barrera hematoencefalica Frankel et al. (Patente
Estadounidense No. 5,804,604, Patente Estadounidense No. 5,747,641, Patente Estadounidense No. 5,674,980,
Patente Estadounidense No. 5,670,617, y Patente Estadounidense No. 5,652,122); y también ha demostrado transporte
de una proteina (beta-galactosidasa o peroxidasa de rabano) dentro de una célula al fusionar la proteina con los
aminoacidos 49-57 de TAT.

La publicacion PCT WO01/15511 describe un método para desarrollar dominios de transduccién de proteina utilizando
una coleccion de visualizacion de fagos. El método comprende incubar una célula objetivo con una coleccion de de
visualizacion de péptidos y aislar péptidos internalizados del citoplasma y nucleos de las células e identificar los
péptidos. El método comprende adicionalmente ligar los péptidos identificados a una proteina e incubar el complejo de
péptido-proteina con una célula objetivo para determinar si se facilita la absorcion. Utilizando este método se puede
desarrollar un dominio de transduccion de proteina para cualquier tipo de célula o tejido. La Publicacién Estadounidense
2004/0209797 muestra que los isémeros inversos de diversos péptidos identificados mediante lo anterior también
pueden funcionar como dominios de transduccién de proteina.

La publicacion PCT W099/07728 describe la linealizacion de protegrina y taquiplesina, de origen natural como una
estructura de tipo horquilla mantenida por puentes disulfuro. La reduccion irreversible de puentes disulfuro genera
péptidos que pueden transitar facilmente las membranas celulares, solas o fusionadas a otras moléculas bioldgicas. La
Publicacion Estadounidense 2003/0186890 describe derivados de protegrina y taquiplesina que fueron denominados
SynB1, SynB2, SynB3, etc. Estos péptidos SynB se optimizaron adicionalmente para significar hidrofobicidad por
residuo, momento hidréfobo helicoidal (anfipaticidad), o momento hidréfobo beta. Se mostraron diversos péptidos
analogos SynB anfipaticos optimizados para facilitar la transferencia de la doxorrubicina a través de las membranas
celulares. Adicionalmente, la doxorrubicina se conecta a un analogo SynB que se observé penetra la barrera
hematoencefalica a 20 veces la velocidad de la doxorrubicina sola.

Los dominios de transduccién de proteinas descritos en los parrafos anteriores son sélo unos pocos ejemplos de los
dominios de transduccion de proteina disponibles para facilitar el transito de acidos nucleicos, polipéptidos y moléculas
pequefias por la membrana. Otros ejemplos son transportan, W/R, AIkCWK18, DipalLytic, MGP, o RWR. Los expertos
en la técnica también pueden reconocer otros ejemplos.

Un dominio de transduccion de proteina y un agente de la presente invencion se pueden colocar juntos en proximidad
suficiente y mantenerse juntos durante un tiempo suficiente para permitir que el dominio de transduccion de proteina
influencie el desempefio del producto farmacéutico del agente. Las asociaciones contempladas de dominios de
transduccion de proteina y agente incluyen, por ejemplo y sin limitacion: asociaciones no covalentes, tales como
interacciones electrostaticas, uniones de hidrégeno, enlaces idnicos o complejos, enlaces de Van der Waals; enlaces
covalentes, tales como métodos convencionales de entrecruzamiento; enlaces que se activan, in vitro y/o in vivo
mediante radiacion electromagnética; cualquier enlace covalente tal como un enlace péptido; cualquier interaccion
bioquimica conocida por los bioquimicos de proteinas, tal como biotina/estreptavidina, niquel/histidina, glutation/glutation
S-transferasa, o antigeno/anticuerpo; asociaciones fisicas dentro de las estructuras de matriz o sistemas de
encapsulacion; etc.

La presente invencion proporciona un agente que puede ser cualquier compuesto quimico de molécula pequefia,
polipéptido, acido nucleico, o cualquier combinacién de los mismos que pueden modular la funcionalidad del receptor
DA través de la interrupcion del acoplamiento D1-D2. De acuerdo con lo anterior, la presente invencién proporciona un
polipéptido de aproximadamente 3 a menos de aproximadamente 140 aminoacidos, preferiblemente de 7 a 109
aminoacidos, mas preferiblemente 15 a 100 aminoacidos y que comprende una secuencia de aminoacidos que es por lo
menos 80% idéntica, por ejemplo, pero no limitada a 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% idéntica a la
secuencia de la D2||_3.29 (SEQ ID NOZ1), D2L||_3.29.2 (SEQ ID NOZZ), D2||_3.|_ (SEQ ID NOZ3), (o] D1CT (SEQ ID NOZ4). La
presente invencion también proporciona un acido nucleico que codifica un polipéptido de aproximadamente 3 a menos
de aproximadamente 140 aminoacidos, preferiblemente aproximadamente 10 a aproximadamente 109 aminoacidos,
mas preferiblemente aproximadamente 15 a aproximadamente 100 aminoacidos y que comprende una secuencia de
aminoacidos que es por lo menos 80% idéntica, por ejemplo, pero no limitado a 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99%, o 100% idéntica a la secuencia de D21329 (SEQ ID NO:1), D2Lj320-2 (SEQ ID NO:2), D2;3.. (SEQ ID NO:3), o
D1cr (SEQ ID NO:4). El acido nucleico o polipéptido se puede fusionar opcionalmente a un dominio de transduccién de
proteina.

Un polipéptido de la invencidén se puede sintetizar in vitro o suministrar a una célula in vivo por cualquier método
convencional. Como un ejemplo representativo de un método in vitro, el polipéptido se puede sintetizar quimicamente in
vitro, o se puede sintetizar enzimaticamente in vitro en un sistema de expresion biolégico adecuado, tal como, sin
limitacion, extracto de germen de trigo o lisato de reticulocitos de conejo. Como ejemplo representativo de un método in
vivo, una molécula hibrida de ADN, ARN, o ADN/ARN que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un
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polipéptido de la invencion se introduce en un animal, y la secuencia de nucleétidos se expresa dentro de una célula de
un animal.

La secuencia de nucledtidos se puede ligar operablemente a elementos reguladores con el fin de alcanzar expresion
preferencial en momentos deseados o en tipos de células o tejidos deseados. Adicionalmente, como lo sabra el experto
en la técnica, otras secuencias de nucleétidos, que incluyen, sin limitacion, regiéon 5' no traducida, regiones 3' no
traducidas, estructura de tapa, cola poli A, iniciadores de traduccion, secuencias que codifican péptidos de sefializacion
u orientacion, mejoradores de traduccion, mejoradores de transcripcion, terminadores de traduccion, terminadores de
transcripcion, promotores de transcripcion, se pueden ligar funcionalmente con la secuencia de nucleétidos que codifica
un polipéptido (véase un ejemplo representativo "Genes VII", Lewin, B. Oxford University Press (2000) or "Molecular
Cloning: A Laboratory Manual", Sambrook et al., Cold Spring Harbor Laboratory, 3rd edition (2001)). Una secuencia de
nucledtidos que codifica un polipéptido o un polipéptido de fusién que comprende un agente de polipéptido y un dominio
de transduccién de proteina se puede incorporar en un vector adecuado. Los vectores se pueden obtener
comercialmente de compafiias tales como Stratagene o InVitrogen. Los vectores también se pueden construir o
modificar individualmente utilizando técnicas de biologia molecular estandar, como se destaca, por ejemplo, en
Sambrook et al. (Cold Spring Harbor Laboratory, 32 edicién (2001)). Un vector puede contener cualquier numero de
secuencias de nucledtidos que codifican elementos deseados que se pueden ligar operablemente a una secuencia de
nucledtidos que codifica un polipéptido o polipéptido de fusidén que comprende un dominio de transduccioén de proteina.
Dichas secuencias de nucledtidos que codifican elementos deseados, incluyen, pero no se limitan a, promotores de
transcripcion, mejoradores de transcripcion, terminadores de transcripcion, iniciadores de traduccion, terminadores de
traduccion, sitios de unién a ribosomas, region 5' no traducida, region 3' no traducida, estructura de tapa, cola poli A,
origen de replicacion, marcadores detectables, etiquetas de afinidad, péptido objetivo o de sefial, los expertos en la
técnica reconoceran que la seleccioén y/o construccion de un factor adecuado puede depender de diversos factores, que
incluyen, sin limitacion, el tamario del acido nucleico que se va a incorporar en el vector, el tipo de elementos de control
de transcripcion y traduccion deseados, el nivel de expresion deseado, el numero de copias deseadas, si se desea
integracion cromosomica, el tipo de proceso de seleccion que se desea, o la célula anfitriona o el rango anfitrién que se
pretende sea transformado.

La molécula hibrida de ADN, ARN, o ADN/ARN se puede introducir intracelularmente, extracelularmente en una
cavidad, espacio intersticial, en la circulacion de un organismo, por via oral, o mediante cualquier otra ruta estandar de
introduccion para moléculas terapéuticas y/o composiciones farmacéuticas. Los métodos fisicos estandar de
introduccion de acidos nucleicos incluyen, pero no se limitan a, inyeccion de una solucién que comprende hibridos de
ARN, ADN, o ARN/ADN, bombardeo de particulas recubiertas por acidos nucleicos, el bafio de una célula u organismo
en una solucién de acido nucleico, o electroporaciéon de membranas celulares en presencia de acido nucleico.

Un acido nucleico se puede introducir en células eucaridticas adecuadas ex vivo y las células que albergan el acido
nucleico se pueden insertar luego en una ubicaciéon deseada en un animal. También se puede utilizar un acido nucleico
para transformar células procarioticas y luego las células procariéticas transformadas se pueden introducir en un animal,
por ejemplo, a través de una ruta oral. Aquellos expertos en la técnica reconoceran que un acido nucleico se puede
construir en tal forma que las células procaritticas transformadas pueden expresar y secretar un polipéptido de la
invencion. Preferiblemente, las células procariéticas hacen parte de la microflora intestinal endégena de un animal. Con
respecto a los ejemplos humanos de microflora enddgena estan, sin desear limitarlos, Lactobacillus acidophillus,
Streptococcus thermophilus, y Bifidobacterium bifidum. También se puede insertar un acido nucleico en un vector virico
y empacar en particulas viricas para suministro y expresion eficiente.

Formas de dosificacion

Un agente de la presente invencion, por ejemplo, polipéptidos D1 o D2 o acidos nucleicos que codifican estos
polipéptidos o anticuerpos o moléculas pequefias capaces de interrumpir el acoplamiento D1-D2, se pueden formular en
cualquier forma de dosificacién conveniente. La forma de dosificacién puede comprender, pero no se limita a una forma
de dosificacion oral en la que el agente se disuelve, suspende o similar, en un excipiente adecuado tal como, pero no
limitado a agua. Adicionalmente, el agente se puede formular en una forma de dosificacion que se puede aplicar por via
topica o se puede administrar mediante inhalador, o mediante inyeccion ya sea por via subcutanea, en érganos, o en
circulaciéon. Una forma de dosificacion inyectable puede incluir otros portadores que pueden funcionar para mejorar la
actividad del agente. Se puede utilizar cualquier portador adecuado conocido en la técnica. También, el agente se
puede formular para uso en la producciéon de un medicamento. Muchos métodos para la produccion de formas de
dosificacion, medicamentos, o composiciones farmacéuticas son bien conocidos en la técnica y se pueden aplicar
facilmente a la presente invencion por los expertos en la técnica.

Se contempla la terapia de combinacion con agentes de la presente invencién u otros agentes utiles para prevenir y/o
tratar enfermedades o trastornos neuroldgicos. Con respecto a las formas de dosificacion adecuadas de terapia de
combinacién de nuevo incluyen capsulas, comprimidos, y similares, preferiblemente para administracion oral, aunque se
contempla cualquier forma de dosificaciéon, por cualquier ruta de administracion. Se puede administrar terapia de
combinacion como entidades separadas, por ejemplo, dos comprimidos u otras formas, cada una contiene un agente, o
se puede administrar como una Unica forma de dosificacion que contiene farmacos, o uso concomitante.
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En el caso de la administracion oral de dos o mas agentes diferentes, la dosis Unica puede ser, pero no se limita a una
capsula, comprimido o solucion oral, y esta también puede contener componentes inactivos que son necesarios para
formar el sistema de suministro individual.

Las medicaciones de terapia de combinacion de la presente invencién se pueden administrar mediante cualquier ruta
deseada, por ejemplo, sin limitacion, la administracién puede ser transdérmica (parche), bucal, sublingual, tépica, nasal,
parenteral (subcutanea, intramuscular, intravenosa, intradérmica,), rectal, vaginal. También se contemplan diversas
combinaciones de liberacion de liberacion rapida/controlada.

Tratamiento

Los métodos y compuestos de la presente invencion son Utiles para prevenir y/o tratar enfermedades que se
caracterizan por niveles anormales de interaccion D1-D2 o formacion de complejos. Los siguientes son algunos
ejemplos no limitantes de dichas enfermedades: depresion, que incluye enfermedad depresiva mayor y depresion en
trastorno bipolar, y afecciones psiquiatricas que requieren tratamiento con medicacion antisicética, que incluyen
esquizofrenia, psicosis en trastorno bipolar, intoxicacidon por farmacos estimulantes, delirio, sindrome de Tourette,
ansiedad o una combinacion de los mismos.

Enfermedades neuroldgicas, neuropsiquiatricas

La depresion se caracteriza por profunda tristeza, cambios pronunciados en el suefio, apetito y energia. Pensamientos
recurrentes de muerte o suicidio, sintomas fisicos persistentes que no responden a tratamiento, tales como jaquecas,
trastornos digestivos y dolor crénico son algunos de los sintomas de la depresion mayor. La depresion mayor es una
depresion unipolar, mientras que el trastorno bipolar (depresién maniaca) implica tanto la depresién como la mania. La
identificacion y tratamiento temprano de la depresion se requiere para minimizar el riesgo de suicidio y lesiones
autoinfligidas. El método y los compuestos de la presente invencién son utiles para reducir el acoplamiento D1-D2 y se
pueden utilizar para prevenir y/o tratar la depresion.

De acuerdo con lo anterior, la presente invenciéon proporciona métodos para modular la funcionalidad DA al interrumpir
el acoplamiento D1-D2 en un mamifero. Cualquier mamifero, que incluye, sin limitacion, humano, rata, vaca, cerdo,
perro, o ratén, se puede tratar con los agentes y métodos de la presente invencion.

La presente invencion se ilustrara adicionalmente en los siguientes ejemplos.
Experimentos:

Experimento 1. El complejo del receptor D1-D2 se facilita por la cola de carboxilo D1R (CT) y el tercer bucle intracelular
(IL3) de D2R.

Para confirmar los informes anteriores de un complejo de receptor D1-D2 se utilizé cuerpos estriados de rata en
experimentos de coinmunoprecipitacion (co-IP). Como se muestra en la Figura 1A, el D1R fue capaz de coprecipitarse
con el D2R, confirmando la presencia de un complejo de receptor D1-D2. En un intento para definir la base estructural
para el acoplamiento de D1-D2 observado, se llevé a cabo purificacion por afinidad utilizando proteinas de de fusion de
GST (glutatién-S-transferasa) que codifican el D1ct y el tercer bucle intracelular (D1,3), ya que ambos D1ct: Ass-Taas ¥y
D11s: R219-K272 contienen secuencias consenso putativas para la fosforilacion del receptor, la desensibilizacion y
posibles sitios de unién para diversas proteinas de sefializacion importantes (por ejemplo, las proteinas G, receptor
NMDA NR1 de , subunidades NR2A)?'82. Como se muestra en la Figura 1B, el GST-D1cr, pero no el GST-D1,3 o GST
solo, D2R estriado precipitado solubilizado como se ilustra por el anticuerpo D2 inmunomarcado con inmunitransferencia
de Western, indican que el D1R puede interactuar con D2R través de la region D1cr. Para ubicar el sitio de interaccion
en D2R, las proteinas de fusién GST que codifican IL3 tanto del D2 corto (D2S) como el D2 largo (D2L) (GST-D2)3..:
K211-Qs73, GST-D2)13.s: K211-Qs15) se utilizaron en ensayos de purificacion por afinidad. Como se muestra en la Figura
1C, GST-D23., pero no GST-D23.s 0 GST solo era capaz de desplegar los receptores D1. Debido a que D2L y D2S
se diferencian por el aminoacido 29 adicional dentro del tercer bucle intracelular, el hecho de que sélo D2L pero no D2S
interactie con D1R nos hizo sospechar que este aminoacido 29 especifico puede contener el sitio de interaccion D1-D2.
Los resultados de afinidad "desplegable” revelaron que la secuencia codificada por el D239 facilita la interaccién entre
los receptores D1 y D2 ya que sélo GST-D2y3.. y GST-D23-29: G242-V270 pero no GST-D23.s, GST-D2¢t: T399-Ca14 O
GST solo fue capaz de desplegar los receptores D1 (Figura 1D). Experimentos adicionales utilizando fragmentos de
D213-29 muestran que GST-D2L 3-29-2: l256-V270, pero no el GST-D2L13-29-1: G242-V255 0 GST, pueden desplegar con éxito
D1R del cuerpo estriado de rata solubilizada (Figura 1E). Por otra parte, el ensayo de unién in vitro sugirié la interaccion
directa entre D1R y D2R (Figura 1F). Estos resultados proporcionan evidencia de que la interaccion directa D1-D2
depende de secuencias localizadas en la region de luse-V270 de D2R. Adicionalmente, como se muestra en la Figura 1G,
la preincubacién de GST-D2-IL3-29-2 inhibe la interaccion D1-D2 que se indexa mediante la coinmunoprecipitacién de
una forma dependiente de concentracion.

Experimento 2. La coactivacion del receptor D1-D2 induce un aumento de Ca?* intracelular mediado por la activacion de
la fosfolipasa C.
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Para investigar la implicacion funcional del acoplamiento de D1-D2, se examind la capacidad de este complejo para
promover sefializacién Gg/11 que se indexa por los cambios en los niveles de Ca?* intracelular®®85, En las células HEK-
293T cotransfectadas con D1R y D2R se examinaron los cambios en los niveles intracelulares de Ca?* cuando se tratd
conjuntamente con SKF81297 10 uM y quinpirol 10 pM. Las células que se trataron con ambos agonistas exhibieron un
aumento rapido y significativo en los niveles de Ca?* intracelular que alcanzo su pico maximo 30 segundos después de
la adicion de agonistas (Figura 2A). Sin embargo, las células tratadas con cualquiera de SKF81297 o quinpirol solo no
tuvieron cambio en los niveles de Ca?* en comparacion con células de control no tratadas (Figura 2B). El aumento en
los niveles de Ca?* se podria bloquear por el tratamiento previo con cualquiera de racloprida 10 uM (antagonista D2) o
SCH23390 10 yM (antagonista D1), como se muestra en la Figura 3A. Adicionalmente, esta sefializacion dependiente
de co-activacion de D1-D2 unico esta mediada por la activacion de la fosfolipasa C (PLC), ya que el tratamiento previo
con el inhibidor U73122 de PLC (10 uM) inhibe el aumento en los niveles de Ca?* inducido por la co-activacién de D1R y
D2R (Figura 3B). Estos datos estan en linea con los estudios anteriores que muestran que esta sefalizacion
probablemente recluta Gg/11 luego de co-activacion de los receptores DA, lo que lleva a la activacion en direccion 3’ de
PLc83-85_

Experimento 3. La interrupcién de acoplamiento de D1-D2 neutralizé la coactivacién de D1-D2 inducida por el aumento
en el Ca?* intracelular.

Nuestros datos preliminares han mostrado que la coexpresion de GST-D1ct es capaz de desplegar por afinidad el D2R
(Figura 1B). Por lo tanto, para probar si el acoplamiento de D1-D2 es necesario para los aumentos inducidos por
coactivacion de D1-D2 en el Ca?* intracelular, se examinaron los cambios en los niveles de Ca?* intracelulares cuando
se cotraté con SKF81297 10 uM y quinpirol 10 pM en las células HEK-293T cotransfectadas con minigenes que
codifican D1ct, D5crt junto con D1R y D2R. Como se muestra en la Figura 3C, la coexpresion del minigen D1¢ct pero no
del minigen D5c¢r neutralizé los aumentos inducidos por coactivacion de D1-D2 en el Ca?* intracelular lo que sugiere que
el acoplamiento de D1-D2 puede ser responsable de los aumentos observados en el Ca?* intracelular inducido por
coactivacion de D1/D2.

Experimento 4. El acoplamiento de D1-D2 se regula por aumento en el tejido cerebral post-mortem de pacientes con
depresion.

Tanto D1R con D2R han sido implicados en la patologia de las enfermedades psiquiatricas tales como la esquizofrenia.
Para probar si el acoplamiento de D1-D2 se altera en la enfermedad, se llevaron a cabo experimentos de
coinmunoprecipitacion en una forma doble ciego en 60 muestras de cuerpo estriado cerebral post-mortem de la
Fundacién Stanley, que incluye 15 muestras de cada uno de cuatro grupos: control, esquizofrenia, trastorno bipolar y
depresion severa. Los cuatro grupos fueron emparejados por edad, sexo, raza, intervalo post-mortem, pH, lado del
cerebro, y calidad de mARN por el banco de cerebros la Fundacién Stanley. La misma cantidad de proteina de cada
muestra se incubd con anticuerpo del receptor anti-D2 y de la proteina A/G agarosa. Las proteinas precipitadas se
dividieron en dos grupos antes de ser sometidas a SDS-PAGE y a inmunotransferencia con ya sea anticuerpo D1 o
anticuerpo D2. Cada transferencia Western incluye 3 muestras de cada grupo y la intensidad de cada banda de proteina
se cuantific6 mediante densitometria (software: AIS de Imaging Research Inc). Cada muestra se presenta como el
porcentaje de la media de tres muestras de control en la misma transferencia. Como se muestra en la figura 4A, la
coinmunoprecipitacion de D1 por el anticuerpo receptor D2 fue significativamente mayor en las muestras de cerebro
post mortem de depresién en comparacion con los cerebros de control. Los niveles de los receptores D2 directamente
inmunoprecipitadas no fueron significativamente diferentes entre los grupos de control y de depresion (datos no
mostrados). Por lo tanto, la regulacion al alza de acoplamiento de D1-D2 observada vista en las muestras de cerebro
con depresion puede ser un aspecto primario de la fisiopatologia de la depresion. Sin embargo, somos conscientes de
que pueden haber dos asuntos que pueden haber influido en los resultados: (i) No tenemos antecedentes de uso de
antidepresivos del paciente, y (ii) que algunos de los pacientes con depresion tenian antecedentes de abuso de drogas
(5 de 15) y/o abuso de alcohol (10 de 15), lo que puede explicar el gran error estandar en nuestros resultados. Dada la
compleja naturaleza de los datos que afectan el tejido cerebral humano, hemos confirmado que el acoplamiento de D1-
D2 se mejora en las con comportamientos similares a depresivos inducidas por tres diferentes paradigmas de estrés
incontrolables.

Experimento 5. El tratamiento antidepresivo crénico lleva a una reduccién en el acoplamiento de D1-D2.

Si los aumentos observados en el acoplamiento de D1-D2 en el tejido cerebral post-mortem de pacientes con depresion
era de hecho parte de la base patologica de la depresion, uno se imagina que el tratamiento antidepresivo crénico
podria corregir dicho cambio en el acoplamiento de D1-D2. Para probar esta hipétesis, se inyectaron por via subcutanea
ratas con 10 mg/kg/dia de imipramina, un TCA, durante un periodo de 14 dias. En el dia 142, las ratas se sacrificaron,
se disecciono el cuerpo estriado y se procesaron para ensayos de co-IP y transferencias Western. Los experimentos de
coinmunoprecipitacion revelaron que el tratamiento con antidepresivos cronico condujo a una reduccién en el
acoplamiento de D1-D2 (Figura 5A). Adicionalmente, esta reduccion en el acoplamiento de D1-D2 no se puede atribuir a
cambios en los niveles del receptor, ya que las transferencias Western no revelaron ningin cambio significativo en los
niveles de D1R y D2R cuando se comparan ratas tratadas cronicamente con ratas de control (Figura 5B, C).
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Experimento 6. El acoplamiento de D1-D2 se regula por aumento en animales con comportamientos de tipo depresivo

Esto fue probado mediante coinmunoprecipitacion de D1R por el anticuerpo primario D2R de las proteinas solubilizadas
extraidas del cuerpo estriado, PFC de ratas de los dos modelos animales con comportamientos similares a depresivos
en comparacion con los grupos de control. En pocas palabras, se incuba el anticuerpo anti-D2 con proteina solubilizada
durante 4 horas seguida por la adicion de perlas de proteina A/G. La incubacién con perlas de proteina A/G continta
durante la noche seguida de lavados de alta rigurosidad. Las proteinas inmunoprecipitadas se eluyen a partir de las
perlas y se sometieron a SDS-PAGE para analisis de transferencia Western. Se llevan a cabo simultaneamente los
experimentos de control sin el anticuerpo D2. Las proteinas coinmunoprecipitadas se inmunotransfirieron con el
anticuerpo D1 y la intensidad de cada banda de proteina se cuantific6 mediante densitometria. Cada
coinmunoprecipitacion esta en paralelo con el analisis de transferencia Western de los niveles iniciales de la proteina
solubilizada y las proteinas inmunoprecipitadas directamente. Como se muestra en la Figura 6, 7, el cuerpo estriado
(modelo LH) y PFC de ratas (modelo LH y el modelo de CMS) mostraron un aumento significativo en el acoplamiento de
D1-D2 en comparacion con las ratas de control (n=5 p <0.05). Adicionalmente, no hubo ningin cambio significativo en
los niveles de proteina de D1R o D2R (datos no mostrados).

Experimento 7. Modelo de animal # 1: Indefensién aprendida inducida por choque ineludible

El procedimiento de indefensién aprendida consiste en dos sesiones de estrés separadas. El dia 1, los animales se
colocan en cajas operantes con sonido atenuado (Med Associates, St. Albans, VT), donde reciben choques ineludibles,
con luces apagadas y no hay palancas presentes. El choque se suministra como una corriente de 0.8 mA por impulsos
codificados a través de barras de metal del piso. La duracion del choque en la caja y los intervalos entre ensayos se
varian aleatoriamente (1.5-60 s y 1-30 segundos, respectivamente), para una exposicion de choque total de 25 min. En
el dia 2, las ratas se colocan en cajas operantes, y se les da exactamente 15 ensayos de choque ineludible, con una
duracion de un maximo de 60 segundos, con un intervalo entre ensayos fijo de 24 segundos. La iniciacion de choque
(0.8 mA) se acomparia con el inicio de una sefal de luz roja colocada directamente encima de una palanca que cuando
se presiona detiene el choque y apaga la luz blanca. Una luz casera externa de la camara inmediata se mantiene
durante todo el ensayo. Una presion en las barras dentro de los primeros 20 segundos del inicio del choque se registré
como una respuesta de escape. Una respuesta entre 20-60 segundos se clasifica como fracaso para escapar. Después
de 60 segundos, el choque se termina automaticamente y el ensayo se considera como un fracaso. El rendimiento de
escape y la latencia de escape se registran para cada animal durante los 15 ensayos. Los animales se clasifican como
indefension aprendida (LH) si no logran escapar en 10 o mas de los 15 ensayos. Las ratas que no escapan en 5 o
menos de los 15 ensayos se denominan resistentes o sin indefension aprendida (nLH)%-%7. Los animales que fallan 5-10
veces se consideran el limite. Adicionalmente a los controles de la jaula hogar, se puede colocar otro grupo en las cajas
en dia 1 sin recibir ningun choque. En el dia 2 este grupo recibe choques evitables. Esto sirve sélo como un control de
comportamiento, al demostrar que las ratas de control pueden aprender a escapar durante los 15 ensayos. Para cada
afeccion de tratamiento, 8 LH, 8 nLH y 8 controles en jaula se sacrificaron 24 horas después de la sesion de choque
evitable mediante decapitacion. Los cerebros, se disecaron y se congelaron rapidamente en hielo seco. Todas las
muestras se mantienen a -80°C para analisis de bioquimica y de farmacologia.

Experimento 8. Modelo de animal # 2: Estrés leve crénico

Primero se entrenan ratas para que beban una solucion de sacarosa al 1%, al exponerlas a la sacarosa en lugar de
agua durante 48 horas. Luego, reciben una serie de pruebas de preferencia de sacarosa, precedido por 23 h de
privacion de alimentos y agua, donde se presenta a cada animal de forma simultanea 2 botellas, una que contiene
sacarosa al 1% y la otra agua. La posicién de las 2 botellas (derechalizquierda) se varia aleatoriamente de ensayo a
ensayo y, dentro de cada ensayo, se contrabalancea a través de los animales en cada grupo. Durante la prueba, las dos
botellas se retiran después de 30 min para pesaje, y se sustituyen por un segundo par de botellas previamente pesadas
(con las posiciones de las 2 botellas invertidas), que se retiraron y se pesaron a los 60 min. Las pruebas se programaron
al comienzo del ciclo de oscuridad (1800-1900 h) para la mitad de los animales y en la primera mitad del ciclo de luz
(1000-1100 h) para la otra mitad. Después de la prueba de valor inicial final, cada grupo de animales se dividié en 2
subgrupos, emparejados con base en su ingesta de sacarosa total (60 min) en la prueba de valor inicial final. Un par de
subgrupos estara expuesto a CMS durante 6 semanas; no se estresaron los subgrupos de control, diferente a la
privacion de alimentos/agua que precede a cada prueba de preferencia sacarosa. En cada una de las cuatro primeras
semanas, el programa de CMS (adoptado de la ref. 88) constara de los siguientes elementos: Alojamiento pareado
martes a las 1900-miércoles a las 1000 h (nuevo socio); iluminacién estroboscépica miércoles a las 1000-1800 h (en la
oscuridad); privacion de alimento miércoles a las 1800- jueves a las 1000 h en jaula sucia (agua en aserrin); inclinacién
de jaula 45° jueves a las 1000-1800 h; jaula de ratén jueves a las 1800-viernes a las 1000 h; alojamiento pareado
viernes a las 1000-1800 (nuevo socio); privacion de agua viernes a las 1800-sabado a las 1000; iluminacion
estroboscopica sabado a las 1000-1800 h (en la oscuridad); luz encendida sabado a las 1800-domingo a las 0600 h;
iluminacion intermitente domingo a las 0600-1800 h (encendido/apagado cada 2 h); privacién de alimentos y agua por
23 h lunes a las 1100 o 1900 h; prueba de ingesta de sacarosa de 1 h martes a las 1000 o 1800 h. En las ultimas dos
semanas, el programa CMS se reordenara, con alojamiento pareado (noche de lunes) y privacion de alimentos/agua
(martes en la noche) inmediatamente antes de la prueba de ingesta de sacarosa. El peso corporal se monitorizara
diariamente. Después de la ultima prueba de preferencia sacarosa, los animales se dejan reposar hasta la mafiana
siguiente durante cuando van a ser decapitados.
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Experimento 9. Aumento en el acoplamiento de D1-D2 en ratas sometidas a ensayos de natacion forzada (FST)

Para investigar la posibilidad de que el acoplamiento de D1-D2 cumpla una funcién en la patologia de la depresion, se
examiné el acoplamiento de D1-D2 utilizando el anticuerpo D1R para co-IP del D2R de los cuerpos estriados de ratas
sometidas a FST. La FST (o desesperacion conductual) es un buen modelo para probar la eficacia de los farmacos
antidepresivos. Como se muestra en la Figura 8A, el estriado de ratas sacrificadas 3 horas o 3 dias después de la tltima
prueba FST exhibié un aumento significativo en el acoplamiento de D1-D2 en comparacion con las ratas control.
Adicionalmente, no hubo cambios en los niveles de proteina D1R o D2R que pudieran explicar el aumento en la
formacion del complejo D1-D2 (Figura 8B, C). Sorprendentemente, las ratas sacrificadas 3 dias después de la Ultima
prueba FST exhibieron un mayor aumento en el acoplamiento de D1-D2 en comparacién con las ratas sacrificadas 3
horas después de la Ultima prueba FST y sugirieron que ocurren cambios a largo plazo después de los ensayos FST.

Experimento 10. Interrupcion del complejo de proteina D1-D2 en el tejido cerebral esquizofrénico

Para identificar la relevancia fisioldgica para la formacion del complejo del receptor D1-D2 y especificamente el efecto
de la medicacién antisicética, llevamos a cabo experimentos de coinmunoprecipitacion en una forma doble ciego con 60
muestras post mortem de cuerpo estriado del cerebro de la Fundacion Stanley, que incluye 15 muestras de cada uno de
los cuatro grupos: control, esquizofrenia, trastorno bipolar y depresion severa. Los cuatro grupos se emparejaron por
edad, sexo, raza, intervalo post mortem, pH, lado del cerebro, y calidad de mARN por el banco de cerebros. La misma
cantidad de proteina de cada muestra se coinmunoprecipité con el anticuerpo del receptor D2. Las proteinas
precipitadas se dividieron en dos grupos y se sometieron a inmunotransferencia con anticuerpo D1 o anticuerpo D2. De
acuerdo con nuestra hipotesis, el D1 coinmunoprecipitd con el anticuerpo del receptor D2 se redujo significativamente
en las muestras de cerebro post mortem de pacientes con esquizofrenia y bipolares en comparacion con el grupo
control (Figura 4). Los niveles de D2 directamente inmunoprecipitado no fueron significativamente diferentes entre los
cuatro grupos (datos no mostrados). Curiosamente, todas las muestras de la esquizofrenia y 12 de 15 de las muestras
bipolares fueron de pacientes tratados con antisicéticos, lo que indica que el déficit de interaccion de D2-D1 observado
visto en pacientes con esquizofrenia no puede ser un aspecto primario de la fisiopatologia de la esquizofrenia, en
realidad puede reflejar el farmacolégica efectos de los antipsicéticos/antagonistas D2. Por lo tanto, hemos probado
adicionalmente la formacién de complejos proteina D1-D2 en ratas tratadas cronicamente con haloperidol, un
antipsicético clinico, asi como un antagonista D2 (Mediante bomba de 0.25 mg/kg/dia durante 2 semanas, para obtener
ocupacion clinica continua®). Como se muestra en la Figura 9, mientras que los receptores D2 inmunoprecipitados
directos permanecen sin cambios (panel superior), la formacion del complejo del receptor de D1-D2 se reduce de
manera significativa en ratas con tratamiento antipsicético cronico (panel inferior), lo que sugiere que antagonizar la
funcién D2 interrumpe el acoplamiento del receptor D1-D2.

Experimento 11. El péptido de proteina de interferencia que es capaz de interrumpir el acoplamiento de D1-D2 ejerce un
efecto antidepresivo en la prueba de natacién forzada.

La FST es un modelo de estrés comunmente utilizado para la prueba de la eficacia de los farmacos antidepresivos. Por
lo tanto examinaremos el efecto de los péptidos TAT de interferencia en ratas utilizando la FST, desarrollado por Porsolt
y colegas'®. La fase 1 de la FST se compone de un periodo de acondicionamiento previo en el que las ratas se ven
obligadas a nadar en un recipiente de agua cerrado (altura del recipiente, 40 cm; diametro del recipiente, 20 cm; altura
de agua, 13 cm; temperatura, 25°C) durante 15 minutos sin una forma de escapar. En esta situacion, las ratas
responderan quedandose inmoviles. Veinticuatro horas después de haber sido retiradas del recipiente, cada rata sera
devuelta al agua para una prueba de 5 min (fase 2), y el comportamiento se registrara por una camara de video desde
el lado del cilindro. El comportamiento de la rata se clasificara por cada 5 segundos y se asigna a diferentes categorias
de acuerdo con un estandar descrito anteriormente® (escalada, buceo, natacion, inmovilidad y la latencia a inmovilidad)
de cintas de video por un observador entrenado cegado a las condiciones experimentales). Para examinar el potencial
efecto antidepresivo del péptido de interferencia, TAT-D2L 3292 (5 pmol) y el péptido TAT solo se les dio ICV tres veces
similar a los farmacos antidepresivos: 1 hr y 5 horas después de la prueba de natacion previa (fase 1), respectivamente,
y 1 hora antes de la prueba de natacion (fase 2). Como se muestra en la Figura 10, la administracion intra-PFC de TAT-
D2L 3292, pero no solo TAT, redujo las frecuencias de la inmovilidad de la rata y aumenté las frecuencias de natacion
de la rata y los comportamientos de escalada en una prueba de natacién forzada de 5 minutos. Cada valor es la media +
S.E.M para un grupo de 6 ratas. Los datos fueron analizados mediante analisis de varianza de una via (ANOVA).

Se ha descrito a modo de ejemplo una o mas de las realizaciones actualmente preferidas. Sera evidente para los
expertos en la técnica que se puede hacer un nimero de variaciones y modificaciones sin apartarse del alcance de la
invencion tal como se define en las reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido de 15 a 100 aminoacidos en longitud para uso en modular la funcién del receptor de dopamina (DA)
para evitar y/o tratar una enfermedad seleccionada de depresién y otras afecciones siquiatricas en un mamifero, dicho
polipéptido comprende la SEQ ID NO:2.

2. El polipéptido de la reivindicaciéon 1 para uso en la prevencion y/o tratamiento de una enfermedad seleccionada de
depresion y otras afecciones siquiatricas, en el que el polipéptido consiste de la SEQ ID NO:2.

3. El polipéptido de la reivindicacion 1 para uso en la prevencion y/o tratamiento de una enfermedad seleccionada de
depresion y otras afecciones siquiatricas, que comprende adicionalmente un dominio de transducciéon de proteina
fusionado al polipéptido.

4. El polipéptido de la reivindicacion 3 para uso en la prevencion y/o tratamiento de una enfermedad seleccionada de
depresion y otras afecciones siquiatricas, en el que el dominio de transduccién de proteina se selecciona del grupo que
consiste de Activador Trans de Transcripcion (TAT), y SynB1/3Cit.

5. El polipéptido de la reivindicacion 1 para uso en la prevencion y/o tratamiento de una enfermedad seleccionada de
depresion y otras afecciones siquiatricas, en la que la depresion se selecciona de enfermedad depresiva mayor y
depresioén en trastorno bipolar.

6. El polipéptido de la reivindicaciéon 1 para uso en la prevencion y/o tratamiento de una enfermedad seleccionada de
depresion y otras afecciones siquiatricas, en las que las afecciones siquiatricas se seleccionan de esquizofrenia, sicosis
en trastorno bipolar, intoxicaciéon por drogas estimulantes, delirio, sindrome de Tourette, ansiedad o una combinacién de
las mismas.

7. Un método in vitro para modular la funcién del receptor de dopamina (DA) utilizando un polipéptido de 15 a 100
aminoacidos en longitud, dicho polipéptido comprende la SEQ ID NO:2.
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