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Resumen

Los canales de calcio dependientes del voltaje (Cay) acoplan la despolarizacion de
la membrana al influjo de calcio, desencadenando una diversidad de procesos celulares
dependientes del calcio. Los Cay son, por lo tanto, criticos en la configuracién de la actividad
y funcién neuronal. Existen al menos diez genes que codifican para distintos subtipos de
Cavy, los cuales poseen caracteristicas biofisicas particulares que les permiten cumplir fun-
ciones muy diversas como el control de la excitabilidad neuronal (Cay3), la liberacién de
neurotransmisores (Cay2) y la transcripciéon (Cay1). Muchos neurotransmisores y farmacos
que actuan a través de receptores acoplados a proteina G (GPCR) modulan la actividad
neuronal al alterar la expresion, el trafico o la funcion de los Cay. Los mecanismos depen-
dientes de GPCR que regulan la densidad de los Cay en la superficie celular se observan
en muchas neuronas pero estan menos estudiados que otros efectos celulares de los
GPCR. En el primer capitulo de esta tesis mostramos que la actividad constitutiva del re-
ceptor de la hormona ghrelina (GHSR) puede inhibir el trafico hacia la membrana plasmatica
de varios subtipos de Cay (Cay1.2, Cay1.3, Cay2.2, Cay3.2 y Cay3.3) en ausencia de ghre-
lina utilizando como sistema experimental células HEK293T transfectadas en forma
transitoria. Ademas mostramos que las corrientes Cay1 nativas en cultivos primarios de
neuronas hipotalamicas son moduladas por la actividad constitutiva de GHSR. Esta forma
basal de inhibicién de los Cay depende de la presencia de la subunidad auxiliar Cayp. Dicha
proteina promueve que la subunidad principal Cavas sea exportada desde el reticulo endo-
plasmico hacia la superficie celular. De este modo, las acciones de GHSR en el trafico de
los Cay sugieren un nuevo papel para esta via de sefalizacién en areas del cerebro que
controlan la ingesta de alimentos, la recompensa, el aprendizaje y la memoria. Por otro
lado, observamos que la aplicacion aguda de ghrelina a células coexpresando GHSR y
Cay3.3 inhibia la corriente macroscopica registrada, efecto que no se observaba al coex-
presar el subtipo Cay3.2. Este hallazgo originé el segundo capitulo de esta tesis donde
exploramos el efecto de ghrelina en los tres subtipos de Cay3 de expresién neuronal. Pudi-
mos demostrar que ghrelina inhibe las corrientes T nativas en neuronas hipotalamicas y
mediante la expresion heterdloga en células HEK293T determinamos que el subtipo Cav3.3
resultd ser el Unico sensible a dicha modulaciéon. La modulacion de Cay3.3 por ghrelina
comprende una reduccion en la conductancia maxima, un desplazamiento a voltajes hiper-
polarizados de la curva corriente voltaje (curva I-V) y de la curva del estado estacionario de
inactivacion, y una aceleracion de la cinética de activacion e inactivacion. Ademas nuestra
prediccién basada en modelado indica que la inhibicién de Cay3.3 atenuaria la estimulacion

de los disparos de potenciales de accion originados por la inhibicién de las corrientes de



Resumen

potasio por parte de ghrelina. En resumen, descubrimos un nuevo blanco de ghrelina en las
neuronas: los Cayv3.3. Este mecanismo implicaria una regulacion negativa de la activacion
neuronal ejercida por la ghrelina. En conjunto nuestro trabajo contribuye al conocimiento de
la amplia gama de acciones de GHSR, un receptor potencialmente util para el desarrollo de

farmacos para tratar desérdenes alimenticios.
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Resumen en inglés

Voltage-gated calcium (Cav) channels couple membrane depolarization to calcium
influx, triggering a range of calcium-dependent cellular processes. Cay channels are there-
fore critical in shaping neuronal activity and function. There are at least ten genes that code
for different subtypes of Cay, which have particular biophysical characteristics that allow
them to fulfill very diverse functions such as neuronal excitability control (Cay3), neurotrans-
mitter release (Cay2) and transcription (Cay1). Furthermore, many neurotransmitters and
drugs that act through G protein-coupled receptors (GPCRs), modulate neuronal activity by
altering the expression, trafficking, or function of Cay channels. GPCR-dependent mecha-
nisms that down regulate Cay channel surface expression levels are observed in many
neurons but are, by comparison, less studied. In the first chapter of this thesis, by using
transiently transfected HEK293T cells we discovered that growth hormone secretagogue
receptor (GHSR), a GPCR, can inhibit the forward trafficking of several Cay subtypes
(Cav1.2, Cay1.3, Cay2.2, Cay3.2 y Cay3.3) even in the absence of agonist. We also show
that native Cay1 currents in hypothalamic neuronal primary cultures are modulated by GHSR
constitutive activity. This constitutive form of GPCR-mediated Cay inhibition depends on the
presence of a Cayf subunit. CayB subunits enhances Cavas subunits traffic from the endo-
plasmic reticulum to the plasma membrane. The actions of GHSR on Cay channels
trafficking suggest a role for this signaling pathway in brain areas that control food intake,
reward, learning and memory. On the other hand we observed that the acute application of
ghrelin on cells coexpressing GHSR and Cav3.3 inhibits macroscopic current, which is not
observed for Cay3.2 subtype. This observation originated the second chapter of this thesis
where we explored the effect of ghrelin in the three Cay3 neuronal subtypes. We demon-
strated that ghrelin inhibits native Cay3 currents in hypothalamic neurons and in a
heterologous expression system we determined that Cav3.3 subtype is the only one sensi-
tive to the mentioned modulation. The effect of ghrelin on Cay3.3 comprises a reduction in
maximum conductance, a shift to hyperpolarized voltages of the I-V and steady-state inac-
tivation curves, and an acceleration of the activation and inactivation kinetics. Our model-
based prediction indicates that the inhibition of Cay3.3 would attenuate the stimulation of
firing originated from the inhibition of potassium currents by ghrelin. In summary, we discov-
ered a new target of ghrelin in neurons: the Cay3.3. This mechanism would imply a negative
feed-forward regulation of the neuronal activation exerted by ghrelin. In summary our work
expands the knowledge of the wide range of actions of GHSR, a potentially useful receptor

for the development of drugs to treat eating disorders.
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Introduccién

1- Canales de calcio operados por voltaje (Cav)

Los canales de calcio operados por voltaje (Cay) son proteinas tipo canal iénico se-
lectivas a calcio fundamentales para la actividad neuronal debido a que acoplan la
despolarizacién de la membrana plasmatica con aumentos de calcio intracelular, tradu-
ciendo informacion eléctrica en una sefial quimica universal (Tsien, 1983).

Estructuralmente los Cay son complejos hetero-oligoméricos de cuatro o cinco subuni-
dades proteicas diferentes codificadas por multiples genes. La subunidad principal Cava
incluye en su estructura el poro de conductividad iénica, el sensor de voltaje y la compuerta
de activacion. Dicha subunidad se organiza en cuatro dominios homoélogos, con seis seg-
mentos transmembrana cada uno. Los segmentos S4 cargados positivamente conforman
el sensor de voltaje. Los segmentos S5 y S6 y el bucle que los conecta forman el poro y
determinan la selectividad y conductancia idnica (Catterall, 2000). Una subunidad auxiliar
intracelular CayB y una transmembrana Cava20, de las cuales existen varias isoformas, son
componentes de la mayoria de los subtipos de Cay. También se ha encontrado una subuni-
dad auxiliar Cayy en los Cay del musculo esquelético. Aunque estas subunidades
accesorias modulan ciertas propiedades del complejo canal, la diversidad farmacoldgica y
electrofisiologica de los Cav surge principalmente de la existencia de multiples subunidades
Cavay (Hofmann et al., 1994).

En el afio 2000, se adoptod la bien definida nomenclatura para los canales de potasio
para nombrar y clasificar a los Cay (Ertel et al., 2000). Asi, la subfamilia Cay1 (Cav1.1,
Cay1.2, Cay1.3 y Cay1.4) incluye los canales que contienen Cayais, Cavaic, Cavaip y
Cavasr, que median las corrientes de calcio tipo L. La subfamilia Cay2 (Cav2.1, Cay2.2 y
Cay2.3) incluye canales que contienen Cavasa, Cavass y Cavaie, que median las corrientes
tipo P/Q, N y R respectivamente. La subfamilia de Cav3 (Cav3.1, Cay3.2 y Cav3.3) incluye
los canales que contienen Cavaic, Cavain y Cavaq, que median las corrientes tipo T.

La denominacion de corrientes tipo L se debe a sus corrientes entrantes de larga
duracién o Long-lasting. La sensibilidad a dihidropiridinas permitié diferenciarlas de las co-
rrientes rapidas tipo T, denominadas asi por ser transientes (Transient) (Nowycky et al.,
1985). Las L se caracterizan por ser activadas a altos voltajes, una conductancia de canal
unico elevada, inactivacion dependiente de voltaje lenta y una marcada regulacion por fos-
forilacion (Reuter, 1983). Por su parte, las corrientes tipo T se activan a potenciales de
membrana mas negativos, inactivan rapidamente, deactivan lentamente, poseen conduc-

tancia de canal unico pequefia y son insensibles a los farmacos que bloquean los Cay1
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Introduccién

(Carbone & Lux, 1984). Adicionalmente, el registro en neuronas disociadas de la raiz del
ganglio dorsal (DRG, del inglés Dorsal Root Ganglia) permitié definir a las corrientes hoy
denominadas tipo Cay2.2 como las corrientes tipo N para distinguirlas del comportamiento
de las corrientes tipo L (N del inglés Non long-lasting). Dichas corrientes se activan a po-
tenciales mas negativos que las corrientes tipo L pero mas positivos que las corrientes tipo
T, ademas de poseer una cinética de inactivacion intermedia entre estos dos subtipos
(Nowycky et al., 1985). Las corrientes tipo N se identifican por ser altamente sensibles al
blogqueo con la toxina w-conotoxina GVIA (Tsien et al., 1988). Posteriormente, el hallazgo
de toxinas especificas permitié la identificacion de otros tres tipos de corrientes de calcio.
Las corrientes tipo P, registradas por primera vez en neuronas de Purkinje (origen de su
denominacién) fueron distinguidas por su elevada sensibilidad a la toxina w-agatoxina IVA
(Llinas et al., 1989; Mintz et al., 1992). Las corrientes tipo Q, registradas inicialmente en
neuronas granulares de cerebelo también eran bloqueadas con w-agatoxina IVA pero con
menor afinidad (Zhang et al., 1993; Randall & Tsien, 1995). Aunque inicialmente se creyo
que las corrientes P y Q estaban codificadas por genes diferentes, Stea y colaboradores,
en el afio 1994, ya postulaban que en realidad estaban codificadas por el mismo gen y
proponian que las diferencias cinéticas y de sensibilidad a w-agatoxina IVA se debian a
variantes putativas de splicing del mismo gen, y/o a diferentes complejos entre Cavas y las
diversas isoformas de Cayp (Stea et al., 1994). En el afio 1999, gracias a los aportes de
Bourinet y colaboradores se confirmé dicha hipétesis (Bourinet et al., 1999). Este subtipo
de corrientes se activa a potenciales similares a las corrientes tipo N, pero presentan una
cinética de inactivacion mas rapida. Por ultimo, también en cerebelo, se identificd un subtipo
de corriente insensible a todos los bloqueadores antes mencionados que se denomino tipo
R (del inglés Resistant) (Randall & Tsien, 1995).

La distribucién asimétrica de los subtipos de Cay en los compartimientos dendriticos,
somaticos y presinapticos de las neuronas centrales contribuye a la funcionalidad diferen-
cial de estos canales. Los Cay1 se localizan en somas y dendritas, donde el influjo de calcio
a través de los mismos acopla la excitacion neuronal a la transcripcién de genes depen-
diente de calcio en forma muy especifica (Dolmetsch et al., 2001). Los Cay2.1 y Cay2.2
presentes en las terminales presinapticas, estan intimamente conectados a maquinaria de
fusién de vesiculas en la zona activa donde son actores necesarios para la liberacion de
neurotransmisores (Takahashi & Momiyama, 1993; Wu et al., 1999; Cao & Tsien, 2010). En
muchas neuronas, los Cay3 estan presentes en las dendritas, donde participan en las osci-

laciones del potencial de membrana regulando el patrén de disparo de potenciales de
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accién de bajo umbral (Perez-Reyes, 2003a). Los Cay3 tendrian ademas un rol presinaptico
en algunas sinapsis de neuronas corticales (Huang et al., 2011). Los Cay3 también regulan
la excitabilidad en algunos subtipos de neuronas sensoriales que no poseen dendritas
(Dolphin, 2012). Si bien no existen drogas especificas que bloqueen selectivamente a los
tres subtipos de Cay3 (Cay3.1, Cay3.2 y Cay3.3) Chemin y colaboradores han contribuido
a entender el rol diferencial de cada subtipo de Cay3 en la excitabilidad neuronal a través
de simulaciones de la participacion de las corrientes de estos tres subtipos en la actividad
de neuronas reticulares y de retransmision talamocorticales. Sus resultados indican que la
corriente Cav3.3 puede contribuir a un patrén de disparos de potenciales de accion soste-
nido en el tiempo, mientras que Cay3.1 y Cay3.2 generarian rafagas cortas de disparo de
potenciales de accion (Chemin et al., 2002). Este conjunto de observaciones demuestra
que la sub-localizacion de los Cay resulta critica para su funcionalidad. Una pregunta fun-
damental en este contexto es ;cdémo se dirigen los diferentes subtipos de Cay a
compartimentos espaciales distintos en las neuronas?

Aunque las subunidades Cava, dictan las principales propiedades biofisicas y farma-
coldgicas de estos canales, su expresion se incrementa y sus propiedades se modifican por
las subunidades auxiliares (Dolphin, 2012; Felix et al., 2013). De este modo las subunidades
Cava2d y Cav3 desempefian funciones importantes en el plegamiento de los canales y su
posterior transporte hacia la superficie celular en dominios particulares de las neuronas.
Los subtipos Cay1 y Cay2 pueden formar un complejo heteromérico, que se ensambla con
alguno de los subtipos de subunidades Cayp, y alguno de los subtipos de subunidades
Cavaz0. En el caso de los Cay3, las subunidades Cayas pueden formar canales funcionales
asociados o no con las subunidades auxiliares (De Waard et al., 1994; Bichet et al., 2000;
Fang & Colecraft, 2011; Dolphin, 2016).

Las proteinas Cava, y Cayd se expresan a partir del mismo gen, que codifica para
una pre-proteina (De Jongh et al., 1990) la cual se escinde para luego unirse a través de
un puente disulfuro (Jay et al., 1991; Davies et al., 2010; Dolphin, 2012). Funcionalmente,
la coexpresion de las subunidades Caya.d aumentan la amplitud de la corriente Cay1 y
Cay2 (Dolphin, 2003b). Cavaz20 también afecta las propiedades biofisicas de estos canales,
al aumentar su velocidad de inactivacion en diferentes grados dependiendo de la isoforma
de Cava20 expresada. La expresion de subunidades Caya20 particulares también desplaza
el potencial medio de inactivacion del estado estacionario de los Cay2 hacia valores mas
hiperpolarizados (Richards et al., 2007). El mecanismo subyacente mas probable al au-

mento en la amplitud de corriente inducido por la subunidad Cava2d es un aumento del
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trafico hacia la membrana plasmatica de los complejos Cay1 y Cay2, junto con una dismi-
nucion en su internalizacion (Canti et al., 2005; Bernstein & Jones, 2007).

Las subunidades Cayf3 son proteinas citoplasmaticas que se unen a la parte proximal
del bucle intracelular entre los dominios | y Il de las subunidades Cavas de Cay1 y Cav2.
Las isoformas Cavf32a y CavB2e son las Unicas ancladas per-se a la membrana plasmatica,
la primera a través de una palmitoilacién y la segunda a través de una interaccién electros-
tatica e hidrofébica con la membrana plasmatica (Olcese et al., 1994; Chien et al., 1996;
Miranda-Laferte et al., 2014). El motivo de union de Cay con Cavas se denomina dominio
de interaccion a (AID del inglés Alpha Interaction Domain) (Pragnell et al., 1994). Asimismo,
cuando Cayf se asocia a la regién AID interactia con otras regiones del canal involucradas
en las propiedades de compuerta incluyendo los segmentos transmembrana que forman el
poro (Van Petegem et al., 2004). Ademas todos los subtipos de Cayf constan de un dominio
conservado homoélogo Src 3 (SH3 del inglés Src Homology 3) y un dominio tipo guanilato
quinasa (GK del inglés Guanylate Kinase) (Hanlon et al., 1999). La presencia de la subuni-
dad Cavp en el complejo canal de Cay1 y Cav2 incrementa la expresion funcional y ejerce
una fuerte influencia en sus propiedades biofisicas. Para el incremento en la corriente se
plantea que Cavf3 regula la activacién del canal e incrementa el nimero de canales insertos
en la membrana (Josephson & Varadi, 1996; Brice et al., 1997; Bichet et al., 2000). Uno de
los mecanismos propuestos para el aumento del trafico es que la unién de Cayp al bucle I-
Il de Cavas enmascara un sitio putativo de retencion en reticulo endoplasmico (Cornet et
al., 2002). En relacion a ello se ha propuesto que la carencia de interaccion entre Cay3 y
Cavaq resulta en la poliubiquitinacién de la subunidad principal y la consecuente degrada-
cion proteasomal, mas que promover una retenciéon de los Cay1 y Cayv2 en el reticulo
endoplasmico (Bichet et al., 2000; Altier et al., 2011; Waithe et al., 2011). En este sentido
se demostro que el aminoacido triptéfano en la posicion 391 del subtipo Cay2.2 es crucial
para la correcta interaccion entre Cayf y Cavas, y su sustitucién por una alanina
(Cay2.2W391A) acorta la vida media del canal y aumenta su degradacion proteasomal
(Waithe et al., 2011).

2- Receptores acoplados a proteina G (GPCRs)

Los receptores acoplados a proteina G (GPCRs) son una superfamilia de receptores
de siete dominios hélice transmembrana capaces de activarse por un amplia gama de esti-

mulos. Ese intercambio de nucleétidos favorece la disociacion en Ga-GTP y el dimero Gy,
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cada uno de los cuales, dependiendo de su subtipo, actuara sobre efectores especificos en
forma dependiente del tipo celular (Tedford & Zamponi, 2006). Muchos de los GPCRs es-
tudiados poseen mecanismos intrinsecos de desensibilizacion que permiten interrumpir su
actividad cuando la presencia del agonista es prolongada. En los modelos clasicos, la sefial
iniciada por el ligando cesa tras la fosforilacién del receptor por quinasas especificas de
GPCRs, GRK (del inglés G protein coupled Receptor Kinase), la posterior unién de arrestina
al receptor fosforilado que permite el desacople de la proteina G y la consecuente desensi-
bilizacién, para finalmente internalizarse en vesiculas recubiertas de clatrina (Gainetdinov
et al., 2004).

En los modelos clasicos de activacion de los GPCRs se plantean dos estados en
equilibrio del receptor: un estado inactivo, en ausencia de agonista, y otro activo, en pre-
sencia de agonista (Gether, 2000; Oldham & Hamm, 2008). En los sucesivos afios, se han
reportado evidencias que apoyan un modelo de multiples estados en el cual los GPCRs
adoptarian diversas conformaciones activas e inactivas (Makita & liri, 2014). En este nuevo
modelo cada ligando reconoce y estabiliza conformaciones especificas de cada GPCR,
otorgando asi efecto biolégicos unicos y especificos para cada interaccién, proceso cono-
cido como seleccion conformacional (Kenakin, 2012). Ademas establece que algunos
GPCRs pueden existir en estados activos en ausencia de agonistas. En esta nueva pers-
pectiva, el concepto de antagonista neutral debe ser ampliado ya que algunos pueden
actuar como agonistas parciales y/o agonistas inversos. En el caso de GPCRs que tengan
un nivel alto de actividad basal espontanea, el uso de antagonistas pierde relevancia res-
pecto de los agonistas inversos que al unirse al GPCR lo estabilizan en el estado activo
(Strange, 2002). La activacion espontanea basal ha sido puesta en evidencia para multiples
GPCRs mediante la obtencién de mutantes que poseen su equilibrio desplazado hacia las
formas espontaneas inactivas (GPCR inactivo constitutivamente) o activas (GPCR consti-
tutivamente activo) (Vassart & Costagliola, 2011) como asi también por la regulacién de su
actividad a través de modificaciones en su expresion o a través de la union de agonistas
inversos enddgenos. Recientemente se ha demostrado que la activacion constitutiva de los
GPCRs también se puede originar por la interaccién con otras proteinas, incluyendo la di-
merizacion de GPCRs. Este mecanismo alostérico incrementa aun mas la complejidad de
los GPCRs (Sato et al., 2016).

Los GPCRs se acoplan a diferentes subtipos de proteinas G con consecuencias fun-
cionales muy diversas. (McCudden et al., 2005). Entre las vias que derivan de la accién de

las Ga se encuentran la activacion de adenilato ciclasa (AC) por Gas (McCudden et al.,
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2005) y su inhibicién por Gai, (McCudden et al., 2005). Ademas, la proteina Gaq activa de
fosfolipasa C (PLC, del inglés Phospholipase C) (Rhee, 2001), mientras que Gai(grupo que
incluye a Gagust), implicada en las vias sensitivas, promueve la actividad fosfodiestearsa de
GMP ciclico (Arshavsky et al., 2002) y Ga2 promueve la translocacion de RhoGEF desde
el citosol a la membrana y la posterior activacion de RhoA (Siehler, 2009). Por otro lado, los
dimeros de GBy son altamente variables debido a que existen cinco subtipos de proteinas
GpB y doce de proteinas Gy con la posibilidad de variantes de splicing alternativo (Ray et al.,
1995; Clapham & Neer, 1997; Fletcher et al., 1998; Huang et al., 1999). Las proteinas GRy
pueden ejercer su accioén a través de la interaccion fisica con sus proteinas blanco (Cay2.1,
Cay2.2, quinasas 1y 2 de GPCRs, diferentes subtipos de AC, dinamina, entre otras), o de
manera indirecta a través de mediadores que regulan otras proteinas como MAP quinasas,
fosfolipasa A2, entre otras (Smrcka, 2008). A pesar de la gran variedad de Ga, GB y Gy, la
combinacion de subunidades presentes en la naturaleza esta limitada por patrones especi-
ficos de expresion celular y sub-celular, y por uniones termodindmicamente desfavorables
(Tedford & Zamponi, 2006). En los ultimos afios son bastas las evidencias que demuestran
que los GPCRs se pueden acoplar a multiples proteinas G y activar multiples cascadas
celulares (Eason et al., 1992; Neve, 2009). Sumado a ello, la contribucion parcial de vias
paralelas puede diferir dependiendo del ligando utilizado para estimular el GPCR, lo que
resulta en una respuesta biased (Rajagopal et al., 2010). Otra cualidad ya mencionada que
suma complejidad a la biologia de los GPCRs es la capacidad de formar dimeros u oligo-
meros, un proceso que afecta, ademas de la actividad constitutiva, el trafico intracelular, el
reconocimiento de ligandos, la sefalizacion intracelular y la regulacion. De hecho, la poten-
cia de muchos agonistas es afectada cuando el receptor se halla dimerizado. A su vez, se
ha demostrado el cross-talk entre diferentes GPCRs, conduciendo a una modulacién nega-
tiva o positiva en las respuestas funcionales por los agonistas de ambos receptores, y se
sugiere que dicho efecto en algunos casos resulta de la heterodimerizacion de los GPCRs
(Hermans, 2003).

3- Modulacién de Cay por GPCRs

Los Cay cumplen roles fisioldgicos especializados, y tanto su actividad como su ex-
presién en la superficie celular estan finamente controlados por una gran variedad de
mecanismos celulares, entre estos, la activacion de GPCRs. En este sentido, la primera

evidencia de modulacién de los Cay por proteinas G fue descripta hace 40 anos por Dunlap
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y Fischbach en dos articulos (Dunlap & Fischbach, 1978; 1981). Ellos demostraron que la
contribucién de los Cay a los potenciales de accién somaticos en neuronas de DRG estaba
reducida en respuesta a la activacién de los receptores de GABA, serotonina y adrenérgi-
cos, resultando en una disminucién en la duracion del potencial de accion (Dunlap &
Fischbach, 1978). Luego estos autores mostraron que la activacion de GPCRs inhibia las
corrientes de calcio activadas a voltajes altos (Dunlap & Fischbach, 1981).

En la actualidad el mecanismo de esta inhibicion esta mejor comprendido. Cuando
los GPCRs son activados, la disociacién de Ga-GTP y GBy puede activar una gran variedad
de cascadas intracelulares, incluyendo la activacion por Ga-GTP de proteinas quinasas que
fosforilan a una forma especifica de splicing de Cay2.2, enriquecida en nociceptores, gene-
rando un tipo de inhibicién denominada independiente del voltaje (11V) (Raingo et al., 2007).
Por su parte, el dimero Gy interacciona directamente con Cay2.1 y Cay2.2 en forma de-
pendiente del potencial (inhibicion dependiente del voltaje, IDV) (Herlitze et al., 1996; Ikeda,
1996; Arnot et al., 2000; Berecki et al., 2016). La interaccion del dimero GBy con la subuni-
dad principal Cavas estabiliza el estado cerrado del canal, lo que se manifiesta como un
desplazamiento hacia potenciales despolarizados de la curva de activacion del canal. Ade-
mas, como este efecto inhibitorio puede ser liberado por despolarizacion, la corriente
muestra una cinética lenta de activacion producto de la desinhibicién a lo largo del pulso
despolarizante de estimulacién (Zamponi & Currie, 2013).

Varios reportes demuestran que los Cay2.2 forman complejos con GPCRs (Altier,
2012). En este sentido, se ha reportado la interaccion fisica entre Cay2.2 y cuatro de los
miembros de la familia de los receptores de opioides (Beedle et al., 2004; Evans et al.,
2010), los receptores de dopamina de tipo 1y 2 (D1R y D2R del inglés Dopamine Receptor
type 1 and 2) (Kisilevsky et al., 2008; Kisilevsky & Zamponi, 2008) y con el receptor de
melatonina 1 (Benleulmi-Chaachoua et al., 2016) entre otros. Al menos en el caso de D1R
y de un receptor de la familia opioide, ORL1 (del inglés Opioid Receptor Like-1), las inter-
acciones con Cay2.2 se producen a través de la unién directa de las regiones intracelulares
de los receptores con la region proximal del extremo C-terminal del Cay (Beedle et al., 2004;
Kisilevsky et al., 2008). Tales complejos Cay-GPCR parecen cumplir una serie de funciones
especificas como optimizar el acople entre el receptor y el canal; incrementar el trafico
desde el reticulo endoplasmico hacia la membrana plasmatica de los canales de manera
independiente del agonista -quizas por enmascarar un sefal de retencion en el reticulo en

el canal, o por exponer un motivo de exporte desde el reticulo hacia la superficie celular- y
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promover la internalizacion dependiente de agonista del complejo como una forma de re-
gular la densidad de canal en la membrana plasmatica. Este ultimo fendmeno se ha
demostrado para los receptores ORL1 (Altier et al., 2006), D1R y D2R (Kisilevsky et al.,
2008; Kisilevsky & Zamponi, 2008).

Dentro de la subfamilia Cay3, la regulacion del subtipo Cay3.2 por la actividad de
GPCRs es la mas reportada. Este canal es inhibido por accion directa de G2y, por meca-
nismos independientes de GPy aun no esclarecidos y por mecanismos candnicos de
fosforilacion por quinasas (Wolfe et al., 2003; DePuy et al., 2006). Uno de estos mecanis-
mos es el mediado por receptor de neuroquinina, NK1R (del inglés Neurokinin 1 Receptor)
que consiste en una inhibicion reversible, independiente del voltaje y dependiente de la
activacion de Gg11, con la subsiguiente activacion de PLC y proteina-quinasa C (PKC del
inglés Protein Kinase C) (Rangel et al., 2010). De manera diferente, la modulacion de
Cay3.2 por activacion de D1R es mediada por la interaccion directa del dimero GB2y2 con
el canal (Wolfe et al., 2003). Ademas, se ha reportado la inhibicion selectiva de Cav3.2 por
activacion del receptor 1 del factor liberador de corticotropina (CRF-1 del inglés Corticotro-
pin Releasing Factor receptor 1) a través de un mecanismo acoplado a la proteina Gs (Tao
et al., 2008). Por otro lado, la regulacién de Cav3.1 y Cayv3.3 ha sido menos estudiada.
Existe un reporte que demuestra la regulacion de Cay3.3 por los receptores muscarinicos
tipo 1 a través de activacion de G, (Hildebrand et al., 2007).

Por ultimo, en una amplia variedad de células excitables, los GPCRs modulan positi-
vamente la apertura de los Cay1 a través del control del estado de fosforilacion del canal
(Surmeier et al., 1995; Gao et al., 1997). En el mismo sentido, en neuronas del estriado los
receptores D2R y M1R reducen las corriente tipo L a través de la activacion de calcineurina,
fosfatasa dependiente de calcio/calmodulina (Howe & Surmeier, 1995; Hernandez-Lopez et
al., 2000).

4- Receptor de ghrelina (GHSR)

En la década del 80’, Bowers y colaboradores descubrieron que ciertas moléculas
mostraban la capacidad de inducir la liberacién de la hormona de crecimiento en células de
pituitaria aisladas (Bowers et al., 1980). En esta linea, GHRP-6 (del inglés Growth Hormone-
Releasing Hexapeptide) fue uno de los primeros péptidos identificados como inductor de la
liberacion de dicha hormona. Desde ese momento se iniciaron investigaciones para desa-

rrollar ligandos analogos, generandose una serie de compuestos peptidicos y no peptidicos
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(Bowers et al., 1984). Estos nuevos compuestos actuaban a través de un receptor huérfano
en pituitaria e hipotalamo y no fue hasta 1990 cuando se cloné y denominé a dicho receptor
como receptor secretagogo de la hormona de crecimiento (GHSR, del inglés Growth Hor-
mone Secretagogue Receptor) (Howard et al., 1996; McKee et al., 1997). Estos hechos
sugerian la existencia de un ligando enddégeno aun no identificado. En el afio 1999 se lo
identificd y denomind ghrelina (Kojima et al., 1999). La hormona ghrelina es un péptido
compuesto por 28 aminoacidos con un acido N-octanoico unido covalentemente. Dicha pro-
teina se sintetiza en células enddcrinas del estdmago, accede al torrente sanguineo desde
donde se distribuye para ejercer acciones centrales y periféricas, tales como promover la
liberacion de la hormona de crecimiento, regular la homeostasis energética, la reproduc-
cion, ejercer acciones cardiovasculares y regular el suefo, entre otras (Nakazato et al.,
2001). Asimismo, la accion mas notoria de ghrelina es el incremento de la ingesta de ali-
mentos y del peso corporal (Tschop et al., 2000; Nakazato et al., 2001).

El gen de GHSR codifica para dos isoformas de ARN mensajero (ARNm) generadas
a través de splicing alternativo, denominadas GHSR1a y GHSR1b (McKee et al., 1997). La
isoforma GHSR1a estéa codificada por los exones 1y 2, sin el intrén 1, que tras su traduccién
genera una proteina de 366 aminoacidos con siete dominios transmembrana (Petersenn et
al., 2001). En contraste, la isoforma GHSR1b esta codificada por unicamente el exén 1y el
intron 1, cuya traduccion produce una proteina de 289 aminoacidos con sélo cinco dominios
transmembrana y el agregado de 24 aminoacidos diferentes en la region C-terminal de la
proteina (Howard et al., 1996; McKee et al., 1997). El GHSR1a es miembro de la familia de
receptores de hormona peptidicas y neuropéptidos, que incluye el receptor de motilina y los
receptores 1y 2 de neurotensina, entre otros (Pazos et al., 2007). En cuanto a la expresién
de GHSR1a, ésta es relevante en dos areas cerebrales: la glandula pituitaria donde
GHSR1a esta principalmente expresado en células pituitarias somototropas, consistente
con el rol de ghrelina regulando la liberacion de la hormona de crecimiento; y el hipotalamo
donde el receptor esta altamente expresado, particularmente en el nucleo arcuato, crucial
para la actividad neuroendocrina y estimulante del apetito de ghrelina (Shuto et al., 2002;
Korbonits et al., 2004).

A partir de aqui en esta tesis al nombrar “GHSR” me estaré refiriendo a la isoforma
GHSR1a. Una de las caracteristicas sobresalientes de GHSR, es su actividad constitutiva,
la cual resulta en una elevada sefializacion intracelular asociada al GPCR y un alto grado
de internalizacién del receptor. La actividad constitutiva de GHSR se confirmé en base a

experimentos de dosificacién de genes donde se evalué la produccion de inositol trifosfato
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y la actividad transcripcional sensible a elementos de respuesta a AMPc (CRE, del inglés
cAMP Response Element) y elementos de respuesta sérica (SER, del inglés Serum Ele-
ment Response) demostrandose una correlacidon entre la sefalizacion basal y la expresién
del GHSR (Holst et al., 2003; Holst et al., 2004). En cuanto a la produccién de inositol tri-
fosfato, la cascada activada por la proteina G4 seguida de activacion de PLC representd un
50 % de la maxima capacidad de activacion del receptor por ghrelina. Por ultimo, la rele-
vancia fisiolégica de esta actividad constitutiva, ha resultado dificil de distinguir respecto de
los efectos generados por ligandos endégenos in vivo. No obstante, se ha sugerido que la
actividad constitutiva de GHSR desempefia un rol importante en la modulacion de las se-
Rales orexigénicas en las vias que integran sefales anorexigénicas como leptina e insulina.
La regulacion positiva observada para la expresion de GHSR en el hipotalamo durante el
ayuno provocaria un aumento en el tono de sefalizacion basal asociado al receptor (Holst
et al., 2004). Ademas, Pantel y colaboradores hallaron una mutacién sin sentido
(Ala204Glu, denominando al receptor mutante GHSRA204E) en dos individuos con baja
estatura. A nivel celular dicha variante mutada carece de actividad constitutiva, posee re-
ducida expresion en la superficie celular y conserva la capacidad de ser activada por
ghrelina (Pantel et al., 2006).

5- Efecto del sistema GHSR-ghrelina sobre las corrientes de calcio y la actividad

neuronal

Nuestro laboratorio ha demostrado previamente que la actividad constitutiva de
GHSR modula negativamente los Cay2 en neuronas hipotalamicas y en un sistema de ex-
presién heterélogo (Lopez Soto et al., 2015). Hallamos que la sola coexpresion de GHSR
con Cay2.1 o Cay2.2 reduce la amplitud de la corriente macroscépica a niveles muy bajos.
Dicho efecto es causado por la actividad constitutiva de GHSR dado que utilizando un ago-
nista inverso de GHSR, denominado analogo de la sustancia P (SPA, de sus siglas en
inglés Substance-P Analog), o el mutante puntual GHSRA204E previamente presentado
(carente de actividad constitutiva) (Pantel et al., 2006; Inoue et al., 2011) reestablecimos la
amplitud de la corriente de los Cay2. Ademas, GHSR expresado a niveles nativos es sufi-
ciente para disminuir la amplitud de las corrientes de calcio nativas en neuronas
hipotalamicas. Encontramos que la disminucion de las corrientes Cay2 por la actividad cons-
titutiva, efecto crénico y sélo ocluido por incubaciones prolongadas con SPA, se acompafia
de una reduccion de la densidad de Cay2 en la membrana plasmatica (Lopez Soto et al.,

2015). En base a estos antecedentes y a los presentados en la introduccién en esta tesis
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hipotetizamos que la actividad constitutiva de GHSR impide el trafico de los Cay hacia
la membrana desde el reticulo endoplasmico, en este efecto probablemente esté invo-
lucrada la subunidad auxiliar Cayf3 dado su rol fundamental en el trafico de Cay, y/o la
actividad constitutiva de GHSR promueve la internalizacion de los Cay desde la mem-
brana plasmatica hacia el sistema de endosomas. Evaluaremos, ademas, si este efecto
es extensivo a otros subtipos de Cay.

Ademas, hemos reportado que la inhibicién crénica sobre los Cay2 presinapticos
impacta negativamente en la liberacién del neurotransmisor GABA en cultivos y explantos
de hipotalamo, efecto que contribuiria a la activacion del circuito hipotalamico. Asimismo,
demostramos que la actividad constitutiva de GHSR modula selectivamente las corrientes
postsinapticas inhibitorias sin afectar las corrientes excitatorias en cultivos primarios de hi-
pocampo y en rebanadas intactas de cerebro conteniendo esta region, area con restringido
acceso a ghrelina (Martinez Damonte et al., 2018). Sumado a dichos efectos, se ha des-
cripto que la activacion de GHSR por ghrelina despolariza las neuronas como consecuencia
de la inhibicién de canales de potasio activados por voltaje tipo Ky7 a través de la proteina
Gg11 en diferentes tipos neuronales incluyendo neuronas dopaminérgicas de sustancia ni-
gra, neuronas de DRG y neuronas piramidales de CA1 en hipocampo (Shi et al., 2013). En
esta tesis nos enfocamos en los canales de calcio activados por bajos voltajes (Cav3) que,
como mencionamos antes, contribuyen a la excitabilidad y al disparo de potenciales de
accién y estan regulados por cascadas de sefalizacion intracelular, muchas de las cuales
surgen de la activaciéon de GPCR por sefiales quimicas extracelulares (Chemin et al., 2002;
Cain & Snutch, 2010). En este contexto, proponemos evaluar la siguiente hipotesis: la ac-
tividad evocada por ghrelina de GHSR impacta sobre las corrientes mediadas por
Cay3.
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Objetivo general: Estudiar el impacto y el mecanismo de accion de dos modos de
actividad de un GPCR (el receptor de ghrelina, GHSR) sobre la funcionalidad de los canales

de calcio operados por voltaje (Cav) neuronales.

Esta tesis es parte de un proyecto global del laboratorio de Electrofisiologia que
estudia la regulacion de los Cav por la actividad de GPCRs. Como desarrollé en la introduc-
cion, resultados previos de nuestro grupo muestran una disminucién de la densidad de
canales Cav2.1y Cav2.2 en la membrana plasmatica por accion de la actividad constitutiva
de GHSR. Por otro lado, hemos observado que la activacién de GHSR por ghrelina inhibe
en forma aguda a varios subtipos de Cavy hemos indagado parcialmente en estos meca-

nismos. En este trabajo de tesis doctoral nos enfocamos en las siguientes metas parciales:

1-  Estudiar si la actividad constitutiva de GHSR disminuye el trafico de los
Cavdesde el reticulo endoplasmico hacia la membrana plasmatica e indagar en el rol
de la subunidad auxiliar Cavp y la subunidad auxiliar Cava2d en este proceso. Por otro lado,
también proponemos ensayar este efecto para otros complejos de Cav como Cav1.2,
Cav1.3, Cav3.2 y Cav3.3.

2- Estudiar si la actividad constitutiva de GHSR aumenta el trafico de los
Cavdesde la membrana plasmatica hacia compartimentos intracelulares. Aqui evalua-
mos si factores implicados en la internalizacion de los Cavtambién estan involucrados en
el mecanismo a través del cual la actividad constitutiva de GHSR reduce la densidad de
canales en la membrana. Ensayamos en particular el efecto de las proteinas GTPasas pe-

quefas tipo Rab y la participacion de RhoA.

3- Evaluar si la actividad evocada por ghrelina de GHSR impacta sobre los
canales del subtipo Cav3. En esta ultima meta evaluamos si ghrelina a través de la acti-
vacion de GHSR es capaz de modular agudamente los diferentes subtipos de Cav3 (Cav3.1,
Cav3.2 y Cav3.3), cudles son las vias de sefalizacidon implicadas y los parametros biofisicos
alterados para finalmente predecir a través del modelado el impacto de dicho efecto en la

actividad neuronal.
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1- Modelos experimentales.

1.1- Cultivo celular.

Utilizamos la linea celular HEK293T como modelo de estudio en esta tesis. Dicha
linea deriva de la linea HEK293 (del inglés Human Embryonic Kidney 293) y fue generada
mediante la transformacién mediada por fosfato de calcio con ADN adenoviral de un cultivo
de células de rindn humano embrionario. Ademas, las células HEK293T poseen el alelo
sensible a la temperatura del gen del antigeno T grande del virus SV40 (del inglés Simian
Virus 40) y constituye una linea celular altamente transfectable y de frecuente uso para la

expresion de proteinas heterdlogas (Lin et al., 2014).

1.2- Animales.

Para realizar los experimentos en neuronas utilizamos ratones de laboratorio, que fue-
ron manipulados rutinariamente en forma semejante a la mayoria de los laboratorios
nacionales e internacionales que abordan una tematica de estudio similar. El presente estudio
fue realizado con la previa autorizacion del comité de ética del IMBICE, en conformidad con
las recomendaciones de la Guia para el Cuidado y Uso de animales de laboratorio de los
Institutos Nacionales de Salud, USA, e intentando minimizar el sufrimiento animal en cuanto
fuera posible. (Expediente del Comité de Etica: 03-09-16 - “Caracterizacién de la modulacion
de los canales de calcio por receptores acoplados a proteina G”).

Utilizamos ratones C57BL/6 salvajes y deficientes en el receptor de ghrelina (Zigman
et al., 2005) que derivan de cruzas entre animales heterocigotas retrocruzados por mas de
diez generaciones. Criamos ratones de ambos sexos bajo un ciclo de luz/oscuridad de 12
horas en una sala con temperatura constante (22 + 2 °C) con acceso a agua y alimento ad
libitum. Realizamos la identificacion genotipica de los ratones mediante una amplificacion por
la reaccion de la polimerasa en cadena (del inglés polimerase chain reaction, PCR) de se-

cuencias especificas utilizando como molde ADN extraido de la cola de los ratones.

1.2.1- Extracciéon de ADN.

Para la extraccién del ADN cortamos las colas de los embriones a genotipificar en frag-
mentos de ~2 mm y las colocamos en tubos eppendorf de 0,2 ml. En dicho tubo afiadimos
una solucién de NaOH 25 mM/ EDTA 0,2 mM. Los tubos fueron colocados en un ciclador
BioRad (T100™ Thermal Cycler, Tecnolab, Buenos Aires, Argentina), y sometidos a un ciclo
de 1 h (95 °C 45 min, 4°C 15 min). Finalizado este tiempo, en cada tubo anadimos 75 ul de

una solucion de Tris/HCI 40 mM pH 5,5. Trasvasamos el contenido de cada tubo a otro nuevo

32



Materiales y métodos

para eliminar restos de tejido, y los conservamos a -20 °C hasta ser utilizados para la geno-

tipificacion.

1.2.2- Genotipificacion de ratones salvajes y deficientes en GHSR.

Para cada embrién realizamos dos PCRs, una para amplificar el gen de GHSR y otra
para amplificar el cassette TBC (del inglés transcription blocking cassette), que interrumpe
el gen GHSR en los animales deficientes en GHSR. La amplificacién de una banda en la
primera PCR y ninguna en la segunda, indica que el ratdbn es homocigota para el genotipo
salvaje; en oposicion, la amplificacion de una banda en cada PCR indica que el ratén es
heterocigota para GHSR; mientras que una banda sélo en la segunda PCR indica que el
ratén es homocigota deficiente en GHSR. A continuacién detallamos los cebadores utiliza-

dos y el tamafio de banda que esperamos para cada reaccion:
-PCR1: banda de 184 pb
“Forward Wt” 5’- GAGTGACAGGTAAGTGAGTGCG -3’
“Reverse Wt” 5'- GTGCGAACATTAGCGATGAAAGG -3’
-PCR2: banda de 175 pb
“Forward TBC” 5’- AAGAGCTACAGGAAGGCAGGTCA -3’
“Reverse TBC” 5- CCACTGCACGTCTCTCCCTATTT -3’

Para cada reaccién de PCR utilizamos 12,5 pl finales conteniendo: 1 ul de ADN molde,
1,25 pl de 10X; 0,625 pl de MgCl, 50 mM, 2 ul de seroalbumina bovina, 0,25 ul de dNTPs
10 mM, 0,625 ul de cebadores forward y reverse, 0,0625 pl de TagADN polimerasa (Pro-
mega, Madison, USA) y agua milliQ c.s.p. Las condiciones de ciclado para la amplificacion
del ADN que utilizamos fueron las siguientes: una desnaturalizacion inicial a 94 °C 4 min,
seguido de 35 ciclos con una desnaturalizacién a 94 °C 30 s, un annealing a 60 °C 30 s y
una extension a 72 °C 45 s, seguidos de una extension final a 72 °C 7 min. Finalmente
sembramos y revelamos los productos de reaccion de PCR en geles de agarosa al 2 %
tefida con 0,1 pl/ml de GelRed™ (Nucleic Acid Gel Stain, Biotium).

2- Cultivos celulares.
2.1- Linea celular HEK293T.

33



Materiales y métodos

Realizamos el mantenimiento de las células HEK293T en botellas T25 (NEST Bio-
technology Co., cat# 707003, Jiangsu, China) utilizando como medio de cultivo Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco, cat# 12800017, 3175 Staley Rd., Grand Island, New
York 14072, United States) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB, cat# 1650-
01, Internegocios, Mercedes, Buenos Aires, Argentina). Conservamos las botellas en una
estufa de cultivo a 37 °C, en atmdsfera con 5 % de CO2 y 95 % de aire. Realizamos el
repique y los subcultivos al alcanzar las células un 80 % de confluencia, retiramos el medio
de cultivo de las botellas y agregamos 3 ml de solucion citrico salina (171.2 mM KCl y 17
mM citrato de sodio). Luego incubamos 10 min en estufa hasta lograr el desprendimiento
de la monocapa celular y las disgregamos mecanicamente por pipeteo. Seguidamente con-
servamos 0,5 ml de dicha suspensién en un volumen final de DMEM suplementado de 5
ml. Para algunos subcultivos en placas de 12 pocillos agregamos 0,1 ml de la suspension
celular en un volumen final de 1 ml de DMEM suplementado. Dichas placas fueron mante-

nidas en iguales condiciones que las botellas T25.

2.2- Cultivo neuronal primario de hipotalamo.

Realizamos los cultivos neuronales a partir de embriones de ratones salvajes y de
ratones deficientes para GHSR de 16-18 dias. El protocolo que utilizamos fue similar a uno
descripto en (Raingo et al., 2012). De manera resumida, anestesiamos las ratonas prena-
das con isofluorano al 2% y luego removimos rapidamente los embriones. De manera
inmediata, los colocamos en medio Hank estéril y frio (Microvet, cat# L2005-500, Buenos
Aires, Argentina) para la posterior extracciéon de los cerebros. Los siguientes procedimientos
fueron realizados en un flujo laminar para mantener la esterilidad durante todo el procedi-
miento Disecamos el tejido correspondiente al hipotalamo y lo colocamos en medio Hank
estéril. Posteriormente realizamos el enjuague de los mismos dos veces, para luego diso-
ciar las células con tripsina 0,25 mg/ml (Microvet, cat# L2700-100, Buenos Aires, Argentina)
a 37 °C por 20 min. Seguidamente, anadimos 300 pl de SFB para detener la digestion
enzimatica y 50 pl de 0,28 mg/ml desoxirribonucleasa | de pancreas bovino (Sigma Aldrich,
cat# D5025, Buenos Aires, Argentina). A continuacion, disgregamos mecanicamente las
células usando diferentes pipetas de vidrio con puntas de diametros sucesivamente mas
pequenos. Sembramos ~ 70.000 células en vidrios de 12 mm de diametro previamente
tratados con poli-L-lisina. Incubamos las células a 37 °C en una atmdsfera controlada de 5
% CO2y 95 % aire con medio de cultivo DMEM (Microvet, Buenos Aires, Argentina)/lF12 1:1
suplementado con B27 (1:50, GIBCO, cat# 17504-044, Thermo Fisher Scientific, Buenos
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Aires, Argentina), 10 % SFB, 0,25 % glucosa, 2 mM glutamina (G/BCO), 3,3 ug/ml insulina
(Novo Nordisk Pharmaceutical Industries, Inc., Buenos Aires, Argentina), 40 ug/ml sulfato
de gentamicina (Richet, Buenos Aires, Argentina), y 1 % de solucién de vitaminas (Microvet,
Buenos Aires, Argentina). Al cuarto dia de cultivo in vitro reemplazamos la mitad del medio
de crecimiento por medio fresco conteniendo Ara-C (B-d-arabifurandsido citosina, Sigma
Aldrich, cat# C1768, Buenos Aires, Argentina), para lograr una concentracion final de 5 yM

en cada pocillo.

3- Expresion heterdloga.

3.1- Transfecciones transientes.

Realizamos la transfeccion transitoria de los distintos plasmidos descriptos en las ta-
blas 1y 2 en las condiciones detalladas en la seccién de resultados utilizando el método de
los liposomas catidnicos (Lipofectamine 2000, Invitrogen® cat# 11668-019, Massachusetts,
USA) en células HEK293T crecidas al 80 % de confluencia en placas de cultivo. Seguimos
las instrucciones del proveedor para preparar la mezcla de transfeccion utilizando una rela-
cion ADN/reactivo de transfeccion 1:2. Para la correcta expresion de los diferentes clones
incubamos las células por 24-48 h segun el subtipo de canal de calcio expresado en los
experimentos de patch clamp. Para dichos ensayos, posteriormente, disgregamos las célu-
las con tripsina, lavamos con DMEM libre de SFB y las mantuvimos a temperatura ambiente

durante el dia de experimento de patch.

3.2- Clones utilizados.

A continuacién detallo en la tabla 1 la lista de clones codificantes para las diferentes

subunidades de los canales de calcio que utilicé en esta tesis:
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Nombre completo MNamero de Ta Nombre en
oficial acceso GenBank 9 esia tesis

calcium voffage-
gated channel Cacnalc AYT28090 - - Ca,1.2
subunit alphalC

calcium voffage-
gated channel Cacnald AF370009 = - Ca,1.3
subunit alphalD

calcium volfage-
gated channel Cacnalb AFQS547T - - Ca,2.2
subunit alpha 1B

calcium volfage-
gated channel Cacnalg AF190860 - - Ca, 3.1
subunit alphalG

calcium volfage-
gated channel Cacnath NM_021098 - -GFP Ca,32
subunit alphatH

calcium volfage-
gated channel Cacnali NM_021096 - - Ca33
subunit alphail

calcium voffage-
gated channel
auxiftary subunit
beta3

calcium voffage-
gated channel
auxiftary subunit
beta3

Cacnb3 M88751 - B Cabs

Cacnb3 M88751 - GFP  Ca,B,GFP

calcium voffage-
gated channel
auxifiary subunit
beta?

Cacnb2 M80545 - g Canfas

calcium volfage-
gated channel
auxifiary subunit
beta?2

calcium volfage-
gated channel
auxifiary suburnit al-
phaZdelta

calcium volfage- D14157

S{gj:ieﬂfi:};g?ﬂ Cacnalb Addaene 58734 W391A - Ca, 2. 2W301A

Cacnb2 M80545 - GFP  CayB. GFP

Cacna2d1 AF286488 - B Ca, 0,
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En la tabla 2 detallo la lista de clones codificantes para otras proteinas que utilicé
en esta tesis:

Namero de acceso .
Nombre en esta tesis

Nombre completo oficial GenBank

growth hormone secrefagogue

GHSR1a AY429112 - GHSR o GHSR1a
receptor type 1a
growth hormone secretagogue GHSR1b AY429112 ; GHSR1b
receptor type 1b
growth hormone secretagogue GHSR1a AY429112 A204E A204E
receplorfa
: : Marcador de
pPalmitoyl-mTurquoise?2 Addgene 36209 D e
mCh-Sec61 beta Addgene 49155 Ma'wdo'p de m:j;‘h
pmTurquoise2-Golgi Addgene 36205 b deersI;il i
Marcador de
DsRed-rab11WT Addgene 12679 endosomas de
reciclaje
Rab11bS25N (Rab11bGDP) Rab11bGDP
pCDNA3-C3-toxin toxina-C3
Mynistoylated C-terminal GBy-binding
domain of the G protein-coupled (MAS-GRK2-ct)
receplor kinase 2
cDNA-Resource
G, dominant-negative mutant Center Q209L/D277N G, DN
GNAOQO00X0
Regulator of G-profein signaling 2 RGS2
pcDNA3 1 (+) Invitrogen V79020 Plasmido vacio

4- Biologia molecular.

4.1 Amplificaciéon de clones para transfeccion.

4.1.1 Cepa bacteriana.

Utilizamos la cepa bacteriana DH5a de |la bacteria Escherichia coli para la amplifica-
cién de plasmidos. Esta cepa se caracteriza por su eficiencia de transformacion con ADN
no metilado (hsdR), la ausencia de actividad de endonucleasa inespecifica | (endA1) (per-
mitiendo preparaciones de plasmidos de buena calidad), la resistencia a los fagos T1

(fhuA2) y la actividad de recombinacion disminuida (recA1) (incrementando la estabilidad
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de los insertos). Ademas, dicha cepa es sensible a los antibidticos (ATB) ampicilina y kana-

micina.

4.1.2 Obtencion de bacterias competentes.

Para obtener bacterias competentes seguimos los pasos del método Inoue, para lo
cual partimos de un stock de la cepa DH5a de E. coli, sembrando una anzada en forma
estéril sobre una placa de medio Luria Bertani (LB, en %: 1,5 agar-agar, 1 triptona, 0,5
extracto de levadura y 1 NaCl en agua milliQ) sin ATB, que incubamos a 37 °C toda la
noche. Al dia siguiente, por la manana, picamos una colonia y la transferimos a 5 ml de
medio LB, e incubamos entre 6-8 h a 37 °C con agitacién. Con este cultivo inoculamos tres
Erlenmeyers con medio, cada uno conteniendo 100 ml de LB sin ATB. El primero recibi6 4
ml de cultivo, el segundo 1,6 ml y el tercero 0,8 ml. Incubamos los Erlenmeyers toda la
noche a 18 °C. Al dia siguiente realizamos lecturas de densidad éptica a 600 nm hasta la
obtencion de un valor de 0,55 de absorbancia en alguno de los tres cultivos. Transferimos
este ultimo a un bafo de hielo durante 10 min, y descartamos los otros dos cultivos. Trans-
curridos los 10 min, realizamos una centrifugacion a 4000 r.p.m. por 10 min a 4 °C para
precipitar las células, descartamos el sobrenadante, dejamos secar el pellet durante 2 min
y luego resuspendimos las células en 32 ml del buffer Inoue (en mM: 55 MnCl,.4 H20, 15
CaCl.2H20, 250 KCI, 10 PIPES pH 6,7) previamente enfriado. Repetimos la centrifugacién
y el secado para luego resuspender las células en 8 ml buffer Inoue al que anadimos 0,64
ml de dimetilsulféxido. Finalmente, separamos esta suspension en alicuotas de 200 pl y las

conservamos a -80 °C hasta su uso.

4.1.3 Transformacion de bacterias competentes con ADN plasmidico.

Seguimos el protocolo descripto por (Cohen, 1974) para transformar las bacterias
competentes. Resumidamente, adicionamos 50 ng de ADN plasmidico a 200 pl de la sus-
pension de bacterias competentes e incubamos la mezcla en hielo durante 30 min.
Posteriormente, la transferimos a un bafio de agua termostatizado a 42 °C para realizar un
choque térmico de 45 s de duracién. Inmediatamente después colocamos el tubo en hielo,
incubamos 10 min y le agregamos 800 pl de medio SOC (QIAGEN) e incubamos 40 min a
37 °C con agitacion. Luego, sembramos las bacterias en placas con agar LB con el antibi6-
tico de seleccién adecuado e incubamos a 37 °C durante una noche para permitir el

crecimiento de colonias transformadas.

4.1.4 Preparacion de ADN plasmidico a mediana escala (Midiprep).
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Inoculamos un volumen de 0,5 ml de un cultivo primario de las bacterias conteniendo
el plasmido de interés en 200 ml de medio LB con la concentracién adecuada del antibiético
de seleccién correspondiente, e incubamos por 12-16 h a 37 °C con agitacion enérgica.
Transcurrido dicho tiempo, centrifugamos el cultivo durante 30 min a 4000 r.p.m. a 4 °C
para separar las bacterias. Realizamos la obtencion del ADN plasmidico utilizando un kit
comercial (QIAfilter® Plasmid Midi Kit cat# 12145, Massachusetts, USA), siguiendo las ins-

trucciones del fabricante.

4.1.5 Cuantificacion de ADN.

Para la cuantificacién de muestras de ADNc medimos la absorbancia a 260 nm en el
espectrofotdmetro NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific Inc., Delaware, USA), si-
guiendo las especificaciones del fabricante. Como parametro de calidad del ADN utilizamos
las relaciones de absorbancia 260/280 y 260/230.

5- Electrofisiologia.

Registramos las corrientes idnicas con un amplificador Axopatch 200 (Molecular De-
vices). Recolectamos los datos a 20 kHz y los filtramos a 10 kHz (-3dB) utilizando el
software PCLAMP8.2 (Molecular Devices). Utilizamos micropipetas de vidrios (King Preci-
sion Glass, Inc., California, USA) con resistencia de 2-4 MQ conteniendo la solucion interna
(ver mas abajo). Admitimos una resistencia en serie menor que 6 MQ y la compensamos
en 80% con una constante de tiempo de 10 ps; sustrajimos la corriente de fuga en tiempo
real utilizando un protocolo P/-4. Obtuvimos todos nuestros registros a temperatura am-
biente (~ 23 °C). El potencial de unién liquida entre la solucién interna y la externa que
contenia CaCl, 5 mM (ver mas abajo) fue ~ 5,5 mV y entre la solucion interna y la externa
que contenia una solucién 10 mM de BaCl; (ver mas abajo) fue ~ 6,5 mV. Medimos estos
valores antes de los experimentos y no los corregimos, por lo que todos los voltajes mos-

trados fueron ligeramente mas negativos.

5.1- Corrientes de calcio en células HEK293T transfectadas transientemente.

Realizamos los registros de patch clamp en configuracion célula entera con fijacion
del voltaje en células identificadas como transfectadas, es decir, aquellas que expresaban
la proteina reportera GFP, observandolas tras exposicion con luz ultravioleta en el micros-
copio invertido de la unidad de registro. La solucion interna contenia (en mM): 134 CsCl, 10
EGTA, 1 EDTA, 10 HEPES y 4 MgATP (pH 7,2 con CsOH). La solucion externa contenia
(en mM): 2 CaClz, 1 MgCl,, 10 HEPES y 140 cloruro de colina (pH 7,4 con CsOH). En
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algunos experimentos utilizamos como ion permeante bario (BaCl2, 10 mM o 20 mM) en
reemplazo de calcio para amplificar la amplitud de las corrientes. En nuestros protocolos
utilizamos un potencial de reposo de -100 mV para remover los canales de su estado esta-
cionario de inactivacién (Thaler et al., 2004).

Los protocolos que utilizamos para el registro consistieron en pulsos cuadrados desde
-100 mV a +10 mV para Cay1.2 y Cay2.2, y desde -100 mV a -10 mV para Cay1.3, por 15
0 25 ms cada 10 s. En experimentos utilizando el Cay2.2 y bario (20 mM) como ion per-
meante el protocolo consistié en pulsos cuadrados desde -100 mV a +20 mV. Para Cay3.1,
Cay3.2 y Cay3.3, utilizamos pulsos cuadrados desde -100 mV, a -20 mV o -30 mV por 200
ms cada 10 s. Los protocolos particulares que ensayamos en el capitulo Il de esta tesis se

detallan en la figura correspondiente al experimento.

5.2- Corrientes de calcio y bario en cultivos neuronales primarios.

Registramos corrientes de calcio o corrientes de bario sobre neuronas cultivadas in
vitro por 10-16 dias en configuracién de célula entera con fijacién del voltaje desde un po-
tencial de reposo de -80 mV aplicando un pulso cuadrado a -20 mV o 0 mV por 20 o 200
ms cada 10 s. Llenamos las micropipetas con una solucion interna que contenia (en mM):
134 CsCl, 10 EGTA, 1 EDTA, 10 HEPES, y 4 MgATP (pH 7,2 con CsOH). Mantuvimos las
neuronas inicialmente en una solucion de alto contenido en sodio conteniendo (en mM):
135 NaCl, 4,7 KClI, 1,2 MgCly, 2,5 CaCl,, 10 HEPES, y 10 glucosa, pH 7,4 con NaOH. Luego
de obtener el gigasello, y evidenciar las corrientes de sodio registramos las corrientes de
bario en una solucion conteniendo (en mM): 10 BaClz, 110 cloruro de colina, 20 cloruro de
TEA, 1 MgCl, 10 HEPES, 10 glucosa, and 0,001 tetrodotoxina (TTX; Sigma-Aldrich), pH
7,4 con CsOH. En algunos experimentos la solucidon externa que utilizamos contenia (en
mM): 5 CaCl,, 135 cloruro de colina, 1 MgCl,, 10 HEPES, 10 glucosa, and 0,001 tetrodoto-
xina (TTX; Sigma-Aldrich), pH 7,4 con CsOH. Colocamos el electrodo de referencia en un
compartimiento separado que contenia KCI 2 M conectado con la camara de registro que
contenia la solucion de bafio mediante un puente salino de agar KCI 2 M para evitar cambios

en los potenciales de junta liquida debido al cambio de soluciones durante los registros.

6- Imagenes.

Cultivamos las células HEK293T en vidrios redondos tratados previamente con poli-

L-lisina (Sigma-Aldrich) y dispuestas sobre placas de 12-24 pocillos. 24 horas después, co-
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transfectamos con Lipofectamina 2000 las células con CavB2.-GFP o Cayf3:-GFP y diferen-
tes combinaciones de otros plasmidos detallados en la seccion de resultados. Transcurridas
24 h, lavamos las células con PBS 1X. Luego fijamos las células con paraformaldehido al
4 % en PBS 1X durante 20 min. Posteriormente, lavamos las células dos veces con PBS
1X 'y las montamos sobre vidrios usando el medio de montaje VECTASHIELD®.
Obtuvimos las microfotografias usando un microscopio confocal Zeiss LSM 800 con
el software ZEN. Realizamos la cuantificacion de la co-localizacién de Cayp2.-GFP, Cayps-
GFP, GHSR-YFP o A204E-YFP con los diferentes marcadores de compartimentos intrace-
lulares utilizando la herramienta Just another Colocalization Plugin (JaCoP) del software de
acceso libre FIJI (Schindelin et al., 2012), que nos permitié calcular los coeficientes de so-
lapamiento de Mander para cada marcador: CayB2.-GFP/marcador overlap, Cayps-

GFP/marcador overlap, GHSR-YFP/ marcador overlap y A204E-YFP/marcador overlap.

7- Modelado.

Realizamos las simulaciones utilizando el software de libre acceso NEURON (Hines
& Carnevale, 1997). Usamos el modelo de tres compartimentos en configuracion de burst
o rafagas de potenciales de accién segun lo descripto por (Destexhe ef al., 1996). Reem-
plazamos la corriente T nativa del modelo por la sumatoria de las corrientes de Cay3.1,
Cav3.2 y Cav3.3. Sustituimos los pardametros electrofisioldgicos de Cay3.3 para las condi-
ciones control y con ghrelina en el modelo (constantes temporales dependientes de voltaje
de activacién e inactivacién, y los parametros de activacién e inactivaciéon) por nuestros
datos experimentales. Por otro lado, extrajimos los valores de los parametros Cay3.1 y
Cay3.2 de un estudio anterior (Chemin et al., 2002) y los mantuvimos constantes en ausen-
cia o presencia de ghrelina. Utilizamos las siguientes ecuaciones: ecuaciones de Boltzmann
para las curvas de activacion (m) (1) e inactivacion del estado estacionario (h») (2) y
ecuaciones exponenciales de decaimiento de una fase para la dependencia de la constante

temporal de activacién (Taum) (3) y de inactivacion (Taun) (4) con el voltaje:

Moo (V) = Iy + (Imax — 1o)/ (1 + e(V5o=V)/slovey (q)
heo(V) = Ip + (Imax — 1)/ (1 + e((50=V)/stope)y (2)
Tauy, (V) = (Taup) — Tatw)) * €Y + Tau o (3)
Tauy, (V) = (Taugy — Tauw)) * € + Tau (o, (4)

Donde lp es la minima amplitud de corriente, Inax €s la maxima amplitud de corriente, V

es el potencial de membrana ensayado, Vs es el potencial donde la corriente disminuye a
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la mitad su amplitud maxima, y slope es la constante de activacién en (1) y la constante del
estado estacionario de inactivacion en (2). En (3) y (4) Tau() es el valor de la constante
temporal a 0 mV, Tau() es el valor al que tiende Tau a potenciales muy despolarizantes y
k representa la sensibilidad al potencial de la activacién (3) o de inactivacion en (4).

Como describimos en la seccion de resultados redujimos el 40 % de la conductancia
de Cay3.3 en presencia de ghrelina al multiplicar por 0,6 la fraccién de corriente |t corres-
pondiente a este subtipo de Cay3. Ademas, para simular el efecto reportado de ghrelina
sobre las corrientes de potasio (Shi et al., 2013), redujimos en un 50 % esta corriente en la
condicién en presencia de ghrelina al multiplicar por 0,5 la ecuacién de esta conductancia
denominada Ik en el modelo. La frecuencia de disparo y el tiempo de latencia se determi-
naron utilizando el software PCLAMP10.7 (Molecular Devices). Registramos el potencial de
membrana en el soma virtual por 200 ms inyectando una corriente de 0,8 nA. Realizamos

la simulacion a 36 °C.

8- Ecuaciones.

En el capitulo Il de la presente tesis en diversos analisis de los datos obtenidos utili-
zamos diferentes ecuaciones para ajustar su comportamiento:
v En la figura correspondiente al analisis de la dosis de ghrelina en relacién a la inhi-
bicién de la corriente mediada por Cay3.3 hemos utilizado la ecuacion de Hill:
Inh = Inho + (Inhmax — Inhg) / (1+10” ((logECs0 — X)*Hilltactor) (5)

donde Inh indica la inhibicion a una determinada concentracién de agonista empleada (x)
en porcentaje, Inhg indica la minima inhibicién, Inhmax la maxima inhibicion mediada por una
dosis saturante de agonista, ECso la dosis necesaria para obtener la mitad de la maxima
inhibicién y el Hilliactorindica cuan sigmoidea es la curva.
v/ Obtuvimos las curvas de corriente en funcion del voltaje para células individuales,
ajustando los datos con la ecuacién de Boltzmann-lineal:
I (V) =G (V) (Vi-Vrev) (Imax/ (1+exp [(Vm = V112) / K])) (6)

donde | (V) es la corriente registrada, G (V) es la conductancia dependiente del potencial,
Vm es el potencial de membrana, V.. es el potencial de reversion, Imaxes la maxima amplitud
de corriente, V1,2 es el potencial medio de activacion y k es la constante de activacion.

v Ajustamos la dependencia de la activacién de la corriente con el potencial (m) con

la ecuacion de Boltzmann mostrada en la seccion de Modelado e indicada como ecuacion

(1).
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v Determinamos la constante temporal de activacion (Taum) a partir de ajustar el trazo
de corriente macroscopica con la siguiente ecuacion:
I (t) = lm exp (-t/ Taum) (7)

donde I, es un factor de normalizacion.
v Ajustamos la dependencia de Taun con el voltaje con la ecuacién exponencial mos-
trada en la seccion de modelado e indicada como ecuacion (3).

v Ajustamos la dependencia del estado estacionario de inactivacion con el voltaje (h~)
con la ecuacion de Boltzmann mostrada en la seccion de Modelado e indicada como ecua-
cion (2).

v Determinamos la constante temporal de inactivacion (Taun) a partir de ajustar el

trazo de corriente con la siguiente ecuacion:
I (t) = Im exp (/ Taun) (8)

donde I, es un factor de normalizacion.
v Ajustamos la dependencia de Taun con el voltaje con la ecuacidén exponencial mos-
trada en la seccion de modelado e indicada como ecuacion (4).
v Determinamos la constante temporal de deactivacion (Taugeact) @ partir de ajustar el
trazo de corriente con la siguiente ecuacion:
I (t) = Im exp (V/Taugeact) (9)

donde Im es un factor de normalizacion.
v Ajustamos la dependencia de Taugeact cON €l voltaje con la siguiente ecuacion expo-
nencial:
Tau (V) = exp (- (V-Vtau)/ Stau) + tau(=) (10)

donde Vtau es el potencial al cual tau es igual a 1+ tau(«), Stau representa la sensibilidad
al potencial de la deactivacion, y tau(«) es el valor de la asintota a potenciales positivos.
v Ajustamos la recuperacién de la inactivacion en funcion del tiempo con la siguiente
ecuacién exponencial:
I =1lo+ A (1-exp (-t/tau)) (11)

donde Iy es la amplitud de corriente inicial al tiempo cero de recuperacion, A es el intervalo,

t es el tiempo de recuperacion y tau es la constante temporal de recuperacion.

9- Drogas.
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Para los experimentos de patch clamp y de imagenes en las células HEK293T, usa-
mos el agonista inverso de GHSR, [d-Arg1,d-Pheb,d-Trp7,9,Leu1]-substance P (SPA,
Santa Cruz Biotechnology, Inc.). Para el bloqueo de las corrientes de sodio empleamos
tetrodotoxina, TTX (Sigma-Aldrich). Para los experimentos de patch clamp en los cultivos
neuronales primarios utilizamos el agonista de Cay1 BayK-8644 (Sigma-Aldrich). Para los
experimentos de patch clamp en las células HEK293T utilizamos ghrelina (Global Peptide,
cat# PI-G-03).

10- Estadistica.

Analizamos nuestros datos estadisticamente con el software GraphPad Prism 6
(GraphPad Software Inc., California, USA). Evaluamos si nuestros datos se ajustaban una
distribucion normal con el test de Kolmogorov—-Smirnov, y la homogeneidad de varianzas
con los tests de Bartlett (datos con distribucion normal) o de Brown-Forsythe (datos con
distribucion no normal). Obtuvimos los valores de p a partir del test t de Student o del test
de comparacion multiple de varianzas de una via ANOVA con el post test de Tukey (datos
con distribucion normal); o a partir del test de Mann-Whitney o el test de comparacién mul-
tiple de varianzas no paramétrico Kruskal-Wallis test con el post test de Dunn (datos con
distribucion no normal). En la leyenda de las figuras sefialamos el test especifico usado y
el tamafio de la muestra para cada conjunto de datos. Consideramos que una diferencia es
estadisticamente significativa para valores de p<0,05, informando el valor exacto de p en
cada caso. Expresamos los datos como la media * el error estandar de la media.

La comparacion estadistica realizada en el capitulo Il de esta tesis entre dos ajustes
a la ecuacion de Boltzmann fue ensayada utilizando extra-sum-of-squares F test. Al graficar
los datos en la condicion control y en presencia de ghrelina, la hipétesis nula considera que
todos los datos pertenecen a un mismo ajuste y la hipétesis alternativa es que mas de una
curva se ajusta a los datos presentados. En cada figura se expresa el p y F (DFn, DFd)
obtenidos.

Para comparar las cinéticas de activacion e inactivacién de Cav3.3 en ausencia y en
presencia de ghrelina, utilizamos la correlacion de Pearson. En este tratamiento estadistico
un valor de r=1 indica correlacion perfecta entre las dos variables, un valor de rentre O y 1
indica que ambas variables aumentan o disminuyen en paralelo. Para descartar que esos
cambios se deban a una distribucién aleatoria de las variables y confirmar la presencia de

correlacion significativa consideramos un p< 0,05.
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Capitulo I: “Estudio del efecto de la
actividad constitutiva del receptor
de ghrelina (GHSR) sobre la densi-
dad en membrana de canales de
calcio operados por voltaje (Cay)”

Resultados |
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La primera hipétesis que evaluamos es que las subunidades auxiliares de Cay son el
blanco de la actividad constitutiva de GHSR. Primero evaluamos la Cayf3 sobre la que exis-
ten reportes previos demostrando que impide la retencién de los Cav2 en el reticulo
endoplasmico y reduce su entrada en las vias de degradacion proteasomal, estabilizando
el canal en la membrana plasmatica con el consecuente aumento de la corriente macros-
copica (Altier et al., 2011; Fang & Colecraft, 2011). Para ello, registramos corrientes de
calcio mediante la técnica de patch clamp en configuracion célula entera con fijacion del
voltaje en células HEK293T coexpresando la subunidad principal Cay2.2 junto a Caya201 en
ausencia de Cayf3; con y sin GHSR. Como en ausencia de Cayp esperabamos que la am-
plitud de corriente fuese baja reemplazamos el calcio por bario como ion permeante en la
solucion externa (Hille, 2001). En dichas condiciones, la corriente macroscépica registrada
fue de pequefia amplitud pero medible, y observamos que la coexpresion de GHSR no
modifico el nivel de corriente al compararlo con células que no lo expresaban, y en su lugar
expresaban un plasmido vacio (figura 1A). En contraposicion, al coexpresar GHSR junto a
Cay2.2, CayPsy Cavaz01, observamos nuestro ya reportado efecto de disminucion de la

amplitud de corriente macroscépica mediada por Cay2.2 (figura 1B).

A Cay2.2 + Caya,d, 207 p=10,1209 BCa\,z.z + Caya,d, + CaB, 100] _P=0.0142
-e:esse +GHSR _15] . ) -GI;(?R +GHSR o0
-100 oL § 40— _— %
B0 = o kil = 80
[&] X o i =
;ﬁ_ L — 54 .0:‘. -.,LLQ- L 40 T
: £
4 . £ . #a
2 10ms 0 - 2 5ms QHoeett :
-GHSR +GHSR -GHSR +GHSR

Figura 1. La presencia de la subunidad auxiliar Ca f8; es necesaria para observar el efecto
inhibitorio de la actividad constitutiva de GHSR sobre fas corrientes Cay2.2. A. Trazos
representativos y valores promedio de niveles de corriente (i, 5) de células HEK293T
cofransfectadas con Ca, 2.2, Caya,8; v GHSR (+GHSR, n=43} o plasmidc vacio {-GHSR, n=50)
svocadas a +20 mV desde un potencial de mantenimiento de -100 mV. B. Trazos representalivos v
valores promedio de 1.5y, de células HEK2G3T colransfectadas con Cay2.2, Caya:0,, Caylds v
GHSR (+GHSR, n=22) o plasmido vacio {-GHSR, n=48) evocadas a +20 mV desde un potencial
de mantenimiento de -100 mV. Test de Mann-Whitney.

Ademas del analisis de la corriente macroscopica, en paralelo, Valentina Martinez
Damonte (recientemente doctorada en nuestro laboratorio) realizé el analisis de la densidad
de proteina canal localizado en la membrana plasmatica utilizando una version del canal

Cay2.2 fusionada a GPF (del inglés Green Fluorescent Protein) y un marcador comercial
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de la membrana plasmatica. En las mismas condiciones a las ensayadas en la figura 1,
observamos que la sefial verde fluorescente en la membrana no se modifica en aquellos
experimentos en ausencia de Cavf (estos resultados fueron presentados en la tesis docto-
ral de Valentina Martinez Damonte y corresponden a la figura 4C de (Mustafa et al., 2017)).
En conjunto estos datos confirman que Cayvf3 es necesaria para el efecto inhibitorio de la
actividad constitutiva de GHSR. A continuacién dado que la subunidad Caya201 también es
capaz de incrementar la expresion en superficie de diferentes isoformas de Cavay y dismi-
nuye la internalizacién de los Cay (Canti et al., 2005; Bernstein & Jones, 2007), intentamos
realizar un experimento analogo al anterior pero en este caso en ausencia de Caya201 En
dicho experimento los niveles de corriente de Cay2.2 no fueron significativamente diferentes
de cero (3,33 + 1,50 pA/pF, n=5, p = 0,091, test t de Student versus cero), confirmando la
importancia de la subunidad Caya,0+ para el correcto transporte del complejo canal hacia la
membrana plasmatica. Realizamos entonces experimentos de imagenes utilizando la qui-
mera del canal Cay2.2 fusionado a GFP y si bien observamos una baja densidad de canal
en la membrana plasmatica en ausencia de Cavaz04, pudimos determinar una disminucién
de estos valores por la actividad constitutiva de GHSR (datos presentados en la tesis doc-
toral de Valentina Martinez Damonte y corresponden a la figura 4C de (Mustafa et al.,
2017)). Los resultados presentados hasta aqui sugieren que la subunidad auxiliar Cavp,
pero no la subunidad Caya2d, es requerida para la accién inhibitoria de la actividad consti-
tutiva de GHSR sobre los Cav, y que esta accion de GHSR involucra una disminucion de la
densidad de canal Cay2.2 en la membrana plasmatica.

Paralelamente, ensayamos si Cayp se requiere para la inhibicion de la corriente de
Cay2.2 por la aplicacion aguda de ghrelina (500 nM). Utilizamos células coexpresando
GHSR junto a Cay2.2, Cavaz204 con y sin Cayf3s con amplitud de corrientes detectable y ob-
servamos que ghrelina provocé una inhibicidon de la corriente s6lo en presencia de la
subunidad Cayf3s (figura 2). Estos resultados demuestran que la presencia de la subunidad
auxiliar Cayf no solo seria necesaria para observar el efecto inhibitorio de la actividad cons-
titutiva de GHSR sobre el canal Cay2.2, sino que también seria fundamental en la actividad

evocada por la hormona ghrelina.
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Figura 2. Ef efecto
inhibitorio de la actividad
evocada por ghrelina sobre
las corrientes Cay2.2
depende de fa presencia de
la subunidad Caf3;. Trazos
representativos normalizados
al maximo de corriente v
cursos temporales de niveles
ce corriente  {(loaso)  de
celulas HEK283T
cotransfectadas con Ca 2.2,
Caya,0,, y GHSR en
ausencia (Controf) v
presencia de ghrefina (560
nM, +ghrefina) con Ca,B; (A,
n=3) o plasmido vacio
evocadas a +20 mV desde
un potencial de
manterimientc de -100 mV.
{B, n=4). Valores promedic
del porcentaje de inhibicion
de lcams por ghrelina en
ambas condiciones. Test it de
Student versus cero.

Teniendo presente los resultados mostrados hasta aqui, evaluamos si la actividad

constitutiva de GHSR se extendia a otros subtipos de Cay donde Cayf es parte del complejo

canal, como son los Cay1 neuronales. Para ello registramos corrientes de calcio en células

HEK293T cotransfectadas con Cay1.2 o Cay1.3, junto a las subunidades auxiliares, Caya20+

y Cavfs, y con GHSR o plasmido vacio. Encontramos una significativa disminucion en los

niveles de la corriente macroscopica mediada por Cay1.2 y Cay1.3 en las células coexpre-

sando GHSR en comparacién con el control. Ademas, para el Cay1.3 ensayamos el efecto

de la preincubacién con el agonista inverso de GHSR, SPA, observando que es suficiente

para ocluir el efecto inhibitorio de GHSR (figura 3). Estos resultados indican que los canales

Cav1.2 y Cay1.3 expresados heterdlogamente también son sensibles a la accion inhibitoria

de la actividad constitutiva de GHSR.
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A continuacion, ensayamos si el efecto de la actividad constitutiva de GHSR se ex-
tiende a canales Cay1 enddgenos de neuronas hipotalamicas. Para esto comparamos la
amplitud de corriente Cay1 en cultivos neuronales primarios de hipotalamo derivados de
ratones salvajes (Wild type) y de ratones deficientes para GHSR (GHSR def). En este caso
utilizamos bario como ion permeante para incrementar las corrientes nativas en neuronas
(Hille, 2001). Al realizar los registros electrofisiolégicos, observamos que los niveles de co-
rriente total de bario obtenidos en neuronas derivadas de animales salvajes eran menores
en comparacion con los obtenidos de animales deficientes, en concordancia con datos pre-
vios del laboratorio (Lopez Soto et al., 2015). Para ensayar aisladamente la amplitud de las
corrientes endégenas Cay1 en neuronas hipotalamicas utilizamos Bay-K 8644, una dihidro-
piridina que aumenta selectivamente el tiempo del estado abierto de los canales Cay1 (Hess
et al., 1984; Thomas et al., 1985). Ensayamos esta droga en cultivos neuronales salvajes,
que expresan cantidades nativas de GHSR, y deficientes de GHSR. Observamos que se
duplicé el incremento de la amplitud de la corriente de bario por Bay-K 8644 en neuronas
derivadas de animales deficientes para GHSR en comparacién con las neuronas derivadas
de animales salvajes (figura 4). Estos resultados sugieren que la actividad constitutiva de

GHSR disminuye las corrientes macroscépicas Cay1 nativas de neuronas hipotalamicas.
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GHSR def Wild type Figura 4, La actividad
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Seguidamente evaluamos si la actividad constitutiva de GHSR modula la actividad de
los Cay3 que son funcional y estructuralmente muy diferentes a los ya presentados Cav1y
Cay2. Una caracteristica muy importante en el contexto de nuestros datos es que los Cay3
trafican hacia la membrana plasmatica en ausencia de subunidades auxiliares. En la figura
5 mostramos que tanto los niveles de corriente macroscépica de Cay3.2 como los de
Cay3.3, expresados en ausencia de las subunidades auxiliares, no se modifican significati-
vamente por la coexpresion de GHSR en células HEK293T. Asimismo, la distribucién en la
superficie celular de una quimera de Cay3.2 con GFP no se modificé por la expresion de
GHSR (datos presentados en la tesis doctoral de Valentina Martinez Damonte y correspon-
den a la figura 2B de (Mustafa et al., 2017)). De manera similar a lo presentado en la figura
2, ensayamos el posible efecto de la activacién de GHSR por ghrelina las corrientes ma-

croscopicas mediadas por Cay3.2 y Cay3.3. Encontramos que Cay3.2 no es susceptible a

A Cay3.2 B Ca3s
A 601 P=0,9263 v, 40+ b= 0,3956
GHSR  +GHSR . GHSR  +GHSR . .
-20 o -30 i 30
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ii. - —_
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sl _GHSR +GHSR = 30ms _GHSR +GHSR
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Figura 5. La actividad constifutiva de GHSR no reduce las corrientes Ca3.2 ni las Ca3.3.
A. Trazos representalivos y valores promedio de niveles de corriente (lq.ys5) de células
HEK293T cotransfectadas con Cay3.2 v GHSR (+GHSR, n=10} o plasmido vacio {-GHSR,
n=15) evocadas a -20 mV desde un potencial de mantenimienfc de -100 mV. B. Trazos
representativos y valores promedio de corrente (.53} de célufas HEK293T coilransfectadas
con Ca3.3 y GHSR (+GHSR, n=18) o plasmido vacio (-GHSR, n=7} evocadas a -30 mV desde
un potencial de mantenimiento de -100 mV. Test de Mann-Whitney.
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la aplicacién aguda de ghrelina (inhibicion por ghrelina (%) = 4,98 + 2,05, p= 0,0716, test t
de Student versus cero); sin embargo, las corrientes mediadas por Cay3.3 si lo son (inhibi-
cion por ghrelina (%) = 26,67 £ 4,48, p< 0,0001, test t de Student versus cero). Este efecto
diferencial de ghrelina sobre el subtipo Cay3.3 es estudiado en detalle en el capitulo Il de
la presente tesis.

Dado que varios reportes proponen que el trafico de Cay3 se incrementa por la coex-
presién con las subunidades auxiliares Cay3 y Cava:d (Wyatt et al., 1998; Dolphin et al.,
1999; Dubel et al., 2004; Arias et al., 2005) ensayamos el efecto de la actividad constitutiva
de GHSR sobre los Cay3 en presencia de Cayaz04 y Cayp. Primero comparamos los niveles
de corriente de Cay3.2 versus Cay3.2 coexpresado con Caya201 a igual relacion molar sin
observar un aumento significativo de la corriente (Cay3.2= 18,79 + 3,78 pA/pF (n=10) vs
Cay3.2 + Cava201=20,63 £ 4,21 (n=5), p=0,7695, test t de Student), y tampoco observamos
aumento de la corriente Cay3.3 al coexpresar Cava»201 (Cay3.3= 15,62 + 3,23 (n=15) pA/pF
vs Cay3.3 + Caya201=9,00 £ 3,67 (n=11), p= 0,2174, test de Mann Whitney). Luego ensa-
yamos el efecto de la coexpresion de GHSR en presencia de Caya204 sobre Cay3.2 o de

Cay3.3 y encontramos que no se modifica el nivel de corriente respecto del control (figura
6).
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Figure 6. La actividad constitutiva de GHSR no modifica las corrientes Ca, 3.2 y Ca,3.3 en
presencia de Ca,a.,0,. A. Trazos representalivos y valores promedic de niveles de corriente
{Iravs o) células HEKZ93T colransfectadas con Cay3.2, Caya.b, y GHSR (+GHSR, n=6) o plasmido
vacio (-GHSR, n=5} evocadas a -20 mV desde un polencial de manitenimiento de -100 mV. B.
Trazos representativos y valores promedio de corriente (Iq,ys ) células HEK283T cotransfectadas
con Cay3.3, Caya,:0, y GHSR (+GHSR, n=13) o plédsmido vacic (-GHSR, n=11) evocadas & -30 mV
desde un potencial de mantenimiento de -100 mV. Test t de Student (A) y test de Mann-Whitney
(B).

A continuacion ensayamos el efecto de la actividad constitutiva de GHSR sobre los

Cay3 en presencia de la subunidad auxiliar Cayfs. De manera similar a lo descrito para

Caya201, evaluamos primero el efecto de coexpresién de CayBsjunto a Cay3.2 en idéntica
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relacion molar sin observar un incremento significativo en la corriente basal mediada por el
canal (Cay3.2= 19,54 + 2,87 (n=14) pA/pF vs Cay3.2 + Cavf33= 19,30 + 3,38 (n=26), p=
0,5418, test de Mann Whitney). En paralelo observamos que la coexpresion de CavBsy
Cay3.3 en iguales relaciones molares provoca un leve aumento de la corriente sin ser esta-
disticamente significativo (Cay3.3= 15,62 + 3,23 pA/pF (n=15) vs Cay3.3 + Cayfs= 24,57 +
8,95 (n=11), p= 0,3028, test t de Student). Una vez establecido el efecto de Cayf sobre las
corrientes Cay3.2 y Cayv3.3 ensayamos el efecto de la actividad constitutiva de GHSR en
estas condiciones. La figura 7 muestra que la coexpresion de Cay3.2 o de Cay3.3 y GHSR
reduce las corrientes macroscopicas registradas en células HEK293T y que este efecto es
proporcional a la cantidad de plasmido conteniendo Cayfs. Para corroborar que dicho efecto
era debido a la actividad constitutiva de GHSR preincubamos células coexpresando Cay3.2
o Cay3.3 junto a Cays y GHSR con SPA y observamos que esta maniobra revierte el efecto
inhibitorio del receptor. Asimismo, encontramos niveles reducidos de fluorescencia de

Cay3.2-GFP en la superficie celular sélo cuando GHSR se coexpresa con Cayf3s, y este
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Figure 7. La actividad consfituliva de GHSR reduce las corrientes Cay3.2 y Ca3.3 de
manera dependiente de Cayfi;, A. Trazos represeniativos de corriente (l.,:,) de células
HEK2G83T cotransfectadas con Ca,3.2, Ca,fS;yv GHSR (+GHSR) preincubadas o no con SPA (1
M, +GHSR+SPA), ¢ plasmido vacio (-GHSR) y valores promedic de niveles de I, ys, en
presencia de relaciones mofares CayB,/Ca 3.2 crecientes evocadas a -20 mV desde un
potencial de mantenimienio de -100 mV. B. Trazos representativos de corriente (Iqgyz3) de
célutas HEKZ293T cofransfectadas con Cay3.3, Ca Bz y GHSR (+GHSR} preincubadas o no con
SPA (1 uM, +GHSR+SFA), o pfasmido vacio (-GHSR} y valores promedio de niveles de I3 3
en presencia de relaciones mofares CafSCa3.3 crecienfes evocadas a -30 mV desde un
potencial de mantenimiento de -100 mV. Tesf de Mann Whitney y Kruskai-Wallis con post-fest
de Dunn.
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efecto fue bloqueado por la preincubacion con SPA (datos presentados en la tesis doctoral
de Valentina Martinez Damonte y corresponden a la figura 3B de (Mustafa et al., 2017)). De
acuerdo con estos datos, los Cayv3 ensayados también serian blanco de la actividad cons-
titutiva de GHSR, con la sola condicién de que Cayf3 esté coexpresada en la célula.

Como se planted en la hipodtesis, la disminucidn de canales en la membrana plasma-
tica podria involucrar una disminucion en el trafico desde el reticulo endoplasmico y el
aparato de Golgi hacia la membrana plasmatica y/o un incremento en la internalizacién
desde la membrana plasmatica hacia el sistema de endosomas. Para ensayar dichas posi-
bilidades, analizamos la sub-localizacién celular de la subunidad Cayf3 en presencia o no
de GHSR utilizando versiones de Cayf3 fusionadas con GFP y marcadores comerciales de
diferentes compartimentos intracelulares: membrana plasmatica (pPalmitoyl-mTurquoise2,
(Goedhart et al., 2012)), reticulo endoplasmico (mCh-Sec61 beta, (Zurek et al., 2011)), apa-
rato de Golgi (pmTurquoise2-Golgi, (Goedhart et al., 2012)) y endosoma de reciclaje
(DsRed-rab11 WT, (Choudhury et al., 2002)). El marcador pPalmitoyl-mTurquoise2 consiste
en un plasmido conteniendo una secuencia de palmitoilacién que ancla a la proteina mTur-
quoise2 a la membrana plasmatica mientras que el mCh-Sec61 beta consiste en un
plasmido codificante para la subunidad 3 del complejo proteico de la secretasa 61 (complejo
transmembrana del reticulo endoplasmatico responsable de la translocacion cotraduccional
de los polipéptidos). Por su parte, pmTurquoise2-Golgi codifica para la secuencia sefal de
retencion en el aparato de Golgi de la enzima (3-1,4-galactosiltransferasa 1 y el plasmido
DsRed-rab11 WT codifica para la pequefia Rab GTPasa Rab11A cuya funcién es regular
el reciclaje endocitico. Por datos previos de nuestro laboratorio sabiamos que el efecto de
la actividad constitutiva de GHSR se observa en células expresando dos subtipos diferentes
de Cayvp: CavBs (proteina soluble que al interaccionar con la subunidad Cavas se localiza
en la membrana plasmatica (Bichet et al., 2000)) y CayB2a (proteina palmitoilada que se
localiza en membrana plasmatica aun en ausencia de Cayaq (Chien et al., 1995; Chien et
al., 1996; Chien et al., 1998)). En nuestros ensayos utilizamos microscopia confocal para
registrar la sublocalizacién de las proteinas y el coeficiente de Manders como medida de
co-localizacion de dichas proteinas. En una primera serie experimental utilizamos células
HEK293T coexpresando marcadores de reticulo endoplasmico y membrana plasmatica
junto con Cay2.2, Cavaz01 y CayP2a-GFP con y sin GHSR. Observamos que en ausencia de
GHSR la subunidad Cayf2.-GFP se sublocaliza mayoritariamente en la membrana plasma-
tica como estaba reportado (Yeon et al., 2018) mientras que en presencia de GHSR, la

localizacion de CavB2.-GFP disminuye en la membrana plasmatica y se incrementa en el
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reticulo endoplasmico (figura 8). Para confirmar que dicho efecto se debe a la actividad
constitutiva de GHSR preincubamos en paralelo células con SPA y el patron de sub-locali-
zacién de CavfB2a en presencia de GHSR fue revertido, restableciéndose los niveles de

CavpB2a en la superficie celular y en el reticulo endoplasmico (figura 8).
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Figura 8. La actividad constitutiva de GHSR reduce la densidad en membrana
plasmdtica de Cafi;; mientras que la incrementa en el reticulo endopldsmico.
Microfolografias de células HEKZ83T cofransfectadas con Ca2.2, CayB,-GFP,
Caa:6,, marcador de membrana plasmatica {marc. de MP), marcador de reticulc
sndoplasmico (maic. de RE), y GHSR preincubadas con SPA {1ufd, +GHSR+SFA,
n=18} ¢ no {(+GHSR, n=18), y una condicién control expresando plasmido vacio {-
GHSR, n=18}. Las barras indican la co-localizacion enire fa sefial verde proveniente
de Caf3,,-GFP con la sefiaf azul proveniente def marcador de MP, o con fa sefial rofa
proveniente del marcador de RE. La escala indica 10 um. ANOVA de una via y post
test de Tukey.

Por otro lado ensayamos la sub-localizacién de CayB2.-GFP en las mismas condicio-

nes pero utilizando el marcador del aparato de Golgi. Como se muestra en la figura 9, la
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coexpresion de GHSR disminuye los niveles de Cav2a-GFP en el aparato de Golgi, lo que
se podria explicar si el canal es retenido en el reticulo endoplasmico —como sugiere el re-
sultado anterior- recordando que el trafico del complejo canal seria desde el reticulo hacia
el aparato de Golgi para finalmente llegar a la membrana plasmatica. Dicho fenédmeno es
revertido por la preincubacién con SPA, lo que confirma la participacion de la actividad
constitutiva de GHSR.
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Figura 9. La actividad consfitutiva de GHSR reduce la densidad en aparato de
Golgi de Caf8.,. Microfotografias de celulas HEK293T cofransfectadas con Ca 2.2,
Cayb,,-GFP, Caa,6,, marcador de aparato de Golgi {marc. de G} y GHSR
preincubadas con SFPA (TuM, +GHSR+SPA, n=15} o no (+GHSR, n=20}, y una
condicion conlrol expresando plasmido vacio (-GHSR, n=16). Las barras indican fa co-
focalizacion entre fa sefial verde proveniente de (Caf3.,-GFF con fa sefial azuf
proveniente del marcador de G. La barra de escala indica 10 um. Kruskal-Wallis v post
test de Dunn.

Al realizar los experimentos en presencia de la subunidad auxiliar Cay[3; en células
coexpresando Cay2.2 y Cava201 en ausencia del receptor observamos una menor localiza-
cién en membrana plasmatica en comparacion con la subunidad auxiliar Cayp2a lo que
coincide con lo reportado en la bibliografia (Yeon et al., 2018). Por otro lado, al coexpresar
GHSR, observamos que al igual que Cayvp2s, la localizacion subcelular de Cayv3s-GFP esta
disminuida en la membrana plasmatica, y esto se acompafia con un incremento en el re-
ticulo endoplasmico (figura 10). Ademas el patron de distribucion es revertido por la

preincubacion de las células con el agonista inverso, SPA.
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Figura 10. La acfividad constitutiva de GHSR reduce la densidad en membrana
plasmdtica de Cayfi; mientras que la incrementa en el reficulo endopldsmico.
Microfotografias de células HEK283T cotransfectadas con Ca2.2, Caf3;-GFP, Ca,a.8;,
marcador de membrana pfasmafica (marc. de MP), marcador de reficulo endopldsmico (mate.
de RE), y GHSR pre-incubadas con SPA {1uM, +GHSR+SPA} o no (+GHSR), y una
condicién controf expresando plasmido vacio (-GHSR). Las bairas indican fa co-localizacion
entre la sefial verde proveniente de Ca8s-GFP con la sefial azul proveniente del marcador de
MP, o con la sefial roja proveniente del marcador de RE. Las barras representan fa media £
error. La barra de escala indica 10 um. ANOVA de una via y post test de Tukey.

Seguidamente evaluamos la sublocalizacion de CavBs-GFP en el aparato de Golgi y
no se observaron cambios significativos generados por la actividad constitutiva de GHSR

(figura 11) a diferencia de lo observado para Cayp2.-GFP.
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Figura 11. La actividad constitufiva de GHSR no modifica la densidad en aparado de
Golgi de Cayf,. Microfolograffas de célufas HEK293T cotfransfectadas con Ca, 2.2, Ca s
GFP, Cayu,0,, marcador de aparato de Golgi (marc. de G) y GHSR preincubadas con SPA
(TuM, +GHSR+SFPA, n=16} ¢ no (+GHSR, n=18), y una condicibn control expresando
plasmido vacio (-GHSR, n=7). Las barras indican la co-localizacién entre la sefial verde
proveniente de Caf,-GFFP con la sefiaf azuf proveniente def marcador de G. La escala indica
10 um. Kruskal-\Wallis v post test de Dunn.

Finalmente ensayamos la participacion de las vias endociticas con un marcador de
endosomas de reciclaje. En este caso no observamos cambios en la sublocalizacién de la
subunidad auxiliar Cayf2a (figura 12A) ni de Cayps (figura 12B) en los endosomas de
reciclaje cuando coexpresamos GHSR. En concordancia con este resultado, observamos
que al coexpresar un dominante negativo (Rab11bGDP) de una proteina que media la in-
ternalizacion de Cay1.2 hacia los endosomas, Rab11b, no altera el efecto de la actividad
constitutiva sobre los niveles de corriente de Cay2.2 (figura 13A). Ademas, hallamos un
resultado en la misma direccion al ensayar la participacion de una pequefia GTPasa: RhoA.
Dicha proteina disminuye la densidad en superficie de los canales Cay2.2 y Cay2.3 por un
mecanismo dependiente de internalizacion (Rousset et al., 2015). Al coexpresar un inhibidor
de RhoA (toxina C3, plasmido previamente utilizado (Notcovich et al., 2010)) en presencia
de Cay2.2, junto a sus subunidades auxiliares y GHSR, observamos una significativa re-
duccién de la corriente en comparacion con células transfectadas con plasmido vacio
(figura 13B). Estos datos confirman que las vias endociticas mediadas por Rab11b y RhoA
no estarian involucradas en el mecanismo de accién de la actividad constitutiva de GHSR
sobre los Cay2.
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Figura 12. La actividad constitutiva de GHSR no modifica la densidad de Ca,f,; ni de
Cayf3,, en los endosomas de reciclaje. A. Microfolografias de células HEK293T
cofransfectadas con Ca,2.2, CafB,.,-GFF, Ca.a,6, marcador de endosomas de reciclaje
{marc.de ER), y GHSR pre-incubadas con SPA {1ubM, +GHSR+SFA, n=18} o no (+GHSR,
n=20), y una condicion control expresando pfasmido vacic {-GHSR, n=18). Las barras indican la
co-iocalizacion entre la sefial verde proveniente de Cayf.,-GFP con fa sefial roja proveniente
cfel marcador de ER. Las barras representan la media + error. La barra de escala indica 10 um.
Kruskal—\Wallis y post test de Dunn. B. Microfofografias de células HEK2$3T coiransfectadas
con Cay2.2, Ca3-GFP, Ca .5, marcador de endosomas de reciclaje (marc. de ER), y GHSR
pre-incubadas con SPA (Tub, +GHSR+SPA, n=18) o no {+GHSR, n=16), y una condicién
controf expresando plasmido vacio (-GHSR, n=8). Las bartras indican la co-localizacién entre la
sefial verde proveniente de Ca,8:-GFP con la sefial roja proveniente del marcador de ER. Las
barras representan la media t error. La baira de escala indica 10 um. Kruskai-Wallis y post fest
de Dunn.
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Figura 13. La actividad consfitutiva de GHSR reduce las corrientes Ca2.2 de manera
independiente de Rab11b y RhoA. A. Trazos representativos y valores promedio de niveles de
cotriente (lcav. o) de células HEK293T cotransfectadas con Ca 2.2, Caa.0,, Cay s Rab11GDP y
GHSR (+GHSR, n=4) o plasmido vacio {-GHSR, n=10) evocadas a +1C0 mV desde un potencial de
mantenimiento de -100 mV. B. Trazos represeniativos y valores promedio de niveles de I,y de
células HEK293T cotransfeciadas con Ca 2.2, Caya:G,, Cayfs toxina-C3 y GHSR (+GHSR, n=4} o
plasmido vacic {(-GHSR, n=4) evocadas a +10 mV desde un pofencial de mantenimiento de -100
mV. Test { de Student.

Nuestros resultados hasta aqui indican que la actividad constitutiva de GHSR reduce
la densidad de corriente de los Cay solo en presencia de Cav[3 y modifica la sub-localizacion
de CaypB, incrementando su densidad en reticulo endoplasmico. Para confirmar que estos
eventos estan relacionados y que GHSR impacta sobre el complejo canal decidimos ensa-
yar si GHSR modula la sublocalizacién de Cav3 de manera dependiente de la subunidad
principal Cavas. Para esto realizamos la misma serie de experimentos que los presentados
en las figuras 8 y 10 pero en ausencia de Cavai. Nuestra primera observacion fue que la
subunidad Cayf3; disminuye la localizacion en la membrana plasmatica en ausencia de
Cavaq en comparacion con lo observado en la figura 10 y lo reportado previamente (Bichet
et al., 2000) (figura 14B), mientras que la Cayf24 sigue anclada a membrana gracias a su
modificacion post-traduccional (Yeon et al., 2018) (figura 14A). En estas condiciones ex-
perimentales hallamos que la coexpresion de GHSR no modifica la distribucion de Cayf3s ni
de Cavf2s en la membrana plasmatica ni en el reticulo endoplasmico (figura 14). Asi, po-
demos postular que el efecto de la actividad constitutiva de GHSR actua modificando la
localizacion sub-celular del complejo canal en forma dependiente de la subunidad auxiliar
CavB.
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Figura 14. La actividad constitutiva de GHSR no reduce la densidad en membrana plasmadtica
de Cayf3 en ausencia de Cayu, A. Microfolografias de celufas HEK293T cotransfecfadas con
CaB.:-GFP, Cayu,6, marcador de membrana plasmatica (marc. de MP), marcador de reticulo
endoplasmico (marc. de RE), y GHSR (+GHSR, n=8), v una condicion conircl expresando plasmido
vacio (-GHSR, n=8). Las barras indican fa coc-localizacion entre la sefial verde proveniente de
CafB.:-GFP con la sefial azuf proveniente del marc. de MP, o con la sefiaf roja proveniente def marc.
dge RE. Test de t de Student (A). B. Microfoiografias de celulas HEK293T cofransfectfadas con Ca, 34
GFF, Ca,u,6,, marcador de membrana plasmatica (marc. de MPl, marcador de reticulo
endoplasmico (marc. de RE), y GHSR (+GHSR, n=7), ¥ una condicion conirol expresandoc pfasmido
vacio (-GHSR, n=8). Las barras indican fa co-localizacion enire la sefial verde proveniente de Ca\B;-
GFFE con la sefial azul proveniente del marc. de MP, o con la sefial rofa proveniente del marc. de RE.
Test de Mann Whitney. La escafa indica 10 um.

A continuacion utilizamos un mutante puntual de Cay2.2 (Cay2.2W391A) que interac-
ciona débilmente con Cayf3 (Leroy et al., 2005; Van Petegem et al., 2008) para intentar ocluir
el efecto de GHSR. Primero realizamos medidas control de la densidad de corriente con
este mutante y encontramos que registros a 24 horas post-transfeccion no mostraban co-
rrientes de calcio medibles aun en presencia de bario 10 mM (Cay2.2 + Cayfs + Cava201 =
322,39 £ 9,25 pA/pF (n=3) vs Cay2.2W391A + Cayps + Cava201= 0,00 + 0,00 pA/pF (n=3),
p<0,0001, test t de Student). Realizamos entonces los registros a las 48 horas post-trans-
feccion y en presencia de bario 10 mM donde logramos resolver corrientes pequefas pero
diferentes de cero para Cay2.2W391A (Cay2.2W391A + Cayps + Cavazds = 11,29 + 4,12
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pA/pF (n=7), p=0,0336, test t de Student versus cero). En estas condiciones los niveles de
corriente macroscépica para Cay2.2W391A fueron no detectables en el conjunto de células
coexpresando GHSR, tanto al coexpresar la subunidad Cayf3s como la CayBz24, en compa-
racion con los controles sin GHSR, indicando que la mutaciéon W391A no es suficiente para
ocluir el efecto inhibitorio de la actividad constitutiva de GHSR sobre el complejo canal (fi-

gura 15).
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A continuacion decidimos indagar si la distribucién de GHSR per-se se ve modificada
por la coexpresion de Cavai. Como puede observarse en la figura 16 se observa que la
expresion del receptor GHSR-YFP, proteina fusionada a yellow fluorescent protein, esta
disminuida en la membrana plasmatica, al mismo tiempo que su expresion aumenta signi-
ficativamente en el reticulo endoplasmico cuando la subunidad Cava4 esta coexpresada en
la célula. Este resultado indica que GHSR presenta un patrén de distribucion similar al com-
plejo canal. Por otro lado, dicho fendmeno no se observa al utilizar una versiéon mutante del
receptor (A204E-YFP), que carece de actividad constitutiva. En este caso, el receptor se
expresa en la membrana plasmatica en forma similar en presencia o ausencia de la subuni-
dad Cavyay, al mismo tiempo que su localizacién en el reticulo endoplasmico disminuye
levemente en presencia de dicha subunidad. Estos resultados se podrian explicar si pen-

samos que la actividad constitutiva de GHSR utiliza un mecanismo que implica la
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endoplasmico impidiendo su correcto trafico hacia la membrana plasmatica.

A GHSR-YFP +Cana,8, +CayB;

B £204E-YFP +Caya,8, +Cayps
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Figura 16. La densidad de GHSR disminuye en la membrana plasmiética al mismo tiempo gue
se incrementa en ef reticulo endoplasmico solo en presencia de Caya; A. Microfotografias de
células HEKZ283T cofransfectadas con GHSR-YFP, Cayf3; Ca,a,5,, marcador de membrana
plasmatica (marc. de MP), marcador de reficuic endoplasmice (marc. de RE}, v Ca,2.2 (+Ca,2.2,
n=18}, y una condicién control expresando plasmido vacio (-Ca,2.2, n=9). B. Microfotografias ds
céfulas HEK293T cotransfectadas con AZ204E-YFF, Ca,8; Cay0.8, marcador de membrana
plasmatica (marc. de MF), marcadar de reticulo endoplasmico (marc. de RE), v Cay2.2 (+Ca 2.2,
n=11), y una condicion control expresando plasmido vacfo {-Ca,2.2, n=8). Las barras indican la co-
focalizacion enire la sefiaf verde proveniente de GHSR/AZ04E-YFF con fa sefial azul proveniente def
marc .de MF, o con fa sefial rofa proveniente def marc. de RE. L& barra de escala indica 10 ym. Test t
de Student.

Siendo que encontramos que el complejo canal es retenido en el reticulo endoplas-
mico por accion de la actividad constitutiva de GHSR (figuras 8 y 10) y que ademas el propio
GHSR aumenta su localizacion en reticulo endoplasmico y disminuye en la superficie celu-
lar cuando la subunidad principal de Cay2.2 esta coexpresada (figura 16) decidimos realizar
una serie de experimentos coexpresando, junto a GHSR y el canal, dos versiones de GHSR
que no poseen actividad constitutiva, que estan sub-localizadas mayoritariamente en re-
ticulo endoplasmico y que son capaces de interaccionar con GHSR salvaje (Damian et al.,
2015). Estas proteinas son GHSRA204E, el mutante puntual (Pantel et al., 2006) y
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GHSR1b, la versién truncada de splicing alternativo (Chow et al., 2012). Los resultados se
muestran en las figuras 17 y 18. La base racional de estos experimentos es que nuestros
datos previos (Lopez Soto et al., 2015) muestran que una relacion molar GHSR:Cay2.2 =
0,6 es suficiente para disminuir significativamente la corriente Cay2.2 mientras que una re-
lacién molar de 0,1 nolo es. En la serie experimental de la figura 17 incluimos una condicién
donde GHSRAZ204E en relacion molar 0,6 con Cayv2.2 no modifica la corriente como se
espera si no posee actividad constitutiva. Sorprendentemente, la combinacién de GHSR
salvaje a 0,1 y GHSRAZ204E a 0,5 reduce la corriente al mismo nivel que GHSR salvaje a
0,6 y ese efecto es ocluido por la preincubacion con SPA, confirmando la participacion de

la actividad constitutiva del GHSR salvaje.

Cav2.2 + Cavga + Ca\xa251

+ GHSR + GHSR + A204E + A204E  + GHSRG,1 + GHSR 0,1
0,1 0,56 0,5 G5 + A204E G5 + A204E 0.5
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Figura 17. La coexpresion de GHSR junto a su version mutada (A204E} reduce las
corrientes mediadas por Ca2.2. Trazos representativos y valores promedio de niveles de
cortiente o,y - de células HEK293T cotransfectadas con Cay2.2, Caa,0,, Cayfb; ¥y GHSR en
diferentes refaciones molares respecio af canal (+GHSR (0,1), n=24; (+GHSR (0,6}, n=17}, ¢
junfo a A204E (+AZ204E (0. 5), n=11; (+A204E (G 6), n=18}, o ambos preincubados (+GHSR
{0,1) + A204E (G.5) + SPA, n=16) o no (+GHSR {G, 1) + A204E {C5), n=33) con SPA
evocadas a +10 mV desde un potencial de mantenimients de -100 mV. Kruskai-¥Wallis y post
test de Dunn.

63



Capitulo I: Resultados

En forma similar, en la figura 18 ensayamos combinar cantidades pequefas de
GHSR salvaje (relacién molar con Cay2.2=0,1) con cantidades altas de GHSR1b (relacion
molar con Cay2.2=0,5) la cual no afecta la corriente por si sola. Encontramos nuevamente
que la combinacién de estas dos proteinas modula negativamente la corriente en forma

similar a la concentracion alta de GHSR salvaje.

80-
Cav2.2 + Ca\,!Bg + Ca\;a251 p= 0’0175
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Figura 18. La coexpresion de GHSR1Ta junto a su versién truncada, GHSR1b, reduce ias
corrientes mediadas por Cay2.2. Trazos representatives v valores promedio de niveles de
corriente (oo, ) de células HEK293T cotransfectadas con Ca 2.2, Ca a6, Ca,B8; v GHSR1a en
diferentes relaciones molares respecto al canal (+GHSR1a (0.1}, n=21; (+GHSR1a {0.6)}), n=8; o
GHSR1b (+GHSR1h (0,5}, n=39) o0 ambos {(+GHSRTa (G, 1) + GHSR1b (0,5), n=35} evocadas a
+10 mV desde un polencial de mantenimiento de -100 mV. Kruskal-Wallis y post test de Dunn.

Creemos que estos resultados pueden interpretarse de dos maneras: por un lado,
GHSR podria formar un complejo con Cay2.2 que retiene a ambas proteinas en el reticulo
endoplasmico, y tanto GHSRA204E como GHSR1b, al interaccionar con GHSR salvaje,
aumentarian la retencion de GHSR salvaje y, por lo tanto de Cay2.2 en el reticulo endoplas-
mico; por otro lado, es posible que las cascadas corrientes abajo de G, activadas
basalmente por GHSR pudieran modular a Cay2.2 o a GHSR (o a la porcion analoga en
GHSR1b 0 GHSRAZ204E) y esto estimular la interaccion entre el canal y el receptor y/o la

retencion del complejo en el reticulo endoplasmico.
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GHSR es importante para la regulacién del apetito, el peso corporal, el aprendizaje y
la memoria (Nakazato et al., 2001; Diano et al., 2006; Jerlhag et al., 2006). En esta tesis
extendimos estudios previos de nuestro grupo acerca de la actividad constitutiva de GHSR
sobre los canales Cay2 para demostrar que dicha actividad también puede regular la acti-
vidad de los canales Cay1 y Cay3. La actividad constitutiva de GHSR previene el trafico
desde el reticulo endoplasmico de Cayas, sélo en presencia de la subunidad auxiliar Cayf3,
resultando en una reduccion de la densidad de complejo canal en la superficie celular.

La modulacion de Cay dependiente de GPCR altera en muchos casos el trafico de
los canales, incluidos el receptor opioide mu, el receptor tipo opioide 1 (ORL1, por sus
siglas en inglés opioid receptor like-1), los receptores de dopamina (DR, por sus siglas en
inglés dopamine receptor) y receptores de GABA (GABAGg, por sus en inglés y-aminobutyric
acid B receptor). Estas son modulaciones a largo plazo e independientes del nivel de acti-
vidad neuronal (Gray et al., 2007). Varios de estos receptores reducen la densidad en
superficie de Cay por internalizacion del canal o co-internalizacion del complejo GPCR-Cay.
El ORL1 reduce la densidad del Cay en la membrana plasmatica luego de largas exposi-
ciones a su agonista y dicho proceso implica un trafico incrementado hacia los endosomas
tempranos o hacia los lisosomas (Altier et al., 2006). La remocion de los Cay de la mem-
brana plasmatica no parece ser un mecanismo en el que participa la actividad constitutiva
de GHSR dado que en nuestros experimentos de imagenes no observamos un incremento
de la localizacién subcelular del complejo canal en el sistema de endosomas. Por otro lado,
asi como lo reportado para GHSR, otros GPCRs regulan la actividad de los Cavy su den-
sidad en superficie de manera independiente de la presencia de su agonista. En este
sentido, ORL1 ejerce una modulacién negativa sobre la actividad del canal Cav2.2 en au-
sencia de nociceptina, formando un complejo ORL1- Cay2.2 (Beedle et al., 2004). Ademas,
los receptores de dopamina D1R y D2R interaccionan directamente con el canal Cay2.2
para incrementar los niveles de expresion en superficie celular en condiciones basales,
mientras que al ser activados por dopamina, el complejo Cay2.2-DR co-internaliza
(Kisilevsky et al., 2008; Kisilevsky & Zamponi, 2008). Estos reportes muestran que los
GPCRs son capaces de impactar en el trafico de los canales por interaccién directa. En el
caso de GHSR, el hecho de que la actividad constitutiva dependa de la cantidad de receptor
expresada (Lopez Soto et al., 2015), y que dependa de la cantidad de subunidad auxiliar
Cay3, abre la posibilidad de que la inhibicién crénica en el trafico de los Cay requiera de
una interaccion directa entre el GPCR vy el canal. En ese sentido, nuestro experimento de

trafico de GHSR-YFP, demostraria indirectamente la factibilidad del mecanismo, dado que
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su expresion en membrana plasmatica en concomitancia con su aumento en el reticulo
endoplasmico, solo se observa en presencia de la subunidad principal Caya4, fenémeno
que no se visualiza al realizar el ensayo con la version carente de actividad constitutiva de
GHSR (GHSR-A204E). Asimismo nuestros experimentos usando combinaciones de
GHSR1a y A204E o de GHSR1a y GHSR1b, sugeririan que forzar la retencion de GHSR1a
en el reticulo endoplasmico, a través de la formacién de dimeros GHSR-A204E o GHSR-
GHSR1b, retiene el complejo canal y de ese modo reduce la localizacion en superficie y en
consecuencia la corriente macroscépica.

En este trabajo hemos demostrado que la actividad constitutiva de GHSR reduce el
trafico de Cay hacia la superficie celular de manera dependiente de la subunidad auxiliar
Cayf. De hecho, la relacion molar Cayp/Cayas determina el grado de regulacion negativa
que ejerce la actividad constitutiva de GHSR al menos sobre las corrientes macroscépicas
mediadas por los Cay3.2 y Cay3.3. La dependencia del efecto con la estequiometria de las
subunidades sugiere que su interaccion es necesaria para observar el efecto inhibitorio de
GHSR. Consistente con esto, demostramos que la subunidad principal Cayas debe estar
presente en la célula para que la actividad constitutiva de GHSR modifique la sublocaliza-
cion celular de CayB-GFP. Por otro lado, encontramos que la interaccion entre Cavaq y
Cav3 mediada por el aminoacido W391 en la region AID de Cavas no seria requerida para
el efecto inhibitorio de GHSR. En relacion a esta interaccion existen estudios donde se
sintetizaron diferentes compuestos con el objetivo de impedir la interaccién entre Cavasy
Cav. El grupo de Minor disefié un péptido conteniendo un residuo m-xililo que logra incre-
mentar la formacién de a hélice del dominio AID de la Cava4, generando estructuralmente
una interaccion compatible a la nativa AID-Cavf3. A través de estudios estructurales y elec-
trofisiolégicos estos autores demuestran que ese péptido puede funcionar como
antagonista de la interaccién nativa entre Cayaqy Cayv3 modulando la funcion del Cay. Dicho
efecto es selectivo a la isoforma de Cayp siendo afectada la interaccion de Cavas con la
subunidad citosélica Cavf3; y no siendo afectada la misma interaccién pero con la subuni-
dad anclada a la membrana Cay2a (Findeisen et al., 2017). Recientemente, Chefdeville y
colaboradores demostraron que un analogo sintético de quinazolina se une especifica-
mente a CaypB, inhibiendo selectivamente la interaccidén proteica entre Cayf2 y AID del
subtipo Cay2.2 e inhibe su funcién en neuronas sensoriales de los ganglios de la raiz dor-
sal. Asimismo esta droga inhibe la localizacion presinaptica de Cay2.2 in vivo e inhibe la
neurotransmision espinal. Finalmente, el compuesto resultdé ser anti-nociceptivo en ratas

naive e invirti6 la alodinia mecanica e hiperalgesia térmica en modelos de roedores de dolor
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agudo y neuropatico (Khanna et al., 2019). Este estudio incrementa la relevancia de la
interaccion entre Cavaqy Cavp en diferentes sistemas fisioldgicos. En el mismo sentido,
Dolphin y colaboradores han demostrado que resulta inadmisible sobreexpresar en siste-
mas nativos la subunidad Cava4 en ausencia de Cayf3 y Cavaz20 bajo el supuesto que dichas
subunidades enddgenas estarian en exceso y podrian formar un complejo activo con la
subunidad principal sobreexpresada. Asimismo, demuestran que existen determinantes
aminoacidicos en el filtro de selectividad del poro que estan implicados en el correcto trafico
hacia la membrana plasmatica del complejo canal (Meyer et al., 2019). En este escenario,
un ensayo interesante a realizar seria utilizar alguno de estos compuestos que interrumpen
la interaccion entre Cavay Cayf3 en células que coexpresan GHSR y evaluar si el efecto
de la actividad constitutiva sobre los Cay se modifica. En este contexto consideramos que
nuestro estudio sobre el mecanismo de accion de la actividad constitutiva de GHSR contri-
buye a entender la regulacion del trafico de los Cay.

En esta tesis, hemos demostrado que, de manera similar a la actividad constitutiva
de GHSR, la actividad evocada por ghrelina inhibe la corriente macroscépica mediada por
Cay2.2 en forma dependiente de la presencia de CayB. En este sentido, y como desarro-
llamos en la introduccion, se ha demostrado que la inhibicion del mismo subtipo de canal
desencadenada por la activacion del receptor de dopamina tipo D2R es menor en aquellas
células que no expresan la subunidad auxiliar Cayf y que dicha inhibicién es totalmente
independiente del voltaje (Meir et al., 2000).

Teniendo en cuenta que encontramos que la inhibicién crénica de los Cay por la ac-
tividad constitutiva de GHSR se basa en la retencion del complejo canal en el reticulo
endoplasmico, mientras que observamos una leve disminucién en la proporcioén de canales
localizados en el aparato de Golgi (sélo para Cavfza), postulamos que Cayf3 actia como un
inhibidor del trafico hacia la membrana plasmatica cuando GHSR se encuentra activo, a
pesar del establecido rol como estimulador de dicho trafico para esta subunidad auxiliar.
En esta direccion, estudios previos han demostrado que Cayp controla el trafico hacia la
membrana plasmatica de los Cay (Simms & Zamponi, 2012) al prevenir la ubiquitinacién
del canal y su posterior degradacion por el proteasoma al enmascarar un dominio de re-
tencién en el reticulo endoplasmico presente en la subunidad principal Cavas (Altier et al.,
2011; Fang & Colecraft, 2011) o quizas exponer un sitio de exportacion hacia la membrana
plasmatica. No obstante, varios reportes sugieren una funcién putativa dual para Cayf,
tanto como estimulante del trafico hacia la membrana plasmatica como mediadora del tra-

fico hacia endosomas. El grupo de Hidalgo ha postulado un mecanismo donde dimeros de
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Cav interactuan con dinamina y quizas pequenas GTPasas estimulando la endocitosis del
complejo canal (Gonzalez-Gutierrez et al., 2007; Miranda-Laferte et al., 2011). En relacion
a ello, nosotros encontramos que dos pequefias GTPasas, Rab11b y RhoA, no estarian
involucradas en el mecanismo a través del cual actia la actividad constitutiva de GHSR,
apoyando la idea de que el proceso de internalizacion no estaria implicado en dicho efecto.
Si los canales Cay son retenidos en compartimentos intracelulares, una pregunta abierta
es ¢cual es el destino de estas proteinas? Existen diferentes estudios demostrando que la
reduccién en el trafico hacia la membrana plasmatica es seguida por un incremento en la
degradacion por el proteasoma (Altier et al., 2011; Waithe et al., 2011; Marangoudakis et
al., 2012). Interesantemente, ha sido mostrado que la subunidad Cayf3 es necesaria para
incrementar la degradacion de los canales por el proteasoma y lisosomas mediada por las
proteinas NeDD4-1 (Rougier et al., 2011). Una diferencia clave entre las observaciones de
Rougier y nuestros hallazgos es que ellos no observaron una modulacién de los canales
Cay3, aun en presencia de Cayf, indicando que mecanismos diferentes gobernarian am-
bos procesos. En relacion a NeDD4, recientemente Morgenstern y colaboradores han
disefiado un inhibidor recombinante en base a dicha proteina partiendo de la interaccién
entre Cayp y NeDD4 reportada previamente. Con dicho inhibidor han logrado impedir la
interaccion fisica entre las subunidades Cayas de los HVA en forma selectiva y consecuen-
temente la funcionalidad de dichos canales (Morgenstern et al., 2019). Nuevos
experimentos son necesarios para concluir acerca de los efectores moleculares que me-
dian el efecto de la actividad constitutiva de GHSR sobre el trafico de los Cav.

Nuestro grupo de laboratorio previamente demostré que la actividad constitutiva de
GHSR reduce la expresion en superficie de Cayv2 (Lopez Soto et al., 2015). En este nuevo
trabajo, extendimos nuestro estudio hacia otros subtipos de Cay para demostrar que la in-
hibicién cronica mediada por GHSR se extiende a todos los subtipos, incluyendo los
canales neuronales Cay1. Estos canales controlan la transcripcién mediada por calcio me-
diante el acoplamiento de cambios en el voltaje con el influjo de calcio en dendritas y somas
neuronales (Dolmetsch et al., 2001; West et al., 2001). Al menos dos mecanismos relacio-
nan los Cay1.2 y Cay1.3 con la activacion de factores de transcripcion tales como CREB
(del inglés cAMP response element-binding): la entrada de calcio a través de los Cay di-
funde al nudcleo y activa enzimas nucleares dependientes de calcio, como CaMKIV, que
regulan la actividad de factores de transcripcion y coreguladores (Hardingham et al., 2001);
y el calcio entrante activa proteinas sefial dependientes de calcio en las cercanias del canal

que propagan la sefal al nucleo (Dolmetsch et al., 2001). Asimismo, se ha propuesto, que
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la region C-terminal de Cav1.2 y Cay1.3 seria capaz de translocar al nucleo, actuando como
un factor de transcripcion per-se (Gomez-Ospina et al., 2006; Lu et al., 2015). Uno de los
estudios mas completos acerca del efecto de la actividad de un GPCR sobre Cay1 muestra
el incremento en la actividad del canal por la activacion aguda de GPCRs acoplados a la
proteina Gs (Olson et al., 2005). En nuestro caso, los Cay1 se encuentran cronicamente
inhibidos por GHSR y este efecto podria competir con el calcio liberado de compartimentos
intracelulares tal como ha sido descripto para la activacién de GHSR en neuronas (Cowley
et al., 2003; Andrews et al., 2009; Cabral et al., 2012), indicando que GHSR ejerceria un
control fino de la dinamica del calcio, y consecuentemente, de la activacion de genes de-
pendientes de calcio.

Como demostramos previamente, la actividad constitutiva de GHSR puede disminuir
las corrientes macroscoépicas mediadas por Cay3.2 y Cay3.3. En neuronas, los Cay3 con-
trolan la forma y la frecuencia de los potenciales de accion (Perez-Reyes, 2003b; Zhang et
al., 2013) y cambios en su actividad debido a variantes de splicing (Latour et al., 2004;
Murbartian et al., 2004) o mutaciones sin sentido (Powell et al., 2009) son responsables de
estados patoldgicos tales como epilepsia (Hamed, 2008). Sin embargo, el mecanismo a
través del cual se regula el trafico y la estabilidad en la membrana plasmatica de los Cay3
no ha sido bien caracterizado (Zhang et al., 2013). Se sabe, por ejemplo, que la regulacion
por cambios hormonales en la epilepsia puede alterar la expresién de Cav3.1 (Qiu et al.,
2006). Nuestros datos sugieren que neuronas que expresen niveles importantes de GHSR
podrian modular negativamente los Cayv3. Una observacion crucial es el hecho de que la
presencia de la subunidad auxiliar Cay3, pero no de Caya20, es necesaria para observar el
efecto inhibitorio de la actividad constitutiva de GHSR. En este sentido, la interaccion de
Cavaz0 con Cay3 es discutida, de hecho, recientemente se ha reportado la existencia de
una proteina analoga a Cava2d que ejerceria una modulacién sobre el subtipo de Cay3.
Cottrell y colaboradores han informado que la proteina CACHD1 (del inglés cache (Ca®*
channel and chemotaxis receptor) domain containing 1) se expresa en el sistema nervioso
central, en particular en talamo, hipocampo y cerebelo, con una distribucién tisular similar
a la de los Cay3. Ademas, en estudios electrofisiolégicos funcionales la coexpresion de
CACHD1 con Cay3.1, Cay3.2 y Cay3.3 aumentd la densidad de corriente, mientras que en
neuronas del hipocampo la sobreexpresion de CACHD1 aumenté la frecuencia de disparo
de potenciales de accion mediada por Cay3 (Cottrell et al., 2018). Si bien en esta tesis no
encontramos un efecto de GHSR dependiente de Cavaz0, seria interesante ensayar si la

coexpresion de CACHD1 es capaz de modular el efecto de la actividad constitutiva de
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GHSR sobre las corrientes Cay3. Por otro lado, la interaccién entre Cayp y Cayv3 tampoco
esta claramente establecida. Algunos reportes sugieren esta interaccion mostrando que la
corriente Cay3 se ve incrementada por la coexpresion de Cavf3 (Dolphin et al., 1999; Dubel
et al., 2004) y proponen la presencia de una secuencia conservada en la regién AID en los
Cav3 y en los Cay1 y Cay2 (Dolphin, 2003a). En oposicion, otros estudios fallaron en de-
mostrar el impacto directo de Cav3 en los niveles de corriente de Cay3 (Leuranguer et al.,
1998; Bae et al., 2010). Nuestros resultados indicarian que la subunidad Cayf3 es requerida
para la modulacién negativa del trafico de los Cay3 por la actividad constitutiva de un
GPCR, revelando un nuevo rol funcional para la subunidad Cayf.

La expresion diferencial y variable de GHSR en diferentes regiones del cerebro podria
constituir una forma de regular su actividad constitutiva, y de acuerdo a nuestros datos la
expresion diferencial de Cayp también seria determinante en el impacto de dicha actividad
en las neuronas. Ademas, recientemente se ha propuesto una nueva forma de regular esta
actividad con el descubrimiento del agonista inverso endégeno para GHSR: LEAP2 (de sus
siglas en inglés liver expressed antimicrobial peptide 2) (Schalla & Stengel, 2019). En este
sentido, se ha demostrado inicialmente que la secrecion de este péptido, sintetizado en el
higado y el intestino delgado, es suprimida en el ayuno. LEAP2 funcionaria como antago-
nista al inhibir la activacion de GHSR por ghrelina y bloquear los principales efectos de la
ghrelina in vivo como la ingesta de alimentos, la liberacion de hormona de crecimiento y el
mantenimiento de niveles de glucosa viables durante la restriccidon calorica cronica (Ge et
al., 2018). Posteriormente, M’Kadmi y colaboradores demostraron que la secuencia com-
pleta de LEAP2 no es necesaria para sus acciones. De hecho, soélo la porcién N-terminal
confiere unién y actividad del receptor. Ademas estos autores observan que tanto LEAP2
como su porcién N-terminal se comportan como agonistas inversos y antagonistas compe-
titivos de GHSR al ensayar la produccién de fosfato de inositol y la movilizacion de calcio
inducida por ghrelina. Finalmente demostraron que la region N-terminal de LEAP2 puede
inhibir la ingesta de alimentos inducida por ghrelina en ratones (M'Kadmi et al., 2019). No-
sotros recientemente hemos participado en la caracterizacidon de una version fluorescente
de LEAP2 (F-LEAP2), donde demostramos que la internalizacién de GHSR reportada por
la unién prolongada a ghrelina, no se observa al utilizar F-LEAPZ2, indicando una modulacién
diferencial del ligando sobre GHSR (Barrile et al., 2019). Asi, varios de nuestros resultados
que se basan en el uso de SPA, un agonista inverso de GHSR con acciones inespecificas
in vivo, podrian ser ensayados en el futuro con LEAP2 para determinar si este péptido es

capaz de funcionar reduciendo el efecto inhibitorio de las corrientes Cay por la actividad
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constitutiva de GHSR, ampliando la capacidad de ensayos in vivo en el marco de este pro-

yecto.

72



Capitulo I: Conclusiones

Conclusiones |

73



Capitulo I: Conclusiones

Nuestros resultados nos permiten concluir que la actividad constitutiva de GHSR se
extiende a otros subtipos de Cay ademas de los presinapticos (Cav2.1y Cay2.2), como son
los Cav1y Cav3, con la unica condicién de que la subunidad auxiliar Cayp forme parte del
complejo canal. La densidad en membrana plasmatica de dichos complejos-Cay disminui-
ria al estar retenidos en el reticulo endoplasmico y quizas en menor medida en el aparato

de Golgi, descartandose en el mecanismo la internalizacién hacia el sistema de endosomas

Cay3
Membrana
plasmatica
|\ Citosol
@v
~

- arato de Golgi

(esquema 1).

Lai

=
Py \Y; JI
1

L Q

— 4
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Esquema 1. Los canales de calcio Cay,1 y Ca,2 trafican débilmente desde el reticulo
endoplasmico hacia la membrana plasmatica en ausencia de subunidades auxiliares. La co-
expresion de las subunidades (Ca,8 y/o Caa.0) incrementa dicho trafico estabilizando el
complejo canal en la superficie celular. De manera diferente, el trafico de los Ca,3 hacia la
membrana plasmatica es independiente de la presencia de subunidades auxiliares. Nuestro
mecanismo propuesic iImplica que la aclividad constitutiva de GHSR a iravés de un
mecanismo dependiente de la proteina Gi/e disminuye la densidad det complejo canal (Ca /1,
Ca2 y Ca\3} en la superficie celular por refencién del mismo en ef reticulc endoplasmico sélo
si fa subunidad Ca 8 esta formando parte del complejo canal. Ese mecanismo podria implicar
fa interaccion de GHSR con ef Cay a traves de la aclividad de fa proteina Gifo.

El efecto negativo de GHSR sobre el trafico de Cay hacia la membrana plasmatica
podria involucrar la interaccidn directa con el propio receptor y esta union podria a su vez
depender de la activacidon de cascadas de sefalizacién a través de proteina Gy, (esquema
1). Asi para superar este efecto inhibitorio se podria pensar en mecanismos que impliquen
la activacion de otros GPCR que contrarresten la cascada de senalizacion de GHSR cons-
titutivamente activa, la heteromerizacién con otro GPCR o la unidn del recientemente
descubierto agonista inverso enddégeno, LEAP2. Este proceso globalmente llevaria a un

control espacio-temporal preciso de la insercion de Cay en la superficie celular. Asimismo,
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dado que cada subtipo de Cay neuronal tiene funciones fundamentales, el GHSR constitu-
tivamente activo podria tener un gran impacto en la actividad de las neuronas que expresan
GHSR. Esta nueva forma de modulacion de la actividad neuronal podria ser relevante para
regular la excitabilidad neuronal, la plasticidad sinaptica y la liberacion de neurotransmiso-
res dependiendo de los complejos-Cay formados con Cayf3 en las neuronas que expresan
GHSR.
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De acuerdo a nuestros resultados mostrados en el capitulo | de esta tesis la actividad
de GHSR evocada por ghrelina en forma aguda inhibe la corriente Cay3.3 pero no la Cay3.2
en un sistema de expresién heterdlogo. Siendo que no existen bloqueadores especificos
para los subtipos de Cay3 y que la informacidén sobre la regulaciéon de los mismos por
GPCRs es escasa resulta interesante estudiar si ghrelina es capaz de modificar estas co-
rrientes en neuronas del hipotalamo, un area del cerebro con abundante acceso a la
hormona circulante. En este contexto, indagamos si la actividad de GHSR evocada por
ghrelina modula las corrientes nativas Cav3. Para ello realizamos registros de corrientes de
calcio en cultivos primarios de hipotalamo de embriones de 15-17 dias. Para aislar la com-
ponente T de la corriente total estimulamos con pulsos cuadrados desde un potencial de -
80 mV hasta -20 mV, potencial al que esperamos encontrar los valores maximos de corrien-
tes T en nuestras condiciones experimentales (Muller et al.,, 1992); ademas nuestros
registros fueron realizados en presencia o no del ion niquel (Ni?*,50 uM), catién reportado
como bloqueante selectivo de las corrientes T y R en estas condiciones (Muller et al., 1992;
Mlinar & Enyeart, 1993; Zamponi et al., 1996; Lee et al., 1999). Para ensayar el efecto de
ghrelina utilizamos una dosis saturante de la hormona (500 nM), dosis que ademas fue
ensayada en estudios previos de nuestro grupo para inhibir las corrientes totales Cay en
neuronas hipotalamicas (Pantel et al., 2006; Lopez Soto et al., 2015). Como se observa en
la figura 19A encontramos que la aplicacion de ghrelina inhibe las corrientes evocadas a -
20 mV, y que la aplicacién previa de niquel ocluye este efecto inhibitorio. Ademas observa-
mos que el porcentaje de corriente sensible a niquel se reduce por la pre-aplicacion de
ghrelina (figura 19B). A continuacion realizamos curvas de corriente en funcién de voltaje
(I-V) en presencia o no de ghrelina y encontramos que el efecto inhibitorio ocurre en un
amplio rango de voltajes (figura 20) incluyendo la componente de Cay activados a bajos
voltajes (~20 mV) y la componente de Cay de activacién a altos voltajes (~0 mV). La inhibi-
cion a altos voltajes concuerda con nuestros datos anteriores que muestran un efecto
inhibitorio de la ghrelina sobre los canales de calcio Cav2.1 y Cay2.2 en neuronas hipotala-
micas (Lopez Soto et al., 2015). Asi, podemos concluir que, ademas del efecto ya reportado
de ghrelina sobre las corrientes de tipo HVA (del inglés High Voltage- activated), las co-
rrientes nativas evocadas a -20 mV y sensibles a niquel son susceptibles a la inhibicion por

la hormona.
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Figura 19. Ghrelina inhibe las corrientes sensibles a niguel en cultivos neurconales
hipotaldmicos. A. Trazos representativos y cursos temporales de corrientes de calcio (iq,,) de
neuronas en cultive evocadas a -20 mV desde un potencial en reposo de -80 mV por 200 ms en
condiciones control (Conirof, n=5) y en presencia de NiCl, (50 uM, Nit2, n=5}, antes y después de
fa apficacion de ghrefina (500 n#) v el porcentaje promedic de inhibicién de la I, por ghrelina.
Los puntos representan fa inhibicion calculada individualmente para cada neurona. B. Trazos
representativos y cursos temporales de I, de neuronas en cullivo evocadas a -20 mV desde un
potencial en reposc de -80 mV por 200 ms en condiciones control {Control, n=5) y en presencia de
ghirelina {500 nM, Ghrelina, n=5), antes y después de fa aplicacion de NiCl, (50 uh), y ef
porcentaje promedio de inhibicién de la ., por Ni*2. Los punfos representan la inhibicién
calcufada individualimente para cada neurocna. Test t de Studeni.
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Figura 20. Ghrelina inhibe las
corrientes sensibles a niquel en
cultivos neuronales
hipotalamicos en un amplio
rango de polenciales de
membrana. Relacion entre Ia
corriente promedio de calcio (Ioay)
y ef voltsje (i-V) en ausencia y
presencia de ghretina (500 nii). Ef
potencial de reposc fue de -80
mV. Los asteriscos representan
diferencias estadisticas con p <
0,05 (n = 12). Test t de Student
pareado.

Nuestros experimentos demuestran que las corrientes T nativas son sensibles a ghre-

lina. Dado que estas corrientes pueden tener contribuciones diferenciales de los tres

subtipos (Cay3.1-3) decidimos investigar la sensibilidad particular de cada uno de manera
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aislada en un sistema de expresion heterdlogo. Si bien contabamos con datos preliminares
presentados en el capitulo |, en este punto quisimos confirmar nuestros resultados y ade-
mas extender el estudio al subtipo Cay3.1. Para ello, realizamos coexpresiones de los tres
clones que codifican para los subtipos de Cay3 junto con el clon de GHSR en células
HEK293T. Hallamos que solo la corriente macroscopica mediada por Cay3.3 fue sensible a
la inhibicién por aplicaciéon aguda de 500 nM de ghrelina, sin observar este efecto en las
corrientes macroscopicas mediadas por Cay3.1 y Cay3.2. La figura 21 muestra trazos re-
presentativos de corrientes y los cursos temporales del experimento asi como el porcentaje
de inhibicién al pico de corriente para los tres subtipos de Cay3. En los trazos puede apre-
ciarse que las corrientes con una cinética de activacion e inactivacion mas rapidas
(mediadas por Cay3.1 y Cay3.2) no fueron sensibles a la aplicacion de la hormona, mientras

que la corriente lenta en su cinética de activacion e inactivacién (Cay3.3) si lo fue.

A B C D
Cay3.1 + GHSR Cay3.2 + GHSR Cay3.3 + GHSR 60+
-30 -20 -30
ot — Lt —— A0 |~
R
E £<90,0051
0401 '
. +Ghrelina " +Ghrelina +Ghrelina &
2 Control o Control ‘s Controf g )
sk iU <L % [
w 30ms 2 30ms w 30 ms E“
E* s
4 8 . 49 £207
i, +Ghretina i 6 +Ghrelina L2 +Ghrelina 8 |p=0,0716 .
P fftoanm 4 - p=0,2805
Too| et Ly So0] el o E o
51 22 810 ﬁ T
= _& _a . "
O T 1 [ T 1 0 T 1 G ! *
0 . 00 206 0 _ 100 200 G . 100 200 Cay3.1 Cay3.2 Ca,3.3
Tiempo (s) Tiempo (s) Tiempo (s)

Figure 21. Ghrelina inhibe las corrientes mediadas por Ca, 3.3 pero no las mediadas por
Cay3.1 ni Ca3.2. A-C. Trazos representativos v cursos temporales de niveles de corriente de
calcic en células HEKZ93T cotransfectadas con GHSR y Ca3.1 (A, n=5}, Ca,3.2 (B, n=4) o
Ca3.3 {C, n=12) evocadas a -20 mV ¢ -30 mV desde un potencial de manitenimiento de -100 mV
por 200 mis en ausencia y presencia de ghrelina (500 niM} v valores promedic del porceniaje de
inhibicion de fa corriente al pico (L) por ghrelina. Los puntos individuales representan ef
porcentaje calculado para cada céfufa. Test t de Student versus cero.

Con el objetivo de descartar un posible efecto directo de ghrelina sobre el canal
Cay3.3, independiente de la activacion de GHSR, ensayamos el efecto de ghrelina sobre
células HEK293T que sblo expresaban Cay3.3 y no observamos inhibicién de la corriente

(inhibicion de lpico por ghrelina = 3,3 £ 2,0 %, n=4, p= 0,1953, test t de Student versus cero).
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A continuacién realizamos una curva dosis-respuesta para el efecto inhibitorio de la activa-
cion de GHSR por ghrelina sobre la corriente Cay3.3 y estimamos un valor de ECso de 346,1
t+ 1,2 nM y un maximo de inhibiciéon de 32,5 + 3,9 % (figura 22) a través del ajuste de los
datos con la ecuacion de Hill (ver ecuaciéon 5 en materiales y métodos). Con este conjunto
de experimentos demostramos que el efecto de ghrelina es especifico para el subtipo

Cav3.3, es mediado por la activacion de GHSR y depende de la dosis de ghrelina ensayada.

0
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Figure 22. Ghrelina inhibe las
corrientes mediadas por
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efecto inhibitorio de ghrelina sobre Cay3.3. Teniendo presente que GHSR esta principal-
mente acoplado a la proteina G4, ensayamos el efecto de ghrelina en dos condiciones
donde la actividad Gq se encuentra inhibida: en células HEK293T coexpresando un péptido
dominante negativo de G4 (G4 DN) y en células HEK293T coexpresando un péptido anta-
gonista de Gq y Gs (RGS2) (Heximer et al., 1997; Roy et al., 2003; Roy et al., 2006).
Asimismo, estudiamos la posible participacién de la subunidad Gg, incorporando un péptido
que actua como buffer de Gg, secuestrando la proteina enddgena (Mas-GRK2-ct)
(Kammermeier & lkeda, 1999; Raingo et al., 2007). Como puede verse en la figura 23 el
efecto inhibitorio de ghrelina a través de GHSR sobre la corriente Cay3.3 fue ocluido en las
condiciones en las que la proteina G4 no podia activar la cascada intracelular de sefaliza-

cion, mientras que la subunidad Ggy no se requiere para este efecto.
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puntos individuales representan el
porcentaje calculado para cada célula.
ANQVA de una via y post test de
Dunnett.

Seguidamente estudiamos que parametros biofisicos de la corriente Cay3.3 se modi-

fican por la aplicacién de ghrelina. Como primer paso indagamos si variaba la dependencia

de la corriente con el voltaje, para esto generamos curvas de corriente-voltaje (I-V) en pre-

sencia y en ausencia de ghrelina en células HEK293T coexpresando Cav3.3 y GHSR, y

encontramos que ghrelina inhibe la corriente Cay3.3 en el rango de voltajes entre -30 y +20

mV (figura 24A). A continuacion ajustamos las curvas |-V con una ecuacion Boltzmann-

lineal (ver ecuacion 6 presentada en la figura 24A y en materiales y métodos) y observamos

un pequeno pero significativo desplazamiento hacia potenciales hiperpolarizados en la ac-

tivacion. Esto se ve reflejado en las curvas |-V normalizadas al maximo de corriente al pico
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(figura 24A panel derecho), y en las diferencias significativas en el voltaje medio de activa-
cion (V1/2).
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Figura 24. Ghrelina incrementa el V,, de activacioén y disminuye la Gy, de Cav3.3. A. Trazos
representativos de corrienfe de células HEK293T cotransfectadas con GHSR y Ca,3.3 evocadas a
pofenciales variables desde -140 mV hasta +50 mV desde un potencial de reposo de -100 mV por 200
ms en ausencia y presencia de ghrelina (500 nM}. Relacion enire la corriente promedio de Ca,3.3 af pico
y ef voltaje (I-V) (izquierda) v relacién I-V de la corriente normalizada al maximo de corriente (derecha).
Los asteriscos representan diferencias estadisticas con p<0,05 (n=12). Test t de Student pareads. La
ecuacion describe la funcion lineal de Boltzmann y la refacién tedrica I-V. B. Valores promedio de voitaje
medic de activacién (V) v de voltafe de reversién (V..), constante de activacion (K} v conductancia
maxima {Gpnq.) cbtenidos en condiciones control v con la aplicacion de ghreiina (500 nif). Los punios y
fineas representarcn céiufas individuales (n=12}. Test { de Student pareadc. La barra de la derecha
representa el porcentafe de inhibicion promedio de G, por ghrelina 500 nid, y fos puntos representan ila
inhibicién calculada para célufas individuales. Test f de versus cerc.

Por otro lado, no observamos cambios en la constante de activacion (K) ni en el po-
tencial de reversion (Vie) (figura 24B). El V1,2 representa el potencial al cual se observa la
mitad de la maxima amplitud de corriente que puede alcanzar Cay3.3, la constante de acti-

vacion (K) representa la pendiente de la activacién de la curva |-V mientras que Vie
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representa el potencial al cual la corriente neta es cero. Sumado a estos resultados, halla-
mos que ghrelina reduce en un 40 % el valor de la conductancia maxima del canal (Gmax)
que se obtiene de la pendiente de la zona lineal de la curva I-V (figura 24B).

La disminucién de la corriente macroscoépica por ghrelina podria tener su origen en
cambios en el numero de canales disponibles para abrirse (N), en la conductancia de canal
unico (g), y/o en la probabilidad de apertura del canal (P,) (ver ecuacion presentada en la
figura 25A). En este sentido, ensayamos el efecto de ghrelina sobre la probabilidad de
apertura de Cav3.3, realizando curvas de corriente instantdnea versus voltaje (linst-V) utili-
zando un protocolo similar al empleado para la obtencion de la curva |-V con el agregado
de un prepulso despolarizante a +60 mV, voltaje al cual estimulamos la apertura de la tota-
lidad de canales disponibles expresados en la membrana celular (figura 25A). Luego
dividimos la curva |-V obtenida inicialmente por la curva linst-V, para cada célula en presen-
cia o ausencia de ghrelina, obteniendo de ese modo la relacion Po/Pomax versus voltaje
mostrada en la figura 25B y ajustamos los valores obtenidos con la funcién de Boltzman

(ver ecuacion 1 en materiales y métodos).
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Figura 25. Ghrelina no modifica la probabilidad de apertura dependiente del voltaje. A. Trazos
representativos de la corriente de cola de fas células HEK293T transfectadas con Ca,3.3 y GHSR
evocadas por ef prepulsc a +60 mV a pofenciales de repolarizacién variables desde un potencial de
reposo de -100 mV en condicion conirol y con la aplicacion de ghrelina (500 nM} y valores promedios
de la corriente al pico (refacién I-V instantanea, n=5). La ecuacién describe fa curva I-V instanidnea
tedrica. B. Refacion promedic de fa Po/Pomax sn funcibn def voftaje. La linea representa la funcién
Boltzmann ajustada en una condicion controf v con la aplicacion de ghrelina (500 nM}. (n=5}. Extra
sum-of-square F test. (F=0.5850, (DFn=4, DFd=211}}, p= 0,6717.

Como puede observarse las curvas fueron iguales en ambas condiciones, sin mostrar
diferencias estadisticamente significativas. Por lo tanto, ghrelina no modificaria la compo-
nente Po/Pomax de la corriente, aunque no podemos excluir un efecto putativo de ghrelina

sobre la Pomax cON este abordaje. Los datos presentados hasta aqui nos permiten proponer
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que ghrelina disminuye el valor de N y/o de g, cambios que pueden ser interpretados como
una corriente de amplitud menor en presencia de ghrelina, sin cambios en la dependencia
del voltaje de la probabilidad de apertura del canal.

Siendo que Cav3.3 se diferencia de los otros dos subtipos de Cay3 (Cav3.1y Cav3.2)
por poseer cinéticas de activacién e inactivacion de la corriente mas lentas, consideramos
que seria importante examinar el curso temporal del efecto de ghrelina sobre esta corriente
T cinéticamente distinta. Como un primer paso monitoreamos la inhibicién durante los 200

ms de duracion del pulso despolarizante a -30 mV.

A B =

=30 =~ 80~
-100 2 p <005

© 60

=

fm ;]
5 40

fo X

O
~ 20

=

+Ghrelina £ g

o

I Control £
g 2 20-

G k=

w 25 ms

Tiempo {ms)

Figure 26. La inhibicion de Ca3.3 por ghrelina persiste durante la fase de inactivacion. A.
Trazos representativos de corriente de células HEKZ293T colransfectadas con GHSR y Ca,3.3
evocada a -30 mV desde un pofencial de reposc de -100 mV por 200 ms en ausencia y
presencia de ghrelina (500 nM). B. Las barras representan ef porcentaje promedio de inhibicion
de fa carga de calcic desplazada (Q) por ghrelina calculado en 16 infervalos consecutivos de
12,5 ms. (n=8). Test t de Student versus cero. n.s = no significativo.

La figura 26 muestra un ejemplo representativo de corriente macroscopica Cay3.3 en
presencia o no de ghrelina y el porcentaje promedio de inhibicién de la carga desplazada,
calculada como el area en 16 intervalos de 12,5 ms para 9 células. Aqui observamos que
la inhibicién por ghrelina es significativa a partir del segundo intervalo que contiene el pico
de corriente, luego aumenta y persiste durante la fase de inactivacion, mientras que no se
observa inhibicion significativa en el primer intervalo, que corresponde principalmente a la
fase de activacion de la corriente. De esta manera postulamos que ghrelina podria actuar
sobre la corriente Cav3.3 modulando la cinética de activacion y/o inactivacién. Analizamos
entonces las constantes temporales (Tau) de estos dos procesos. Para ello, la fase inicial
de los trazos de corriente a cada voltaje en curvas |-V se ajustaron con una ecuacién
exponencial simple (ver ecuaciones 7 y 8 en materiales y métodos) y las Tau obtenidas se
graficaron en funcién del voltaje en ausencia y presencia de ghrelina (figura 27). Asi

obtuvimos la curva de las Tau de activacion en funcién del voltaje y obsevamos que las
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mismas disminuyen por aplicacion de ghrelina en el rango de voltajes entre -40 y -10 mV,
fendmeno que puede relacionarse con la falta de inhibicion en Q observada para el primer
intervalo en la figura 26. Un tratamiento similar para la segunda fase de los trazos se realiz6
a fin de obtener las Tau de inactivacion en ausencia y presencia de la hormona ghrelina
(figura 28). Encontramos que estas Tau son reducidas por la aplicacion de ghrelina en el
rango de potenciales entre -40 mV y -20 mV. Este dato implica una aceleracion de la
inactivacién de la corriente macroscépica de Cayv3.3 que podria contribuir a la mayor

inhibicion de la carga desplazada en los intervalos mas tardios de la figura 26.

40 <0,0001
p 1
190 ] 09
) o
G
+Ghrelina 8 204 —e— Control
Control ge —o—+Ghrelina
m M
T 10~
sl b
20ms

40 20 0 20 40
Vm (mV)

Figura 27. Ghrelina acelera la cinéfica de activacion de la corriente Ca3.3. A.
Trazos truncados representativos normalizados de corriente de célufas HEKZ83T
cotransfectadas con Ca,3.3 y GHSR evocadas a -40 mV desde un pofencial de
reposo de -100 mV a 200 ms en condiciones controf y con ta aplficacion de ghrelfina
(500 nif). B. Constanie temporal (fau} media de activacion en funcién del voltaje. (n
=7). Exitra sum-of-square F test, (F = 18,44, (DFn = 3, DFd = 90)), p<0,0001. Test ¢
de Student pareado en cada potencial. Los puntos son fas constantes temporales
promedic obtenidas de ajustes exponenciales simples para cada trazo de correnie.

Varios reportes han sugerido que los procesos cinéticos de activacién e inactivacion
de la corriente de los canales tipo T son procesos acoplados (Talavera & Nilius, 2006;
Karmazinova et al., 2010). Como consecuencia de ese fendmeno, los cambios macrosco-
picos en la cinética de inactivacion podrian ser consecuencia de modificaciones
ocasionadas por ghrelina en el proceso cinético inicial de activacion. Para evaluar cambios
en la relacion entre activacion-inactivacion realizamos un analisis de correlacion de las Tau
de ambos procesos. Para ello, graficamos las Tau de activacién versus las Tau de inactiva-
cion para células individuales obtenidas en el rango de potenciales desde -40 a 0 mV en
ausencia y en presencia de ghrelina. Como puede observarse en la figura 29 la relacion
entre las Tau de activacion y de inactivacion para Cay3.3 presenta una correlacion lineal al
utilizar el coeficiente de correlacion de Spearman (ver en materiales y métodos), lo que

sugiere acople entre ambos procesos tanto en la condicién control como en presencia de
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ghrelina. Este resultado indica que ghrelina afecta el proceso de activacion y el de inac-

tivacion del canal sin interrumpir el acople natural entre los mismos.
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Figura 28. Ghrelina acelera Ia cinética de inactivacién de la corriente Ca,3.3. A.
Trazos truncados representativos normalizados de corriente de cefulas HEKZ293T
colransfectadas con Ca,3.3 y GHSR evocadas a -40 mV desde un polencial de
reposo de -100 mV a 200 ms en condiciones control y con la aplicacién de ghrelina
{500 nhf). B. Constanie temporal (tau) media de inactivacién en funcién de! voftsje.
(n=7}. Extra sum-of-square F test, (F = 10,42, {DFn = 3, DFd = 69)), p<0,0001. Tesf
t de Student pareadoc en cada potencial. Los punios son fas constanies temporales
promedio oblenidas de afustes exponenciales simples para cada frazo de corriente.
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Otra caracteristica biofisica que distingue al subtipo Cay3.3 de los Cay3.1 y Cay3.2
es su rapida deactivacion (Chemin et al., 2002), que corresponde al proceso de cierre de
los canales. Indagamos entonces si ghrelina a través de la activacién de GHSR modula
este proceso. Para esto utilizamos un protocolo similar al ensayado previamente para la
obtencion de la curva linst-V (figura 25) donde se aplica un pre-pulso inicial a +60 mV seguido
de una serie de pulsos a potenciales hiperpolarizados desde -140 hasta -60 mV. Posterior-

mente, los trazos individuales de corriente fueron ajustados con una ecuacién exponencial
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simple (ver ecuacion 9 en materiales y métodos) para obtener los valores de Tau de deac-
tivacion. A continuacion graficamos las Tau en funcion del voltaje sin encontrar cambios
significativos entre la condiciéon control y con ghrelina (figura 30). En conjunto nuestros
resultados sobre las propiedades cinéticas del canal Cay3.3 indican, que ademas de la re-
duccion en la Gmax (figure 24B) ghrelina también impacta sobre las propiedades cinéticas

de la corriente.
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Figura 30. Ghrelina no modifica la cinética de deactivacién de Ia corrienfe
Cay3.3. Trazos representativos normalizados de corriente de cefulas HEK293T
cofransfectadas con Ca,3.3 y GHSR evocadas por un pulso previc a +60 mV
hasta potenciales de repolarizacion variables con un polencial de mantenimiento
de -100 mV en condicidon de controf y con fa aplicacidn de ghrelina (500 ni).
Constante temporaf (tau) media de deactivacion en funcion del voltaje. Las fineas
representan fa funcién exponencial dnica agjustada en cada condicidn. (n = 5).
Extra sum-of-square F fest, (F = 0,1107, (DFn = 2, DFd = 86)), p= 0,8953. Los
puntos son flas constantes ftemporales promedio oblenidas de ajusies
exponenciales simples para cada trazo de corriente.

La contribucion de las corrientes T a la generacion de patrones de rafagas de poten-
cial de accion en ciertas neuronas esta determinado por como estos canales entran o se
recuperan del estado inactivado (Aizenman & Linden, 1999; Perez-Reyes, 2003b). Por esta
razon, decidimos estudiar si ghrelina impacta en el estado estacionario de inactivacion de
Cay3.3. Para esto aplicamos un protocolo con pre-pulsos largos de 1,5 segundos seguidos
de un pulso de test corto siempre a -30 mV, al cual se abriran los canales disponibles re-
manentes que no se encuentran en el estado inactivado. Posteriormente, la corriente
obtenida a -30 mV es dividida por la maxima corriente obtenida y graficada en funcion del
voltaje del pre-pulso. Las curvas en ausencia y presencia de ghrelina se ajustaron con la
ecuacion de Boltzmann (ver ecuacion 2 en materiales y métodos). En la figura 31 se mues-
tra que ghrelina desplaza el potencial medio de inactivacion (Vi) hacia potenciales
hiperpolarizados, sin modificar la slope (Control, 6,02 + 0,91 mV vs +Ghrelina, 5,91 £ 0,87
mV (n=9), p= 0,469, test t de Student pareado) indicando que la hormona modifica la en-

trada al estado estacionario de inactivacion de Cay3.3.
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Figura 31. Ghrelina rediice ef V,, de inacfivacion del estado estacionario de Cay3.3. A. Trazos
representativos normalizados de coiriente de céluias HEK283T cotransfectadas con Ca 3.3 y GHSR evocadas a -
30 mV precedidas por un impulso previo de 1.5 s a un potencial que varia de -120 a +20 mV con incrementos de
10 mV desde un potencial de mantenimiento de -100 mV en condicién conirof v con la aplicacion de ghrelina {500
nhf). Se muestran frezos a -100, -60 y -30 mV seguidos del puiso a -30 mV B. Curva de inactivacion en funcion
de! voltaje y agjuste de Boitzmann para cada condicidon. (n=9). Extra sum-cf-square F test, (F = 18,50 {DFn = 4,
DFd = 271)), p<0,0001. C. Pofencial de inactivacion promedio (V) en la condicién control y con la aplicacion de
ghrelfina. Test t de Student pareado.

Por otro lado, analizamos la recuperacion del canal desde el estado inactivado en
funcién del tiempo. Para ello, evocamos las corrientes Cay3.3 aplicando un pulso a -30 mV
por 500 ms para asegurar la completa inactivacion de la corriente desde un potencial de
mantenimiento de -100 mV y luego aplicamos sucesivos pulsos cortos de test a -30 mV a
tiempos crecientes entre pulsos obteniendo de ese modo trazos como los de la figura 32A.
Dividimos la corriente obtenida a los diferentes tiempos por la corriente del pulso inicial y
graficamos la corriente asi normalizada en funcién del tiempo de recuperacién. Los valores
obtenidos fueron ajustados a una ecuacién exponencial (ver ecuacion 11 de materiales y
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Figura 32. Ghrelina no impacta en la recuperacion de la inactivacion de Ca3.3. A. Trazos
representafivos normalizados de corriente de célufas HEK293T cofransfectadas con Ca,3.3 y GHSR
que muesiran la inactivacion de fa corriente en un puiso de 500 ms a -30 mV, que fuego se recupera a -
100 mV duranfe periodos de tiempo de entre 12,5 a 2000 ms, para luego registrar nuevamente sf
maximo de corriente durante 30 ms a -30 mV en condiciones conirol y con la aplicacién de ghrelina
(500 nM}. B. Los punfcs representan la corriente de Ca3.3 promedic recuperada en diferenfes
perfodos de tiempo v las lineas representan fa funciton exponencial ajustada (n=5). Extra sum-of-square
Fiest (F=1675(DFn =3, DFd = 58)), p= 0,9179. C. Constante femporal de recuperacion promedio
(tau} de la inactivacion en condiciones de control y con fa aplicacion de ghrefina (500 nM). Test t de
Student pareado.
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métodos) que nos permitié calcular la constante temporal de recuperacion en ausencia y
en presencia de ghrelina. Como se observa en las barras de la figura 32 no observamos
diferencias significativas en la Tau de recuperacién de la inactivacion a tiempos cortos. Una
caracteristica peculiar que distingue al subtipo Cay3.3, es que presenta facilitacion en este
tipo de protocolos. En nuestros datos puede apreciarse que el maximo alcanzado para la
corriente normalizada en la figura 32B supera el valor de 1 a tiempos de recuperacién
mayores a 500 ms. Este fendmeno, que fue previamente observado por otros investigado-
res, es mediado por un mecanismo aun desconocido (Klockner et al., 1999; Gomora et al.,
2002).

Una caracteristica que presentan los canales Cay3 es la denominada corriente win-
dow o ventana, que permite un ingreso de calcio basal debido al solapamiento de las curvas
de activacion e inactivacidén de los canales. Esta corriente basal de calcio ha sido relacio-
nada con funciones fisioldgicas (Crunelli et al., 2005) por lo que decidimos indagar si
ghrelina modifica esta propiedad. Como se observa en la figura 33 al solapar las curvas de
activacion (figura 25B) y de inactivacion (figura 31B) en funcién del voltaje puede obtenerse
la corriente window para Cay3.3 en ausencia y presencia de ghrelina. Si analizamos el ta-
mafio aproximado del area delimitada por ambas curvas, podemos observar que la
presencia de ghrelina provoca un pequeio aumento en esta magnitud. Este dato podria
significar que ghrelina estimula la entrada basal de calcio, al mismo tiempo que provoca un

desplazamiento hacia la izquierda en el potencial medio de dicha corriente (figura 33).
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Finalmente, intentamos predecir si los cambios biofisicos mediados por ghrelina sobre

la corriente Cay3.3 tendrian un impacto sobre el comportamiento eléctrico de una neurona.
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Este enfoque nos parecié valioso ya que los tres subtipos de canales T se expresan am-
pliamente en el cerebro y actualmente no existen inhibidores especificos para bloquear los
subtipos selectivamente (Huguenard, 1998; Chemin et al., 2002). Decidimos entonces utili-
zar el programa de simulacién NEURON (Hines & Carnevale, 1997) que permite realizar
cambios en la contribucién de la corriente Cay3.3 a la corriente T total adaptando un modelo
de neuronas talamicas reticulares. La ventaja de este modelo es que ha sido ampliamente
utilizado para modelar la contribucion de las corrientes T a la actividad neuronal (Chemin et
al., 2002; Andrade et al., 2016; Cazade et al., 2017). Asi, a pesar de que el efecto de ghre-
lina no se ha descrito en esta zona del cerebro en particular, consideramos que este modelo
es adecuado para explorar el impacto de esta hormona en la actividad neuronal. Ademas
de las corrientes T, este modelo considera las conductancias de sodio y de potasio. Para
modelar el efecto de ghrelina sobre las corrientes T, dividimos la misma en partes variables
entre los 3 subtipos de Cay3. Decidimos conservar los parametros de la corriente T no
Cay3.3 y los parametros de la corriente de sodio. Modelamos el efecto de ghrelina sobre la
frecuencia de disparo y el tiempo de latencia al primer potencial de acciéon introduciendo
cambios en la contribucion de Cay3.3 a la corriente T total del modelo. Las variaciones
realizadas en el modelo se basaron en la informacién biofisica en Cay3.3 obtenida en nues-
tros ensayos en células HEK293T. Ademas simulamos el efecto inhibitorio de ghrelina sobre
las corrientes de potasio previamente descripto (Shi et al., 2013). En otras palabras, corri-
mos el programa reduciendo el valor de la corriente maxima para Cay3.3 en un 40% (para
simular la reduccion que encontramos para Gmax) y utilizando los valores de los parametros
incluidos en la ecuacion de Boltzmann para la inactivacién del estado estacionario (h=) (ver
ecuacién 2 en materiales y métodos) y las ecuaciones de decaimiento exponencial para la
dependencia de las constantes temporales de la activacion (Taum) ( ver ecuacion 3 en ma-
teriales y métodos) e inactivacién (Taun) (ver ecuacién 4 en materiales y métodos) con el
voltaje basadas en nuestros datos experimentales en control y en presencia de ghrelina
(tabla 1). Ademas, conservamos los valores de los parametros para la ecuacion de Boltz-
mann para la activacién en funcién del voltaje (m«) (ver ecuacion 1 en materiales y
métodos) porque ghrelina no afecta esta propiedad biofisica de Cay3.3 como mostramos
en la figura 24B. Ensayamos diferentes contribuciones de Cay3.3 a la corriente T total (nom-
brada como It en el modelo) en un rango de 0 a 100 %. La corriente T restante se completo
mediante la adaptacion de los datos publicados previamente para los componentes Cay3.1

y Cay3.2 en (Chemin et al., 2002) presentados en la tabla 1. Ademas simulamos el efecto
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conocido de ghrelina sobre otra conductancia neuronal: la reduccion en un 50 % de la co-

rriente de potasio previamente reportada en diversos tipos neuronales (Shi et al., 2013).

Vo (MV) -49,25+0,17 -49,01+0,22 -19,54+0,17 -19,54+0,17
Slope (mV) 517015 545+019 16,43+2,04 16,43+2,04
lo 0,00+0,01 -0,01+0,01 -0,01+0,02 -0,01+0,02
| max 1,00£0,01 0,99+0,01 1,03£0,07  1,03+0,07
Taujg (ms) 221+009 144+003 7.28+060 4,80+0,55
Tau,«, (ms) 208010 127+003 043+273 0,77 +2,80
k (mV) 0,08+000 007+000 0.03+0.01 0,03+0,01
V5o (MV) 7418 £0,19 -752410,31 -60.97+052 -67,51£1,02
Slope (mV)  544+017 629+027 595+046 844+0,89
lo 099+0,01 099+001 -0.01+0.01 -0,01+0,01
| menx 0,00£0,01 -0,01£0,01 0.92+0.01 0,97+0,02
Taug (ms) 12,77 +0,34 18,79+0,11 56.69+4.10 46,96 + 3,26
Tau.)(ms)  12,34+0,44 1862+0,13 4569+874 42421633
k (mV-1) 0,07+0,01 009+000 0.06+002 0,06+0,03

La figura 34A muestra el tren de potenciales de accion obtenido a partir del modelo
y las frecuencias de potenciales de accién obtenidas en las diferentes condiciones ensaya-
das. La modulacién de la corriente Cay3.3 por ghrelina reduce la frecuencia de disparo,
mientras que, como era de esperarse, la reduccion en la conductancia de potasio por ghre-
lina la incrementa. Al combinar ambos efectos observamos una atenuacion en el incremento
de la frecuencia de disparo producido por el efecto de ghrelina sobre la conductancia de
potasio. También analizamos el tiempo de latencia al primer potencial de accién y hallamos
que el efecto de ghrelina solamente sobre Cay3.3 incrementa dicho valor en comparacién
con el control (figura 34B). Por otro lado, la inhibicion de la corriente de potasio por ghrelina
ligeramente reduce el tiempo de latencia, y dicha reduccién es ocluida al combinar ambos
efectos de ghrelina en la simulacion (figura 34B). Ademas encontramos que al disminuir la
contribucién de Cay3.3 a la Iy se reduce el impacto de ghrelina sobre la frecuencia y el

tiempo de latencia del primer potencial de accién.
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Figura 34. La inhibicion de Cay3.3 por ghrelina modula la frecuencia de disparc neuronas en una simulacion
del comportamienio neuronal. A. Simulaciones de pafron de disparc en un modelo de neurona reticufar talamica
bajo cuatro condiciones diferentes. control, corriente de Ca,3.3, corriente de potasio, y corriente de Cay3.3 y corriente
de potasic inhibidas por ghrefina {izguierda)}. Los gréficos de la derecha representan los valores de frecuencia de
disparc ochtenidos para cada condicidn en diferentes contribuciones de Ca,3.3 a fa corrienfe T total. B. Primer potencial

de accion simulado (izquierda) v graficos {derecha) que representan el tiempo de latencia al disparo del primer
potencial de accién en las mismas condiciones que A.

Esta ultima serie de resultados nos permite proponer que la expresion de Cay3.3

puede ser un factor relevante para la accion de ghrelina sobre las propiedades funcionales
en neuronas.
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Nuestros resultados presentados en este segundo capitulo de tesis muestran que
ghrelina, a través de la activacion de GHSR, ejerce un efecto selectivo sobre los Cay3.3 sin
alterar los otros subtipos de Cay3: Cay3.1 y Cayv3.2. La activacion de GHSR por ghrelina
tiene un efecto profundo sobre Cay3.3, modificando su Gmax con un leve desplazamiento
hacia la izquierda en la dependencia de activacion con el voltaje. Ademas, ghrelina acelera
las cinéticas de activacion e inactivacion de la corriente macroscopica inhibida, y ademas
desplaza el potencial medio de entrada al estado estacionario de inactivacion u hacia valo-
res mas negativos. Finalmente, utilizando un modelo neuronal logramos simular el impacto
de este efecto complejo de ghrelina en la modulacion del disparo de potenciales de accion,
hallando una atenuacién en el incremento en la frecuencia previamente reportado para la
aplicacion de ghrelina.

Nuestros resultados demuestran que ghrelina modifica especificamente uno de los
subtipos de Cay3. Al analizar otros moduladores de Cay3.3 encontramos una similitud no-
table con el efecto final de ghrelina sobre la corriente. Por un lado, Chemin y colaboradores
(Chemin et al., 2001) estudian el efecto de anandamina, un canabinoide endégeno, que
modifica parametros biofisicos de Cay3.3 (cinéticas de activacion e inactivacion, curva del
estado estacionario de inactivacion, y un pequeio cambio en la curva I-V) de manera similar
al efecto de ghrelina aqui descripto. Ademas ha sido reportada una inhibicién selectiva de
la corriente macroscoépica mediada por Cay3.3 a través de la activacion de receptores mus-
carinicos para acetilcolina (M1, M3 y M5) (Hildebrand et al., 2007). Esta inhibicion disminuye
la constante temporal de activacién aproximadamente a la mitad, lo que se traduce en una
aceleracién de dicho proceso; al mismo tiempo que disminuye la constante temporal de
inactivacion en un tercio de su valor en ausencia de agonista, lo que acelera significativa-
mente la inactivacion. Esta modulacién negativa de la corriente es dependiente de la dosis
de agonista, en este caso carbacol (agonista que mimetiza el efecto de acetilcolina), me-
diada por GPCRs acoplados a la proteina Gg11 € independiente de la cascada intracelular
de PI (4,5) P», mientras que anandamina inhibe las corrientes T de manera independiente
de proteina G. Mas recientemente se reporté que los canales Cay3.3 son inhibidos por un
estimulo eléctrico particular a través de un mecanismo no completamente elucidado pero
que comprenderia una actividad fosfatasa que se activa con estimulo eléctrico y calcio en
neuronas talamocorticales. Esta modulacién resulta en una menor corriente macroscépica
y en cambios cinéticos similares a los que encontramos en esta tesis con ghrelina (Chemin
et al., 2019). En este trabajo y en otro previo de los mismos autores (Cazade et al., 2017),

se propone que la menor corriente se debe a una notable aceleracion en la cinética de
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inactivacién de la corriente y a un desplazamiento de la curva de inactivaciéon dependiente
de voltaje hacia potenciales hiperpolarizados. Asi, es posible proponer que existen algunas
caracteristicas intrinsecas en el Cav3.3 que son blancos potenciales y conservados para
distintos efectores.

Mientras que nosotros estudiamos el efecto de ghrelina sobre las corrientes T neuro-
nales y evaluamos la especificidad de la hormona sobre los 3 subtipos de canales Cay3,
otro grupo de investigacion ha reportado previamente que ghrelina modula las corrientes
tipo T en células espermatogénicas de ratén (Liu et al., 2011). Ellos demuestran que la
corriente de calcio sensible a niquel y mibefradil es susceptible a la aplicacion aguda de
ghrelina. De manera similar a lo observado en nuestros experimentos en cultivos neurona-
les, la inhibicion es independiente del voltaje al ser observada en un rango de voltajes desde
-50 a +20 mV. Al analizar la activacién en funcion del voltaje no observan cambios signifi-
cativos pero si observan un desplazamiento de aproximadamente 10 mV hacia potenciales
negativos en la curva del estado estacionario de inactivacion similar a nuestro efecto ensa-
yado para el subtipo Cay3.3. De hecho, proponen que la menor corriente macroscépica
observada se deberia a que una mayor proporcién de canales se estabilizaria en el estado
inactivado. Ademas, demuestran que la inhibicion es a través de la proteina Gi, € indepen-
diente de Gy, y que corriente abajo se activarian una nueva PKC y luego PLC. Esta via es
diferente a la que reportamos en esta tesis donde ghrelina inhibe a Cay3.3 de manera de-
pendiente de G, e independiente de GRy. Al tratarse de un estudio sobre corrientes nativas,
el reporte citado no explora que subtipo de Cay3 seria el sensible a ghrelina, siendo Cay3.2
y Cayv3.1 los subtipos que se reportaron como expresados en dicho tejido (Stamboulian et
al., 2004). Asimismo realizan un ensayo de dosis respuesta donde obtienen un ECs, de
35,7 nM y una inhibicién maxima de 38 %, mientras que nuestro ensayo sobre el Cay3,3
arrojo un ECso de 346,1 nM y una inhibicién maxima de 32,5 %. A pesar de que se trata de
preparados muy diferentes el reporte de Liu et al. y nuestro trabajo presentan similitudes y
refuerzan a los canales Cay3 como un blanco de accion de la hormona ghrelina.

Los reportes descriptos hasta este punto de la discusion me permiten hipotetizar un
mecanismo canonico de inhibicion de los canales Cay3.3 que involucra una aceleracion de
la cinética de inactivacién y un desplazamiento hacia la potenciales mas negativos de la
curva del estado estacionario de inactivacion, generando de ese modo una menor disponi-
bilidad de canales para abrirse frente a un estimulo despolarizante.

¢,Coémo contribuye el mecanismo que reportamos aqui en el efecto global de ghrelina

sobre la actividad neuronal? Considero que es dificil predecirlo debido a que ghrelina no
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modula sélo los canales Cay3.3. Como previamente hemos reportado GHSR modula ba-
salmente y por aplicacion de ghrelina a los canales presinapticos Cay2.1y Cay2.2 y modula
basalmente los canales de expresion somatica Cav1.2 y Cayv1.3 como hemos demostrados
en el capitulo | de esta tesis. Ademas debemos considerar que ghrelina inhibe corrientes
de potasio, responsables de la fase de repolarizacion del potencial de accidon en numerosos
tipos neuronales entre ellos neuronas de DRG (Shi et al., 2013). Para intentar responder
esta pregunta utilizamos un modelo que nos permitié evaluar el efecto de ghrelina sobre
Cay3.3 y las corrientes de potasio en el disparo de una neurona. Dicho modelo sélo consi-
dera como corrientes de calcio a las mediadas por los canales T, sin tener en cuenta a los
otros subtipos de Cay o canales de potasio modulados por calcio de alta conductancia.
Hallamos que el efecto de ghrelina sobre Cay3.3 moderaria el efecto de la hormona sobre
las corrientes de potasio, atenuando el ya reportado incremento en la frecuencia de disparo
de potenciales de accién. Es importante destacar que la concentracion de ghrelina necesa-
ria para inhibir las corrientes de potasio es un orden de magnitud menor a la necesaria para
visualizar el efecto en las corrientes Cay3.3 (Shi et al., 2013). Esto sugiere que el efecto de
ghrelina sobre Cay3.3 podria actuar como un mecanismo de feedback negativo a elevadas
concentraciones de ghrelina previniendo un incremento dramatico en la frecuencia de dis-
paro. Recientemente se ha demostrado la relevancia de los Cayv3 en la excitabilidad
neuronal vinculada al dolor demostrandose que la activacion de TrkB (del inglés Tropo-
myosin receptor kinase B) por BDNF (del inglés Brain-derived neurotrophic factor) provoca
un aumento en la amplitud de la corriente de calcio sensible a Niquel 100 uM en neuronas
ganglionares trigeminales (Wang et al., 2019). La aplicacién aguda del BDNF genera un
desplazamiento hacia la derecha en la inactivacion del estado estacionario que podria ex-
plicar el aumento de la corriente macroscoépica. Por otro lado, ese aumento en la corriente
tipo T, que estaria mediada por el subtipo Cay3.2, incrementa la frecuencia de disparo de
potenciales de accion y la hipersensibilidad al dolor. En este escenario, el efecto de inhibi-
cion de Cay3.3 y la consecuente atenuacién en el incremento en el firing podria funcionar
como un moderador del efecto exacerbado del dolor mediado por BDNF al reducir la hi-
perexcitabilidad. Este efecto se sumaria a los ya reportados efectos para ghrelina como un
agente antinociceptivo en neuronas ganglionares trigeminales al atenuar la expresién de
TRV1 (del inglés Transient Receptor potential Vanilloid type 1) y CGRP (del inglés Calcito-
nin Gene Related Peptide) en un modelo de hiperalgesia (Farajdokht et al., 2018) y en
neuronas de DRG al incrementar la expresion de receptores opioides e inhibir la de TRPV1

en un modelo de dolor abdominal recurrente (Mao et al., 2017).
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Nuestros resultados proveen nueva informacién sobre la modulacién de los canales
Cav3. Los reportes sobre este tema si bien son escasos demuestran una gran heterogenei-
dad de efectos. De acuerdo a nuestros resultados solo el subtipo Cay3.3 es blanco de la
accién de GHSR evocada por ghrelina, mientras que los subtipos Cay3.1 y Cay3.2 resultan
insensibles a la accion de la hormona al menos en nuestras condiciones experimentales.
Existen varios reportes describiendo moduladores que actuan especificamente sobre de-
terminados subtipos de Cayv3 (Zhang et al., 2013). Por ejemplo, la activacién del receptor
muscarinico M1 desencadena la inhibicion de Cay3.3 acoplandose a la proteina Gg/11, mien-
tras que los subtipos Cay3.1 y Cay3.2 no se alteran por este mecanismo. Ademas de
involucrar la misma proteina G, el efecto del receptor M1 es muy similar al efecto ejercido
por ghrelina en términos biofisicos (Hildebrand et al., 2007). Por otro lado, el subtipo Cay3.3
es insensible a la accién de otras cascadas dependientes de proteinas G como la que inhibe
el Cay3.2 por activacion del receptor del factor liberador de corticotropina (You et al., 2010)
e independientes de proteina G (Zhang et al., 2012) que inhiben otros subtipos de Cay3.
Esta diversidad en la modulacién de los Cay3 se suma a los patrones de expresion diferen-
cial de los subtipos de Cay3, no soélo en diferentes areas del cerebro (Iftinca, 2011), sino
también en los diferentes estadios del desarrollo (Yunker et al., 2003). En relacién a esto
se reportd que Cay3.3 se expresa a niveles altos en el cerebro durante las etapas embrio-
narias (Yunker et al., 2003) lo que nos permite proponer un vinculo entre el efecto
modulador de la ghrelina en cultivos embrionarios y su efecto especifico sobre las corrientes
de Cav3.3 observadas in vitro. Por lo tanto, nuestros datos y otros sugieren que modificar
la contribucién de subtipos especificos de Cay3 a la corriente T podria ser un mecanismo
comun para sintonizar la actividad eléctrica en las neuronas. Seria atractivo realizar expe-
rimentos electrofisiolégicos de medidas de voltaje en rebanadas cerebrales de ratones
deficientes en Cay3.3 para acompanar nuestros estudios sobre el impacto de la ghrelina en
la funcionalidad de las neuronas hipotalamicas.

Los canales Cay3 presentan corriente ventana o window current (Perez-Reyes,
2003b), es decir, que sus curvas de activacion e inactivacion del estado estacionario en
funcién del voltaje presentan un rango de potenciales al cual una fraccion de canales estan
activados y no inactivan completamente. En el caso de los canales Cay3 este fendmeno
genera una pequefia corriente ténica entrante a la cual se estima que contribuyen entre el
0,05 y 0,8 % del numero total de canales en diferentes subtipos neuronales, y gracias al

clonado de los 3 subtipos de Cay3, se ha comprobado que la mayor corriente ventana seria
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generada por el subtipo Cay3.3 en comparacion con Cay3.1 y Cav3.2 debido a sus propie-
dades biofisicas diferenciales (Klockner et al., 1999). De acuerdo a nuestros resultados, la
corriente ventana en presencia de ghrelina tendria una magnitud levemente mayor. Por lo
tanto, se podria pensar que frente a un estimulo sinaptico sub-umbral se generaria un ma-
yor aumento de calcio intracelular en las dendritas en presencia de ghrelina. Ese incremento
del calcio local podria tener varios efectos en la integracion sinaptica: el influjo de calcio
afectaria de manera directa la duracién y amplitud de las corrientes post-sinapticas excita-
torias, al prolongar la duracién de la despolarizacion (Magee & Johnston, 1995); la entrada
de calcio activaria indirectamente canales de potasio modulados por calcio, y de ese modo
se promoveria una hiperpolarizacion de la membrana (Spruston et al., 1995); y ese aumento
post-sinaptico en la concentracion de calcio podria impactar en procesos dependientes de
calcio, tales como la plasticidad a corto y largo plazo (Aizenman et al., 1998).

Algunas formas de enfermedades severas, como epilepsia y dolor crénico, involucran
anomalias en las corrientes T y pueden ser consideradas channelophaties (Nelson et al.,
2006). Esas enfermedades estan bajo intenso estudio para poder desarrollar nuevas dro-
gas. En este sentido, diversos mutantes de Cay3 poseen fenotipos epilépticos, y pequenas
moléculas organicas que bloquean los canales T son efectivas en el control de estados
epilépticos (Heron et al., 2007; Powell et al., 2014; Proft et al., 2017). Asimismo, esta bien
establecido un rol para las corrientes T en el dolor neuropatico y bloqueantes de dichas
corrientes han sido propuestos como parte de nuevas estrategias para el dolor agudo, in-
flamatorio y crénico (Snutch & Zamponi, 2018). Por otro lado, desde su descubrimiento,
ghrelina ha sido estudiada como blanco terapéutico de varios desérdenes tales como obe-
sidad y adiccién (Seim et al., 2012). En particular, muchos esfuerzos fueron enfocados en
analogos de ghrelina que pudieran interactuar con su receptor, GHSR. Adicionalmente a
conseguir compuestos mas estables que ghrelina, esas drogas pueden activar o inhibir cas-
cadas de sefalizacion especificas, o bloquear la actividad constitutiva del receptor, con
diferentes eficacias (Asakawa et al., 2003; M'Kadmi et al., 2015). Muchos de esos com-
puestos sintéticos estan disponibles y podrian ser ensayados como inhibidores de las
corrientes T, y de ese modo podrian considerarse para el tratamiento de patologias que
involucren anomalias excitatorias del sistema nervioso central. Por otro lado, nuevas estra-
tegias enfocadas en el secuestro de ghrelina o en la reduccién de su sintesis (Nakazato et

al., 2001; Helmling et al., 2004) podrian afectar la actividad de todos los blancos de ghrelina,
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incluidos los canales Cay3.3. En resumen, nuestros resultados no solo contribuyen a en-
tender el mecanismo que modula los Cay3.3 sino que también identifica un nuevo blanco

de ghrelina, un modulador neuronal con gran interés farmacoldgico.
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Capitulo Il: Conclusiones

En este capitulo de tesis demostramos que ghrelina, a través de la activacion de
GHSR, ejerce un efecto inhibitorio sobre las corrientes Cayv3. Ghrelina inhibe las corrientes
de calcio nativas sensibles a NiCl, y evocadas a voltajes bajos en cultivos de neuronas
hipotalamicas. Encontramos que este efecto de ghrelina es selectivo sobre los Cay3.3, sin
alterar la actividad de Cay3.1 y Cayv3.2, en un sistema de expresion heterdloga. Dicho efecto
comprende una reduccidon en Gmax con un leve desplazamiento hacia potenciales mas ne-
gativos en la dependencia de activacion con el voltaje. Ademas, ghrelina acelera la cinética
de activacion e inactivacion de la corriente macroscépica inhibida, asi como un desplaza-
miento hacia potenciales hiperpolarizados en el potencial medio del estado estacionario de

inactivacion. Nuestra prediccidn basada en los ensayos in silico indica que la inhibicion de
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Esquema 2. La actividad eléctrica de una neurona postsinaptica es modulada por la actividad de las
neuronas presinapticas cercanas (A). La activacion de GHSR por ghrelina inhibe los canales de
potasio operados por voltaje (Kv7) generando un aumento en la frecuencia de disparos de potencia-
les de accion (B). Ademas ghrelina inhibe selectivamente la corriente de calcio mediada por Cav3.3
de modo que reduce la actividad eléctrica neuronal (C). En conjunto, la inhibicién del Cav3.3 por la
hormona genera una atenuacion al incremento del disparo originado por la inhibicién de Kv7 (D).
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Cay3.3 atenuaria la estimulacion de la frecuencia de disparo de potenciales de accion ori-
ginada por la inhibicién de las corrientes de potasio por ghrelina (esquema 2). En resumen,

descubrimos un nuevo blanco de ghrelina en las neuronas: el Cay3.3.
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GHSR posee dos modos de actividad, una evocada por ghrelina y otra constitutiva. La ac-
tividad evocada por ghrelina, a nivel molecular, libera calcio desde compartimentos intracelulares
(Howard et al., 1996) y activa la transcripcion (Holst et al., 2003; Holst et al., 2005) en forma
dependiente de proteina Gq. A nivel sinaptico, ghrelina incrementa la respuesta postsinaptica a
glutamato a través de la estimulacién de receptores AMPA en la membrana postsinaptica (Ribeiro
etal., 2014). Tanto la actividad evocada como la actividad constitutiva actian a nivel presinaptico
inhibiendo la liberacion de GABA. Nuestro laboratorio ha contribuido a la comprensién del efecto
producido por la actividad constitutiva de GHSR, mostrando que este receptor modula los Cay a
través de mecanismos diferentes dependiendo de su modo de activacion. La actividad constitutiva
de GHSR reduce el trafico de Cay2, resultando en una menor densidad de canales en la mem-
brana plasmatica y, en consecuencia, disminuye la liberaciéon de GABA (Lopez Soto et al., 2015;
Martinez Damonte et al., 2018). Como demostramos en el primer capitulo, el efecto de la actividad
constitutiva requiere la presencia de la subunidad auxiliar Cay} y este efecto es comun para todos
los subtipos de canales de calcio que poseen la subunidad Cay como parte de su complejo,
incluyendo los canales de expresion postsinaptica (Cayv1.2 y Cav1.3). De este modo, inicialmente
hemos postulado que la actividad constitutiva de GHSR modifica la cantidad de canales pre y
postsinapticos, mientras que la aplicacion aguda de ghrelina reduce las corrientes presinapticas
mediadas por Cay2 afectando la liberacién de GABA. En el segundo capitulo, presentamos un
nuevo blanco de la actividad de GHSR evocada de ghrelina: los Cay3.3, canales que contribuyen
a la corriente T y participan en el patrén de disparo de potenciales de accién en neuronas. En

resumen, los Cay son efectores centrales del sistema ghrelina/GHSR.
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