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15. Biofisica
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Resumen

Los canales de calcio (Ca*?) dependientes del voltaje (Cay) acoplan la despolarizacién
de la membrana al influjo de Ca*? lo que desencadena una serie de procesos celulares
dependientes de Ca*2. Los Cay son, por lo tanto, cruciales en la configuracion de la actividad
y funcién neuronal, dependiendo de sus propiedades temporales y espaciales individuales.
Ademas, muchos neurotransmisores y farmacos que actuan a través de los receptores
acoplados a la proteina G (GPCR), modulan la actividad neuronal al alterar la expresion, el
trafico o la funcién de los Cay. El objetivo del actual trabajo es entender el mecanismo a
través del cual el receptor de la hormona orexigénica ghrelina (GHSR1a, por sus siglas en
Inglés growth hormone secretagogue receptor type 1a) regula la densidad de Cay en la
superficie celular. Nuestros resultados indican que GHSR puede inhibir el trafico hacia la
membrana plasmatica de varios subtipos de Cay, incluso en ausencia de su agonista
natural, a través de su actividad constitutiva. Esta forma crénica de inhibicion del GPCR
sobre los Cay depende de la presencia de la subunidad auxiliar Cayp. Esto se demostré
tanto en cultivos neuronales primarios hipotalamicos como en sistemas de expresién
heterdlogos, utilizando electrofisiologia de patch clamp y microscopia confocal para
examinar las ubicaciones sub-celulares de proteinas marcadas. El efecto de la actividad
constitutiva de GHSR en el trafico de los Cay sugiere un papel para esta via de sefializaciéon
en areas del cerebro que controlan la ingesta de alimentos, la recompensa, el aprendizaje y

la memoria donde el mismo se expresa.

Palabras claves: canales, calcio, GHSR.
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Introduccién

Los canales de calcio (Ca%)
operados por voltaje (Cay) son proteinas
tipo canal iénico selectivas a Ca®
fundamentales en la funcidn neuronal
debido a que acoplan la despolarizacion
de la membrana plasmatica con aumentos
de Ca*

informacion eléctrica en una sefial quimica

intracelular, traduciendo
universal. Asi, la sublocalizaciéon de los
distintos subtipos de Cay hace que sean
capaces de modular procesos neuronales
importantes como la transcripcion
genética (Wheeler, Barrett, Groth, Safa, &
Tsien, 2008) (influjo de Ca** a través de
los Cay1 en el soma y las dendritas) y
liberacion de neurotransmisores (Catterall
& Few, 2008; Dunlap, Luebke, & Turner,
1995; Pan & Zucker, 2009) (influjo de Ca?*
en las terminales axonicas de los Cay2).
Por otro lado, los Cay3, capaces de
abrirse a potenciales mas negativos que
los Cay1 y Cay2 contribuyen mediante el
influjo de la corriente de calcio positiva
entrante y por lo tanto despolarizante, a la
forma y a la frecuencia de potenciales de
accion en el axon (McKay et al., 2006;
Molineux et al., 2006; Perez-Reyes, 2003;
Xu & Lipscombe, 2001). Los subtipos de
canales Cay1 y Cay2 son complejos
hetero-oligoméricos compuestos por una
subunidad principal Caya; formadora del
poro, y subunidades auxiliares: Cay8 y
Caya,0. Ambas regulan la expresion y el

trafico hacia la membrana plasmatica del
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complejo canal, y modulan propiedades
cinéticas de los Cay (Dolphin, 2012; Felix,
Calderon-Rivera, & Andrade, 2013). El
subtipo de canales Cay3 migra hacia a la
membrana plasmatica sin la necesidad de
subunidades auxiliares (Bichet et al.,
2000; De Waard, Pragnell, & Campbell,
1994; Fang & Colecraft, 2011), a
diferencia de los Cay1 y Cay2.

La actividad de los Cay es modulada
por multiples proteinas, entre ellas, los
receptores acoplados a proteina G
(GPCR). En nuestro laboratorio hemos
demostrado previamente que la actividad
constitutiva (actividad en ausencia de
agonista) del receptor de la hormona
ghrelina (GHSR1a, por sus siglas en
Inglés Growth hormone secretagogue
receptor type 1a) modula negativamente
los Cay2 en neuronas hipotalamicas y en
un sistema de expresidbn heterdlogo
(Lopez Soto et al., 2015). Hallamos que la
sola co-expresién en células HEK293T de
GHSR con Cay2.1 o Cay2.2 reduce la
amplitud de la corriente a niveles muy
bajos. Dicho efecto es causado por la
actividad constitutiva del receptor dado
que utilizando un agonista inverso de
GHSR, un analogo de la sustancia P
(SPA, de sus siglas en Inglés substance-P
analog), o un mutante puntual de GHSR-
A204E (carente de actividad constitutiva)
(Inoue et al., 2011; Pantel et al., 2006)
reestablecimos la amplitud de la corriente

de los Cay2 a los niveles del control donde
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no se expresaba el receptor. Ademas,
GHSR expresado a niveles nativos es
suficiente para disminuir la amplitud de las
corrientes de calcio endogenas en
neuronas hipotalamicas. Encontramos que
la disminucion de las corrientes Cay2 por
la actividad constitutiva, efecto crénico y
so6lo ocluido por incubaciones prolongadas
con SPA, se acompafa de una reduccién
de la densidad de Cay2 en la membrana

plasmatica (Lopez Soto et al., 2015).

Objetivos

En el siguiente trabajo tendremos
como objetivos contrastar las siguientes
hipotesis: 1)- sobre la selectividad de la
accion de la actividad constitutiva de
GHSR sobre los Cay proponemos que: la
actividad constitutiva actua modulando el
trafico de los Cay a través de las
subunidades auxiliares y por lo tanto este
efecto se extenderia a todos los Cay que
formen complejos hetero-oligoméricos con
dichas subunidades; 2)- para el
mecanismo de accién de la actividad
constitutiva de GHSR sobre la densidad
de canales Cay2 en la membrana
plasmatica proponemos dos hipétesis: (i)
la actividad constitutiva disminuye el
trafico de los Cay2 a membrana
plasmatica desde el reticulo
endoplasmico, promoviendo su
degradacion en el interior celular por el
proteasoma y/o (ii) la actividad constitutiva

promueve la internalizacion de los Cay2

desde la membrana plasmatica a hacia el
sistema de endosomas, iniciando su

degradacién por el sistema de lisosomas.

Materiales y métodos

1- Modelos experimentales

1.1- Cultivo celular

La linea celular HEK293t fue
utilizada como modelo de estudio en este
trabajo. Dicha linea deriva de la linea
HEK293 (de las siglas en inglés para
Human Embryo Kidney 293) vy fue
generada mediante la transformacién con
adenovirus de un cultivo de células
embrionarias de rifion humano. Esta
version posee el gen sensible a la
temperatura para el antigeno T del virus
SV40 (de las siglas en Inglés Simian Virus
40) y constituye wuna linea celular
altamente transfectable y de uso frecuente
para la expresibn de proteinas

heterdlogas (Lin et al., 2014).

1.2- Animales

Para realizar los experimentos en
neuronas utilizamos ratones de laboratorio,
que fueron manipulados rutinariamente en
forma semejante a la mayoria de los
laboratorios nacionales e internacionales
que abordan una tematica de estudio similar
y la Dra. Raingo posee documentada
experiencia en su uso. El presente estudio
fue realizado con la previa autorizacion del

comité de ética del IMBICE, en conformidad
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con las recomendaciones de la Guia para el
Cuidado y Uso de animales de laboratorio
de los Institutos Nacionales de Salud,
EE.UU, e

sufrimiento animal en cuanto fue posible.

intentando  minimizar el

Utilizamos ratones C57BL/6 salvajes y
ratones deficientes en el receptor de
ghrelina (Zigman et al., 2005) que derivan
de cruzas entre animales heterocigotas
retrocruzados por mas de diez
generaciones. Ratones de ambos sexos
fueron criados 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. La
identificacion genotipica de los ratones fue
realizada mediante una amplificacion por la
reaccion en cadena de la polimerasa PCR
(de las siglas en Inglés para polimerase
chain reaction) de secuencias especificas
utilizando como molde ADN extraido de la

cola de los ratones.
1.2.1- Extraccién de ADN

Para la extraccion de ADN cortamos
las colas de los embriones a genotipificar en
fragmentos de ~2 mm y las colocamos en
tubos eppendorf de 0.1 ml. En dicho tubo
anadimos una solucion de NaOH 25 mM/
EDTA 0.2 mM. Los tubos fueron colocados
en un ciclador BioRad (T100™ Thermal

-PCR1: banda de 184 pb
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Cycler, Tecnolab, Buenos Aires, Argentina),
y sometidos a un ciclo de 1 h (95 °C 45 min,
4°C 15 min). Finalizado este tiempo, a cada
tubo afadimos 75 pl de una solucion de
Tris/HCI 40 mM pH5.5. El contenido de
cada tubo fue trasvasado a otro tubo nuevo
para eliminar restos de tejido, y los
conservamos a -20 °C hasta ser utilizados

para la genotipificacion.

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 (de las siglas en Inglés para
transcription  blocking cassette), que
interrumpe el gen GHSR en los animales
deficientes en GHSR. La amplificacion de
una banda en la primera PCR y ninguna
en la segunda, indica que el ratén es
homocigota para el genotipo salvaje; en
oposicion, la amplificacion de una banda
en cada PCR indica que el raton es
heterocigota para GHSR; mientras que
una banda sélo en la segunda PCR indica
que el raton es homocigota deficiente en
GHSR. A continuacién detallamos los
cebadores utilizados para cada reaccion y
el tamafno de banda que se espera en

cada una:

“Forward Wt” 5- GAGTGACAGGTAAGTGAGTGCG -3’
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‘Reverse Wt” 5- GTGCGAACATTAGCGATGAAAGG -3’

-PCR2: banda de 175 pb

“Forward TBC” 5- AAGAGCTACAGGAAGGCAGGTCA -3’

‘Reverse TBC” 5- CCACTGCACGTCTCTCCCTATTT -3

Para cada reaccion de PCR
utilizamos 12,5 pl finales conteniendo: 1 pl
de ADN molde, 1,25 ul de buffer 10X;
0,625 pyl de MgCl2 50 mM, 2 pul de
seroalbumina bovina, 0,25 ul de dNTPs 10
mM, 0,625 pl de cebadores forward y
reverse, 0,0625 pl de TagADN polimerasa
EE.UU.) y agua
milliQ c.s.p. Las condiciones de ciclado
ADN que

las siguientes: una

(Promega, Madison,
para la amplificacién del
utilizamos fueron
desnaturalizacion inicial a 94 °C 4 min,
seguido de 35 ciclos con una
desnaturalizacion 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.

sembramos y revelamos los productos de

Finalmente

reaccion de PCR en geles de agarosa al 2
% tefiida con 0,2 pl/ml de GelRed™
(Nucleic Acid Gel Stain, Biotium).

2- Cultivos celulares
2.1- HEK293T

El mantenimiento de las células fue
botellas T25 (NEST
Biotechnology Co., cat#707003, Jiangsu,

realizado en

China) utilizando como medio de cultivo

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

— -

I\
(DMEM, Laboratorios Microvet,
cat#P3030, Buenos Aires, Argentina)

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 atmédsfera con 5 %
de CO, y 95 % de aire. El repique y los
subcultivos fueron realizados al alcanzar
las células un 80 % de confluencia
retirando el medio de cultivo de las
botellas y agregando 3 ml de solucion
citrico salina. Luego fueron mantenidas en
estufa por 10 min hasta lograr el
desprendimiento de la monocapa celular,
para luego disgregarlas mecanicamente
por pipeteo. Seguidamente conservamos
0.5 ml de dicha suspension en un volumen
final de DMEM suplementado de 5 ml.
Para algunos subcultivos en placas de 12
pocillos agregamos 0.1 ml de Ila
suspension celular en un volumen final de
1 ml de DMEM suplementado. Dichas
placas fueron mantenidas en iguales

condiciones que las botellas T25.

\7
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2.2- Cultivo primario embrionario de
hipotalamo.

Los cultivos neuronales fueron obtenidos
a partir de embriones de ratones salvajes
y de ratones deficientes de GHSR de 16-
18 dias. El protocolo utilizado fue el similar
a uno descripto en (Raingo et al., 2012).
De manera resumida, las hembras
prefadas fueron dislocadas cervicalmente
y los embriones fueron removidos
rapidamente. De manera inmediata, los
colocamos en medio Hank estéril y frio
(Microvet, cat#L2005-500, Buenos Aires,
Argentina) para la posterior extraccién de
los cerebros. El tejido correspondiente al
hipotalamo fue disecado y colocado en
medio Hank estéril. Posteriormente se
realizé el enjuague de los mismos dos
veces, para luego disociar 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 con puntas de
diametros sucesivamente mas pequenos.
En vidrios de 12 mm de diametro,
previamente tratados con poli-L-lisina,
sembramos ~ 70.000 células. Las mismas
fueron incubadas a 37 °C en wuna

atmoésfera controlada de 95 % aire y 5 %

TS CH

CO, con medio de cultvo DMEM
(Microvet, Buenos Aires, Argentina)lF12
1:1 suplementado con B27 (1:50, GIBCO,
cat#t17504-044, Thermo Fisher Scientific,
Buenos Aires, Argentina), 10 % SFB,
0,25% glucosa, 2 mM glutamina (G/IBCO),
3,3 pg/ml insulina (Novo  Nordisk
Pharmaceutical Industries, Inc., Buenos
Aires, Argentina), 40 ug/ml sulfato de
gentamicina  (Richet, Buenos Aires,
Argentina), y 1 % de solucion de vitamina
(Microvet, Buenos Aires, Argentina). Al
cuarto dia de cultivo in  vitro
reemplazamos la mitad del medio de
incubacién por medio fresco conteniendo
Ara-C, 3-d-arabifurandsido citosina (Sigma
Aldrich, cat## C1768, Buenos Aires,
Argentina), para lograr una concentracion

final de 5 yM en cada pocillo.

3- Expression heterdéloga
3.1- Transfecciones transientes

La transfeccion transitoria de los
distintos plasmidos (ver tabla) en las

condiciones detalladas en la seccién de

resultados fue realizada utilizando
liposomas cationicos comerciales
(Lipofectamine 2000, Invitrogen®

cat#11668-019, Massachusetts, EE.UU.),
el ADN de interés, clonado en un vector
de expresion eucariota y células HEK293T
crecidas al 80 % de confluencia en placas
de cultivo. La mezcla de transfeccion
utilizada sigui6 las instrucciones del
relacion

proveedor  utilizando  una

Asoeiacibn de Universidades
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ADN/reactivo de transfeccion 1:2. Para la
correcta expresion
clones las células fueron incubadas por
24-48 h segun el subtipo de canal de

calcio expresado, en los experimentos de

patch clamp.

Para dichos
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de los diferentes

3.2- Clones utilizados
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ensayos,

posteriormente,

las

células

durante el dia de experimento de patch.
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fueron
disgregadas con tripsina (0.25 mg/mL),
lavadas con DMEM

mantenidas

libre de SFB vy

temperatura ambiente

Nombre completo
oficial

Simbolo oficial

NuUmero de
acceso
GenBank

Mutacion

Tag

Nombre en este
trabajo

calcium channel,
voltage-dependent
alpha 1C subunit

Cacnalc

AY728090

Cav1 2

calcium voltage-
gated channel
subunit alpha1 D

Cacnatd

AF370009

Cav1.3

calcium voltage-
gated channel
subunit alpha1 B

Cacnatb

AF055477

Cay2.2

calcium voltage-
gated channel
subunit alpha1 H

Cacnath

NM_021098

-GFP

Cav3.2

calcium voltage-
gated channel
subunit alphat |

Cacnati

NM_021096

Cav3.3

calcium voltage-
gated channel
auxiliary subunit
beta 3

Cacnb3

M88751

Cavﬁs

calcium voltage-
gated channel
auxiliary subunit
beta 3

Cacnb3

M88751

eGFP

CavBe,-GFP

calcium voltage-
gated channel
auxiliary subunit
beta 2

Cacnb2

M80545

CavBza

calcium voltage-
gated channel
auxiliary subunit
beta 2

Cacnb2

M80545

eGFP

CavBQa-GFP

calcium voltage-
gated channel

auxiliary subunit
alpha2delta 1

Cacna2d1

AF286488

Caya201

calcium voltage-
gated channel
subunit alpha1 B

Cacnalb

D14157

Addgene 58734

W391A

Cav2.2W391A

calcium voltage-
gated channel
auxiliary subunit
beta 2

Cacnb2

M80545

TF8n

CavB2aTF8n

growth hormone
secretagogue

GHSR

AY429112

GHSR




transfeccion
4.1.1 Cepa bacteriana

La cepa bacteriana DH5a de la
bacteria Escherichia coli fue utilizada para
la amplificacion de plasmidos. Esta cepa
se caracteriza por su eficiencia de
transformacion con ADN no metilado
(hsdR),

endonucleasa

la ausencia de actividad de
(endA1)

(permitiendo preparaciones de plasmidos

inespecifica |

la resistencia a los
(fhuA2) vy

recombinacion

de buena calidad),
la actividad de
(recA1)

la estabilidad de los

fagos T1
disminuida
(incrementando
insertos). Ademas esta cepa es sensible a

ampicilina y kanamicina.

Para obtener nuestras bacterias

competentes seguimos los pasos del
meétodo Inoue, para lo cual partimos de un
stock de la cepa DH5a de Escherichia 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  antibiético (ATB), que

incubamos a 37 °C toda la noche. Al dia
siguiente, por la mafiana, picamos una
colonia y la transferimos a 5 ml de medio
LB, e incubamos entre 6-8 h a 37 °C con
agitacion. Con este cultivo inoculamos tres
Erlenmeyers con medio, cada uno
conteniendo 100 ml de LB sin ATB. El
primero recibié 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

=
% XX VIl \V
23 A 25 DEQUTUBRO DE 2019 %g* ‘z g’
% oo rec ar 7N
;:ﬂ:: I\:CIN“E\HD.‘ED
receptor
growth hormone
secretagogue GHSR A204E A204E
receptor
pPalmitoyl- Marc. de membrana
mTurquoise?2 Addgene 36209 plasmatica (MP)
Marc. de reticulo
mCh-Sec61 beta Addgene 49155 endoplasmico (RE)
pmTurquoise2- Marcador de Golgi
Golgi Addgene 36205 (G)
Marc. de endosoma
DsRed-rab11WT Addgene 12679 de reciclaje (ER)
Rab11bS25N
(Rab11bGDP)
pCDNA3-C3-toxin
pcDNAS3.1 (+)
peGFP
4- Biologia molecular 4.1.2 Obtencién de bacterias
.. competentes
41 Obtencion de <clones para P



% XXV \Y
23 A 25 DEQUTUBRO DE 2019 w‘.‘{% :&y \%

Asocl n de Universidades
GRUPO MONTEVIDED
==

Optica a 600 nm hasta la obtencion de un
valor de 0,55 A en alguno de los tres
cultivos. Este ultimo fue transferido a un
bafio de hielo durante 10 min, vy
descartamos los otros dos cultivos.
Transcurridos los 10 min, realizamos una
centrifugacién 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 H,0, 15
CaCl,.2H,0, 250 KCI, 10 PIPES pH 6,7)
enfriado previamente. La centrifugacion y
el secado fueron pasos que repetimos
para luego resuspender las células en 8
ml buffer Inoue al que afadimos 0,64 ml
de dimetilsulféxido. Finalmente,
separamos esta suspension en alicuotas
de 200 pl y las conservamos a -70 °C

hasta su uso.

4.1.3 Transformacion de bacterias

competentes con ADN plasmidico

La transformacién de las bacterias
competentes fue realizada siguiendo el
protocolo descripto por (Cohen, 1974).
Resumidamente, adicionamos 50 ng de
ADN plasmidico a 200 ul de la suspension
de bacterias competentes e incubamos la
mezcla en hielo durante 30 min.
Posteriormente, la transferimos a un bafio
de agua a 42 °C para realizar un choque
térmico de 45 s de duracion.

Inmediatamente después colocamos el

tubo en hielo, al que agregamos 800 pl de
medio SOC e incubamos 40 min a 37 °C.
Luego, sembramos las bacterias en
placas de agar LB con el antibiético de
seleccion adecuado e incubamos a 37 °C
durante una noche para permitir el

desarrollo de colonias transformadas.

4.1.4 Preparacion de ADN plasmidico a

mediana escala (Midiprep)

Un volumen de 0,5 ml de un cultivo
primario de las bacterias conteniendo el
plasmido de interés fue inoculado en 200
ml de medio LB con la concentracion
adecuada del antibidtico de seleccion
correspondiente, e incubado 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. La obtencion del
ADN plasmidico fue realizada utilizando
un kit comercial (QIAfilter® Plasmid Midi
Kit cat# 12145, Massachusetts, EE.UU.),

siguiendo las instrucciones del fabricante.

4.1.5 Cuantificacion de ADN.

Para la cuantificacibn de muestras
de ADN medimos la absorbancia a 260
nm en el espectrofotdmetro NanoDrop
2000c (Thermo Fisher Scientific Inc.,
EE.UU.),

especificaciones del fabricante. Como

Delaware, siguiendo las
parametro de calidad del ADN utilizamos
las relaciones de absorbancia 260/280 y
260/230.
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5- Electrofisiologia

Las corrientes i6nicas fueron
registradas con un amplificador Axopatch
200 (Molecular Devices). Los datos fueron
recolectados a 20 kHz y filtrados a 10 kHz
(-3dB) utilizando el software PCLAMPS8.2
(Molecular Devices). Las micropipetas
utilizadas poseian una resistencia de 2-4
MQ vy fueron llenadas con solucién interna.
La resistencia en serie admitida fue menor
que 6 MQ y compensada en 80% a un
tiempo de 10 us. La corriente de fuga fue
sustraida en tiempo real utilizando un
protocolo P/-4. Todos nuestros registros
fueron obtenidos a temperatura ambiente
(~ 23 °C).

5.1- Corrientes de calcio en HEK293T

transfectadas transientemente

Los registros de patch clamp en
configuracién célula entera con fijacion del
voltaje fueron realizados en células
identificadas como transfectadas, es decir,
aquellas que expresaban la proteina
reportera GFP. La solucion interna
contenia (en mM): 134 CsClI, 10 EGTA, 1
EDTA, 10 HEPES y 4 MgATP (pH 7.2 con
CsOH). La solucién externa contenia (en
mM): 2 CaCl,, 1 MgCl,, 10 HEPES y 140
cloruro de colina (pH 7.4 con CsOH). En
algunos experimentos usamos como ion
permeante bario (BaCl,, 10 mM o 20 mM)
en lugar de calcio para amplificar la
amplitud de las corrientes. El potencial de

reposo utilizado en nuestros protocolos

TS CH

fue de -100 mV para remover los canales
de su closed-state inactivation (Thaler,
Gray, & Lipscombe, 2004).

Los protocolos utilizados 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 donde utilizamos como ion
permeante el Bario (20 mM) el protocolo
consistié en pulsos cuadrados desde -100
mV a +20 mV. Para Cay3.2 y Cay3.3,
utilizamos pulsos cuadrados desde -100
mV, a -20 mV o -30 mV por 200 ms cada
10 s.

5.2- Corrientes de calcio o bario en
cultivos neuronales primarios

Sobre neuronas cultivadas in vitro por
10-16 dias fueron realizados registros en
configuracion de célula entera con fijacion
del voltaje desde un potencial de reposo
de -80 mV aplicando un pulso cuadrado a
-20 mV o 0 mV por 20 o 200 ms cada 10
s. La solucion interna con la que fueron
llenadas las micropipetas contenia (en
mM): 134 CsCIl, 10 EGTA, 1 EDTA, 10
HEPES, y 4 MgATP (pH 7.2 con CsOH).
Las neuronas inicialmente  fueron
mantenidas en una solucién de alto
contenido en sodio contendiendo (en mM):
135 NaCl, 4.7 KCI, 1.2 MgCI2, 2.5 CaClz2,
10 HEPES, y 10 glucosa, pH 7.4 con
NaOH. Luego de obtenido el sello, las

corrientes de calcio fueron registradas en

Asociacisn de Universidades
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una solucion conteniendo (en mM): 10
BaCl,, 110 cloruro de colina, 20 cloruro de
TEA, 1 MgCl,, 10 HEPES, 10 glucosa, and
0.001 tetrodotoxina (TTX; Sigma-Aldrich),
pH 74 con CsOH. En algunos
experimentos la solucién externa utilizada
contenia (en mM): 5 CaCl,, 135 cloruro de
colina, 1 MgCl,, 10 HEPES, 10 glucosa,
and 0.001 tetrodotoxina (TTX; Sigma-
Aldrich), pH 7.4 con CsOH.

6- Microscopia confocal

HEK293T fueron

cultivadas en vidrios redondos tratados

Las células

previamente con poli-L-lisina (Sigma-
Aldrich) y dispuestos sobre placas de 12-
24 pocillos. 24 horas después, las células
fueron cotransfectadas con CayB..,-GFP o
CayB;-GFP y diferentes combinaciones de
otros plasmidos detallados en la seccion
de resultados con Lipofectamina 2000.
Transcurridas 24 h, las células fueron
lavadas con PBS 1X. Luego, las células
fueron fijadas con paraformaldehido al 4
% en PBS 1X por 20 min. Posteriormente,
las células fueron lavadas dos veces por
PBS 1X y montadas sobre vidrios usando
el medio de montaje VECTASHIELD®.

Las microfotografias fueron
obtenidas usando un microscopio confocal
Zeiss LSM 800 con el software ZEN. La
cuantificacion de la co-localizacién de
CayB,.-GFP o CayBs:-GFP con los

diferentes marcadores de compartimentos

TS CH

intracelulares fue realizada con |la
herramienta Just another Co-localizarian
Plugin (JaCoP) del software de acceso
libre FIJI, herramienta que nos permitid
calcular los coeficientes de solapamiento
de Mander para cada marcador (Cayf3-

GFP/Marcador overlap).
7- Drogas

Para los experimentos de patch clamp
y de imagenes en las células HEK293T,
fue usado el agonista inverso de GHSR,
[d-Arg1,d-Pheb,d-Trp7,9,Leut1]-
substance P  (SPA; Santa Cruz
Biotechnology, Inc.). Para los
experimentos de patch clamp en los
cultivos neuronales primarios fue utilizado
el agonista de Cay1 BayK-8644 (Sigma-
Aldrich).

8- Estadistica

Nuestros datos obtenidos fueron
analizados estadisticamente con el
software GraphPad Prism 6 (GraphPad
EE.UU.).

Evaluamos si nuestros datos poseian una

Software  Inc., California,
distribucion normal con el test de
Kolmogorov—Smirnov, y la homogeneidad
de varianzas con los tests de Bartlett
(datos con distribucién normal) o de
Brown-Forsythe (datos con distribucién no
normal). Los valores de p fueron
obtenidos a partir del test t de Student o
del test de comparacion multiple de

varianzas de una via ANOVA con el post
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test de Tukey (datos con distribucion
normal); o a partir del test de Mann-
Whitney o el test de comparacién multiple
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.Nuestros datos fueron expresados
como la media £ el error estandar de la
media, y los datos individuales como

puntos negros.
Resultados y discusién

Inicialmente  evaluamos nuestra
primera hipétesis, donde proponemos que
las subunidades auxiliares probablemente
sean el blanco de la actividad constitutiva
de GHSR.

demostrado que Cayf3 impide la retencién

Estudios previos han
de Cay2 en el reticulo endoplasmico y
reduce su entrada en las vias de
degradacion proteasomal, estabilizando el
canal Cay2 en la membrana plasmatica y
consecuentemente aumentando al
corriente macroscopica medida (Altier et
al., 2011; Fang & Colecraft, 2011). Para
ello, registramos corrientes de calcio
mediante la técnica de patch clamp en
configuracién célula entera con fijacion del
voltaje en células HEK293T expresando

heterélogamente la subunidad principal

TS CH

Asociacisn
GRUPQ MO

Cay2.2 junto a Cay00; y GHSR en
ausencia de CayB; (figura 1A). En dichas
condiciones, la corriente macroscopica
registrada fue de pequefia amplitud pero
medible, y observamos que la co-
expresion de GHSR no modificé el nivel
de corriente al compararlo con células que
no lo expresaban, y en su lugar

En

contraposicion, al co-expresar GHSR junto

expresaban un plasmido vacio.
a Cay2.2, CayB3 y Caya,01, observamos

nuestro ya reportado efecto de

disminucion dramatica de la corriente
macroscopica mediada por Cay2.2 (figura
1B).

también es capaz de

Dado que la subunidad Caya,0,
incrementar la
expresion en superficie de diferentes
isoformas de Caya; y disminuye la
internalizacién de los mismos, realizamos
un experimento similar al anterior pero en
este caso en ausencia de Cay0,0; 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),

importancia de la subunidad Caya,0, para

confirmando la

el correcto transporte del complejo canal
No

obstante, por experimentos de imagenes

hacia la membrana plasmatica.
utilizando una quimera del canal Ca,2.2
fusionado a GFP, pudimos observar que
el canal trafica en menor medida en
ausencia de Caya,0;, no obstante la
densidad de canal que se encuentra en la

membrana plasmatica puede ser reducida

N
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la actividad constitutiva de GHSR

por
(Mustafa et al., 2017). Los resultados

hasta aqui presentados sugieren que la

subunidad auxiliar CayB, pero no la

subunidad Caya,0, es requerida para

TS CH

observar la accién inhibitoria de Ia
actividad constitutiva de GHSR sobre los
Cay, y esa accion de GHSR involucraria
una disminucién de la densidad de canal

Cay2.2 en la membrana plasmatica.

A Cay2.2 + Cayopd, 207 p=0.1208
-GHSR +GHSR ” .
00— q00-20, & .
by -
B W to
MS:J o:- ‘.TL
w 51 ,-:-.
a :
o
S 10ms
-GHSR +GHSR

Cay2.2 + CayayBy + Cayfy 160 M
-GHSR +GHSR 120
_1991 20 L _1% 20 . §
oo = 80
=
LIC_L 40 1 _-'?“
AR ] s
2 5ms gl =%
-GHSR +GHSR

Figura 1. La presencia de la subunidad auxiliar Cayf; €5 necesaria para observar ef efecto inhibitorio de la

actividad constitutiva de GHSR sobre las corrientes Cay2.2. A. Trazos representativos y valores promedic de

niveles de corriente |, de células HEK293T cotransfectadas con Cayl.2, Cayasd; y GHSR (+GHSR) o plasmide

vacic (-GHER). B. Trazos representalivos y valores promedio de niveles de corriente iq, o de células HEKZ283T
cotransfectadas con Cay2.2, Cayady, CayBl; y GHSR (+GHSR) o plasmido vacio (-GHSR). Significancia estadistica

determinada con test de Mann-Whitney.

Teniendo presente los resultados

mostrados, 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. Para
ello registramos corrientes de calcio en
células HEK293T co-transfectadas con
Cay1.2 0 Cay1.3, junto a sus subunidades
auxiliares, Caya.04 y Cayf3, en presencia
de GHSR o de plasmido vacio. En
comparacion con el control, encontramos
los

una significativa disminucion en

niveles de la corriente macroscopica
mediada por Cay1.2 y Cay1.3 en las
células que co-expresaban GHSR, y ese
efecto era ocluido por la pre-incubacién

prolongada con el agonista inverso de

GHSR, SPA (figura 2A). Estos resultados
indican que la accion inhibitoria de la
de GHSR

extenderia a modular la actividad de otros

actividad constitutiva se
canales neuronales, como son los Cay1.
Posteriormente, ensayamos si la
actividad constitutiva de GHSR podria
afectar los canales Cay1 enddgenos en
neuronas hipotalamicas comparando la
amplitud de corriente Cay1 en cultivos
de

derivados de ratones salvajes (Wild type)

neuronales primarios hipotalamo
y de
(GHSR-def). Al

electrofisioldgicos, observamos que los

ratones deficientes para GHSR

realizar los registros

niveles de corriente total de bario

obtenidos en neuronas derivadas de
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animales salvajes eran menores en

comparacion con los obtenidos de
animales deficientes, en concordancia con
datos previos del laboratorio (Lopez Soto
et al.,, 2015). Para ensayar aisladamente
la amplitud de las corrientes enddgenas
Cay1
presencia o no de GHSR, utilizamos la
Bay-K 8644. Este

compuesto es una robusta herramienta

en neuronas hipotalamicas, en

dihidropiridina

para aislar las corrientes de Cay1, de las

corrientes Cay2, dado que aumenta

TS CoY

abierto de los canales Cay1 (Hess,
Lansman, & Tsien, 1984; Thomas, Chung,
& Cohen, 1985). Con ello, observamos
que Bay-K 8644 incrementé al doble la
amplitud de la corriente de bario en

neuronas derivadas de  animales
deficientes para GHSR en comparacién
con las neuronas derivadas de animales
salvajes (figura 2B). Con estos resultados,
podemos sugerir que la actividad
constitutiva de GHSR disminuye las

corrientes macroscoépicas Cay1 nativas.
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Figura 2. La actividad constitutiva de GHSR reduce las corrientes Cay,1.2 y Cay1.3 en células HEK293T y
reduce las corrientes Cay1 hativas en neuronas hipotalamicas. A. Trazos representativos y valores promedio
de niveles de corriente 1o,y de células HEK293T cofransfectadas con Cayl.2, Cay:Bq, Cayfsy GHSR (+GHSR)
o plasmido vacic {-GH3R)}. Trazos representativos y valores promedic de niveles de corriente |5 de células
HER283T cotransfectadas con Cay1.3, Caywdy, Cayfsy GHER {(+GHSR) preincubadas o no con SPA {1 uM,
+8PA), o plasmido vacio {-GHSR). B. Trazos representativos del efecto de Bay K 8844 (5 pyM) en corrientes de
harric registradas en neuronas de ratones deficientes de GHSR (GHSR def) o de ratones salvajes (Wild type), v
valores promedio del incremento de ig,. Significancia estadistica determinada con Kruskal-Wallis v post-test de
Dunn (A, Cay1.3), test de Mann-Whitney (A, Cay1.2) y test f de Student (B).



JORNADAS DE JOVENS
& I PESQUISADORES

23 A 25 DEQUTUBRO DE 2019

Seguidamente evaluamos si la
actividad constitutiva de GHSR podia
extenderse a modular la actividad de los
canales Cay3. Estos canales son funcional
y estructuralmente muy diferentes a los ya
presentados Cay1 yCay2, y a diferencia de

estos ultimos, los Cay3 trafican hacia la

A Ca3.2
& 50-  p=09253
-GHER +GHSR .
20 ™
-109; L 100, L &40
&
220, T T
© :
[T
0.
< 0
3 GHSR +GHSR
~ 20ms

TS Co

Asociacion d
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membrana plasmatica en ausencia de
subunidades auxiliares. En la figura 3
mostramos que tanto los niveles de
corriente macroscopica de Cay3.2 como
los de Cay3.3 no se ven modificados

significativamente por la coexpresion de

GHSR en células HEK293T.
B Ca,3.3
v 40— p=0.3956
-GHSR +GHSR ' .
39 30 i 30
-100; . -100; L 2
z .
220+ ‘[‘ t
w £ 104 T
[+}
<
[=N
2 30ms -GHSR +GHSR

Figura 3. La actividad constitutiva de GHSR no reduce las corrientes Cay3.2 ni las Cay3.3 . A. Trazos representatives y

valores promedic de niveles de corriente lq.yao de células HEKZ283T cotransfectadas con Cay3.2 y GHSR (+GHSR) o

plasmido vacio {(-GHSR). B. Trazos representalivos y valores promedic de niveles de corriente .35 de células HEKZ83T

cotransfectadas con Cay,3.3 y GHSR (+GHSR) o plasmide vacio (-GHSR). Significancia estadislica determinada con test de

Mann-Whitney.

No obstante, como varios reportes
proponen que el trafico de dichos Cay
podria incrementarse por la co-expresion
con Cay y Caya,d (Arias, Murbartian,
Vitko, Lee, & Perez-Reyes, 2005; Dolphin
et al.,, 1999; Dubel et al.,, 2004; Wyatt,
Page, Berrow, Brice, & Dolphin, 1998)
efecto de

ensayamos el la actividad

constitutiva de GHSR sobre los Cay3 en
presencia de Cay0,0;. Como puede
observarse en la figura 4 la co-expresion
de Cay3.2 o de Cay3.3 junto Caya,04 en
presencia de GHSR no es suficiente para
reducir los niveles de corriente en

comparacion con células expresando

plasmido vacio en reemplazo del receptor.
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Figure 4. La actividad constitutiva de GHSR no modifica las corrientes Ca3.2 y Cay3.3 en presencia de Caya,0;. A.

Trazos representativos y valores promedio de niveles de corriente I, células HEKZ93T cotransfectadas con Cay3.2,

Cayas6, vy GHSR (+GHSR) ¢ plasmido vacio {-GHSR) B. Trazos represeniatives y valores promedio de niveles de corriente
tcavas cBlulas HEK293T cotransfectadas con Ca,3.3, Cayaz8y y GHSR (+GHSR) o plasmido vacio (-GHSR). Significancia

estadistica determinada con test  de Student (A) v test de Mann-Whitney.

Luego ensayamos el efecto de la
actividad constitutiva de GHSR sobre los
Cay3 en presencia de Cayp;. Con ello
observamos que la co-expresion de

Cay3.2 o de Cay3.3 junto con cantidades

menor corriente registrada (Lopez Soto et
al., 2015).

efecto

Para corroborar que dicho

era debido a la actividad
constitutiva de GHSR pre-incubamos con

SPA células co-expresando Cay3.2 o

crecientes de Cavf3; reducia Cay3.3 junto a CayB; y GHSR, y logramos
proporcionalmente las corrientes de esta forma revertir el efecto inhibitorio
macroscopicas registradas (figura 5). del receptor. De acuerdo con estos datos,

Coincidente con ello, cabe recordar que la
actividad constitutiva de GHSR sobre los
Cay2 es dependiente de la concentracion
de GHSR expresado, por lo que a mayor

expresion del receptor se observa una

los Cay3 ensayados también serian

blanco de la actividad constitutiva de
GHSR, con la sola condicién de que Ca\f

esté expresada en la célula.
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Figure 5. La actividad constitutiva de GHSR reduce las corrientes €3,3.2 y Cay3.3 de

manera dependiente de Cayf;. A. Trazos representativos de corriente lpum; de células
HEK293T cotransfectadas con Cay3.2, Cayfl; y GHSR (+GHSR) preincubadas o no con SPA {1

#M, +GHER+3PA), o plasmido vacio {-GHSR) y valores promedio de niveles de corriente i 30

en presencia de relaciones molares Caf3:/Cay3.2 crecientes. B. Trazos representatives de
corriente .3 de celulas BEK293T cotransfectadas con Cay3.3, Cayfl; y GHSR {(+GHSR)
preincubadas o no con SPA (1 M, +GHSR+SPA), ¢ plasmido vacic {-GHSR) y valores

promedic de niveles de corriente i,y en presencia de relaciones molares Cayf:/Cay3.3

crecientes. Significancia estadistica determinada con test de Mann Whithey y Kruskal-Wallis

con post-test de Dunn.

Como se planted en la hipotesis (2i)
la disminucién de canales en la membrana
plasmatica  podria involucrar  una
disminucion en el trafico desde el reticulo
endoplasmico y el aparato de Golgi hacia
la membrana plasmatica y/o (2ii)) un

incremento en la internalizacion desde la

membrana plasmatica hacia los
endosomas. Para distinguir  dichas
posibilidades, analizamos la  sub-

localizaciéon celular de la subunidad Ca\f

en presencia o no de GHSR utilizando
versiones de Cayf fusionadas con GFP
(del Inglés green fluroscent protein) y
marcadores de diferentes compartimentos
intracelulares: membrana  plasmatica,
reticulo endoplasmico, aparato de Golgi y
endosoma de reciclaje. 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 Cayf: Cayvfs
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(proteina soluble que al interaccionar con

localiza en la
(Bichet et al.,
2000)) y CayBa2a (proteina palmitoilada que

la subunidad Caya; se

membrana plasmatica

se localiza en membrana plasmatica aun
en ausencia de Caya; (Chien,
Shirokov, Rios, & Hosey, 1996; Chien,
Gao, Perez-Reyes, & Hosey, 1998; Chien

Carr,

et al., 1995). Al realizar el experimento en
un microscopio confocal, observamos que

en ceélulas HEK293T la co-expresion de

Cay2.2 + Cayaydy + Cay-B,,GFP b
+GHSR

+GHSR+SPA

w

Ca,2.2 + CayttyBy + Cay By, GFP
+GHSR

+GHSR+5PA

T ASCo 22 Z,

A\

7
NI

Asociacisn de Universidod

RUPO

GHSR disminuia la localizacion de Cayf3,,-
GFP en la

incrementandola en el

membrana plasmatica

reticulo
endoplasmico, y débilmente en el aparato
de Golgi, sin cambios en endosomas de
reciclaje en comparacién con células que
no expresaban el GHSR. Este efecto
patron de sub-localizacion de CayB., fue
revertido en células pre-incubadas con

SPA (figura 6).
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Figura 6. La actividad constitutiva de GHSR reduce la densidad en membrana plasmatica te Cap,, mientras que la

incrementa en ef reticulo endoplésmico. A. Microfolografias de células HEK283T cotransfectadas con Cay2.2, CayB,,-eGFP,

Cay,5;, marcador de membrana plasmatica (marc. de MP), marcador de reticule andoglésmico {marc. de RE), y GHSR pre-

incubadas con SPA {1uM, +GHSR+SPA} o no (+GHSR), y una <ondicidn control expresande plasmida vacio (-GHSR). B.
Microfotografias de céiulas HEK283T cotransfectadas con Cay2.2, Cayf,,-eGFP, Cayd;8,, marcador de aparate de Golgi (marc.
de G}, marcader de endosomas de reciclaje (marc.de ER), y GHSR pre-incubadas con SPA (1uM, +GHSR+SPA) o no (+GHSR), ¥

una condicion conirel expresando plasmido vacio (<GHSR). Las barras indican la co-localizacién entre Ia sefial verde provenierite

de Cav§32a-eGFP con la sefial azul proveniénte del marcador de MP o de G, & con la sefial roja provenients del marcador de RE ©

ER. Las barfas representan la media + etvor. La harra de escala indica 10 um. Significancid estadistica determinada con ANCVA

de una via y post st de Tukey (A) y con KruskaWallis y post test de Dunri {B).
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Similares resultados se obtuvieron al
utilizar CayBs;-GFP (figura 7). En dichas

pruebas la subunidad Cayf fue co-

-GHSR

Cay2.2 + Cayad + Cay8,GFP I
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+GHSR+SPA

-GHSR

Cay2 2 + Saydd + Ca-fGFP (R
+GHSR

+GHSR+SPA

23 A 25 DEQUTUBRO DE 2019 .{g*
L=11

\7

_ %\n
N

oF
2z
z

faci iniversidodes
UP ITEVIDEO

5§

L]

z

expresada junto a Cay2.2 y Cay020; en

todos los casos.

=0.4613
1.gy PEeOlS 1.0 =
. p=0.
p=0.0018 0_3329
o8l PS 0.0001 08 pﬂu
: B p=0.0108
05| - 0.5

o
+

o
e

o
o
i

Caf-GFPiMarc. de MP avetlap

Cayii-GFPvare, de RE overlap
(=]

o
&

B 0.9989 0.6

p>-0.8989

o
I

P> 0.9659 o= 0.5207
: p= 0.1567
p> 0:5999

CanB,-GFP/Marc: de ER overfap
o
(83

Skl
2

£ 0.0 p
S ag e g el gt
o A‘GY'\ Jc(i b Fou Jrc')?\ *Ci(;’? i

Figura 7. La actividad constitutiva de GHSR reduce la densidad en membrana plasmética de Cayfyimientras que ia

incrementa en el reticuio endoplasmico. A. Microfotografias de células HEK283T cotransfectadas con Cay2 2, Cayf-¢GFP,

Cayo;6¢, marcedor de-membrana plasmética (marc. de MP), marcador de reticulo endoplasmico {marc. de RE), y &HSR pre-
incubadas ton SPA (1M, +GHSR+SPA) 6 no (HGHSR), y Una condicién control expresande plasmids vacio (-GHSR). B.
Microfotografias de céiulas HEK283T cetransfectadas con Cay2.2, CayP-eGFP, Cayt,By, marcador de aparato de Golgi (marc.
de G}, marcador de-ér:-dosomas de reciclgje {marc. de ER), y GHSR pre-incubadas con SPA {1pM, +GHSR+5PA} o no (+GHSR),

y una condicién control expresande plasmide vacic {-GHSR). Las barras indican la co-localizacién entre !a sefial verde

proveniente de CayP-eGFP con ls sefial szul proveniente del marcador de MP o de G, o con'la sefial roja provenients del

marcador de RE o ER. Las barras representan la medig = eror: La barra de escala indica 10 gm. Significancia estadistica

determinada con ANCVA de una via y post 1est de Tukey {A} y con Kruska/i-Wallis y post test de -Dunn (B).

En concordancia con dichos
resultados, observamos que al co-
expresar un dominante negativo de
Rab11b, una proteina que controla la
internalizacion de Cay1.2 hacia los

endosomas, no alteraba el efecto de la

actividad constitutiva sobre los niveles de
corriente  de Cay2.2, que seguian
reducidos (figura 8A). Ademas, hallamos
un resultado en la misma direccion
cuando ensayamos la participacion de una

pequefia GTPasa: RhoA. Dicha proteina
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esta involucrada en modificar la densidad
en superficie de los canales Cay2.2 y
Cay2.3 por promocion de un mecanismo
dependiente de internalizacion (Rousset et
al., 2015). Al co-expresar un inhibidor de

RhoA (C3 toxina) en presencia de Cay2.2,

TS CH

junto a sus subunidades
GHSR,

reduccion de la corriente en

auxiliares vy

observamos una significativa
comparacion
con células expresando plasmido vacio

(figura 8B).

Cay2.2 + CayayBy + CayPs + Rab11bGDP 15,  p=0.0208
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Figura 8. La actividad constitutiva de GHSR reduce las corrientes Cay2.2 de manera independiente de Rab11b y RhoA.

A. Trazos representativos y valores promedic de niveles de corrienie |,y de células HEK293T cotransfectadas con Cay2.2,

Caya;84, CayBs, Rab1iGDP y GHSR (+GHSR) o plasmide vacio (-GHSR). B. Trazos representatives y valores promedio de

niveles de corriente icy, » de células HEK293T cotransfectadas con Cay2.2, Caya,8,, CayR,, C3 y GHSR {(+GHSR) o plasmido

vacio {(-GHSR}. Significancia estadistca determinada con test ¢ de Student.

En base a los resultados anteriores,
¢la actividad constitutiva de GHSR podria
modificar la sublocalizacién celular de
CayB de manera independiente de la
subunidad principal Caya,? Para
responder dicha pregunta, ensayamos la
misma serie de experimentos que los
presentados en las figuras 6 y 7 pero en
ausencia de Cayas En estas condiciones
hallamos que la co-expresion de GHSR no
modificaba la distribuciéon de Ca\B; ni de

Cayf32., como lo hacia al estar presente la

subunidad principal. De acuerdo a lo
reportado por otros autores, la subunidad
CayB3; no se localiza principalmente en la
(Bichet

2000), mientras que la CayB2. si lo hace

membrana plasmatica et al.,

gracias a su modificacion  post-
traduccional. Con ello podemos plantear
que el efecto de GHSR actua modificando
la localizaciéon sub-celular del complejo
canal y no sélo de la subunidad auxiliar
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Figura 9. La actividad constitutiva de GHSR no reduce ia densidad en membrana plasmatica de Cay en ausencia de

Cayty. A. Microfotografias de células HEK283T cotransfectadas con Cayf3,;-eGFP, Cayuidy, marcador de membrana

plasmatica (marc. de MP), marcador de reticulo endoplasmico (marc. de RE), .y GHSR {(+GHSR}, y una condicidn control

expresando plasmido vacio {-GHSR). B. Microfotografias de ‘céllilas’ HEK293T coiransfectadas con CayBs-eGFP, Cayasd;,

marcador de membrana plasmatica (marc. de MP), marcador de reticulo endoplésimico (marc. de RE), -y GHSR (+GHSR}, y una

condicién cantrol expresande plasmide vacio (-GHSR). Las barras indican Ia co-localizacion entes la sefial verde provenisnte de

CayB/Cayf;,-eGFP con la sefial azul proveniente del marc. de MP, o con ia sefial roja provenients-dél marc: de RE. Las barras

representan la media < error. La barra de -escala indica 10 pm. Significancia estadistica determinada con ANOVA deunaviay

post test de Tukey {A)y con Kruskal-Wailis y post test de Dunn {B):

En este contexto, posteriormente
analizamos si la interacciéon entre Ca\f8 y
Cayas era necesaria para observar el
efecto de la actividad constitutiva. Para
ello utilizamos una version mutante de la
(Cay2.2W391A)

previamente descripta con una afinidad

subunidad principal
reducida a la interaccion con Cayf (Leroy
et al., 2005; Van Petegem, Duderstadt,
Clark, Wang, & Minor, 2008). Como se

puede observar en la figura 10A, dicha

mutacién no ocluye el efecto inhibitorio de
la actividad constitutiva sobre el complejo
canal, tanto al co-expresar la subunidad
mismo

CayB; como la CayB... En el

sentido, realizamos experimentos co-
expresando una version truncada de
CavBza (CavB2aTF8n),
incrementa las corrientes mediadas por
Cay2.1 ni

activacion (Leyris et al., 2009). En la figura

proteina que no
modifica

parametros de

10B, puede observarse que la actividad

INTEVIDEO
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constitutiva de GHSR disminuye Ila

corriente  macroscopica mediada por
Cay2.2 aun en presencia de Cay3,,TF8n.
En conjunto, esta serie de experimentos
nos permiten proponer que la sustitucion

en el aminoacido W391 de la subunidad

principal Caya;, asi como truncar una
porcion de la subunidad Cay8 no son
estrategias suficientes para impedir el
actividad

efecto  inhibitorio de la

constitutiva sobre el complejo canal.

Cay2. 2W391A + Cayayd; + CayBl;  Cayd 2W31A + Cayayd; + Cayfya Cay2.2 + Cayt,5; + CayB,,TF8n
-GHSR +GHSR -GHSR +GHSR -GHSR +GHSR
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Figura 10. La mutacién W391A en Caya, 0 el fruncamiento en CayB no son suficientes para blogquear el

efecto inhibitorio de GHSR sobre la actividad de Cay2.2. A. Trazos representativos y valores promedio de
niveles de corriente 0,05 de células HEK283T cotransfectadas con Cay 2. 2W381A, Caydy, Cayfs; vy GHSER

{+GHSR) o plasmide vacic {-GHSR). Trazos representativos y valores promedio de niveles de corriente lcaym 2
de células HEK2837 cotransfeciadas con Ca2.2W381A, Caye:d4, Cayps, ¥ GHSR {(+GHSR) o plasmido vacic

{-GH3R)}. B. Trazos representalivos y valores promedio de niveles de corriente oo de células HEK293T

cotransfectadas con Cay2.2, Caye:dy, Cayf,TF8n y GHSR (+GHSR) ¢ piasmido vacio (-GHSR). Significancia

estadistica determinada con test de Mann-iWhitney.

Varios reportes han observado la
interaccion fisica entre canales de calcio y
GPCRs como mecanismos de modulacion
de la actividad de los Cay. En ese sentido
ensayamos esa posibilidad estudiando el

trafico del receptor en este caso para ver

cual era su patron en ausencia y
presencia de la subunidad principal del
canal Caya, en presencia de Cayf; y
Caya,0,. Como puede observarse en la
figura 11 se observa que la expresion del

receptor (GHSR-YFP), al igual que el
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complejo canal, estd disminuida en la
membrana plasmatica, al mismo tiempo
que su expresion aumenta en el reticulo
endoplasmico, solo cuando la subunidad
Caya; esta co-expresada en la célula.
Dicho fenémeno no se observa al utilizar
una version mutante del receptor (GHSR-
A204E), que

constitutiva. En este caso, el receptor se

carece de actividad

expresa mayoritariamente en la
membrana plasmatica. Como se planted
previamente estos resultados se podrian
explicar si  pensamos en que el

mecanismo a través del cual ejerce su

GHSR-YFP +Caya;8; +Cavfs

A204E-YFP +Cana,01 +Cayf,

ufecem B 5

A\

7
NI

Asociacisn de Universidod

RUPO

efecto la actividad constitutiva de GHSR,
impligue una interaccion fisica entre el
GHSR y el complejo canal, que retenga a
ambos en el reticulo endoplasmico
impidiendo su correcto trafico hacia la
membrana plasmatica. No obstante los
resultados planteados, experimentos de
FRET (Transferencia de energia entre
fluorocromos) utilizando versiones
fusionadas a fluorocromos de ambas
proteinas o co-inmunoprecipitaciones son
necesarios para confirmar la hipétesis de

la interaccion fisica entre GHSR y Cay,
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Figura X. A. Microfctografias de células HEK293T colfransfectadas con GHSR-YFP, Cayps. Caydsb,, marcador deé riembrana

plasmatica {marc. de MP), marcador de reticulc endoplasmice {marc. de RE), y Cay2.2 (+Cay2.2), ¥ una condicién control

exprasando piasmido-vacio ((Cay2.2). B: Microfotografias de células HEK253T cotransTectadas con AZ04E-YFP, Cayfdy Cayabi,

marcador de membrana plasmatica (marc. de MP), marcador de reticiild endoplasmico (marc. de RE}, ¥ Cay2.2 (+Cay2.2), y una

cohdicitn control expresande plasmide vacic (-Cay2.2). Las barras indicanh la co-localizacion entre la sefial verde proveniente de

GHSR/AZ04E-YFP con la sefial azul proveniente del marc.de MP. o con la sefial roja proveniente del marc. de RE. Las barras

representan ia media + error. La barra de escala indica 10 pm. Significancia estadistica determinada con test ¢ de Sfudent
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GHSR es criticamente importante
para la regulacion del apetito, el peso
corporal, el aprendizaje y la memoria
(Diano et al., 2006; Jerlhag et al., 2006;
Nakazato et al., 2001). En este trabajo
extendimos estudios previos de nuestro
laboratorio acerca de las acciones de la
actividad constitutiva de GHSR sobre los
canales Cay2 para demostrar que dicha
actividad también puede regular la
actividad de los canales Cay1 y Ca\3. La
actividad constitutiva de GHSR previene el
exporte desde el reticulo endoplasmico de
Cayay, solo en presencia de la subunidad
auxiliar Cayp, resultando en wuna
reduccion de la densidad de complejo

canal en la superficie celular.

La modulacién 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
GABAgR (GABAgR, por sus en Inglés y-
aminobutyric acid B receptor). Estas
formas de modulacién son a largo plazo e
independientes del nivel de actividad
neuronal (Gray, Raingo, & Lipscombe,
2007). Varios de esos receptores reducen
la densidad en superficie del 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
exposiciones a su agonista y dicho
proceso implica un trafico incrementado
hacia endosomas tempranos o hacia
lisosomas (Altier et al., 2006). La remocion
de los Cay de la membrana 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
en la localizacién subcelular del complejo
canal en los endosomas de reciclaje. Por
otro lado, asi como lo reportado para
GHSR, otros GPCRs regulan la actividad
de los Cay y su densidad en superficie de
manera independiente a la presencia de
su agonista. En este sentido, ORL1 ejerce
una modulacion negativa sobre la
actividad del canal Cay2.2 en ausencia 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 Cay.
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 interaccion directa con estos.
En el caso de GHSR, el hecho de que la

actividad constitutiva dependa de la
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cantidad de receptor expresada (Lopez
Soto et al., 2015), y segun lo demostrado
en este trabajo que dependa de la
cantidad de subunidad auxiliar Ca\3, abre
la posibilidad de que la inhibicién cronica
en el trafico de los Cay necesite de una
interaccion directa entre el GPCR y el
canal. En ese sentido, nuestro
experimento de trafico de GHSR-YFP,
podria demostrarnos indirectamente que
este podria ser el mecanismo, dado que
su expresiéon en membrana plasmatica en
concomitancia con su aumento en el
reticulo endoplasmico, sélo es observable
en presencia de la subunidad principal
Cayay. Fendmeno que no se observa al
realizar el ensayo con la version carente
de actividad constitutiva de GHSR
(GHSR-A204E).

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
presencia de la subunidad auxiliar Caf.
De hecho la relacion molar CayB/Caya,
determina el grado de regulacion negativa
que ejerce la actividad constitutiva al
menos sobre las corrientes macroscopicas
mediadas por los Cay3. 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 ello,

demostramos que la subunidad principal

Caya, debe estar presente en la célula
para que la actividad constitutiva de
GHSR modifique la sublocalizacion celular
de CayB-GFP. Por otro lado, indagamos
acerca de putativas regiones de
interaccion entre dichas subunidades que
podrian estar implicadas en el mecanismo
de accion de GHSR. Hallamos que el
efecto inhibitorio de GHSR no se modifica
al coexpresar una version mutante de
Cava; (Cay2.2W391A) o una version
trucada de CayB (CayB,.TF8n). Estos
resultados podrian indicarnos que la
interacciéon entre Caya;, y Cayf mediada
por el aminoacido W391 en la region AID
(del Inglés alpha-interaction domain) ylo el
segmento truncado en CayB..TF8n no
serian requeridos para observar el efecto
inhibitorio de GHSR.

Teniendo en cuenta que
encontramos que la inhibicién crénica de
los canales Cay por la actividad
constitutiva de GHSR se basa en la
retencién del complejo canal en el reticulo
endoplasmico, mientras que observamos
una leve disminucién en la proporcién de
canales localizados en el aparato de Golgi
(s6lo para CayP2.), nosotros postulamos
que CayB 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 dicha

subunidad auxiliar. En esta direccion,
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estudios previos han demostrado que
Ca\B controla el trafico hacia la membrana
plasmatica de los Cay/f (Simms &
Zamponi, 2012) al

ubiquitinacion del canal y su posterior

prevenir la

degradacion por el proteasoma al
enmascarar un dominio de retencién en el
reticulo endoplasmico presente en la
subunidad principal Caya; (Altier et al.,
2011; Fang & Colecraft, 2011). No
obstante, varios reportes sugieren una
putativa funcién dual para CayB, tanto
como estimulante del trafico hacia la
membrana plasmatica como mediadora
del trafico hacia endosomas. El grupo de
Hidalgo ha postulado un mecanismo
donde dimeros de Cayf interactuan con
dinamina y quizds pequefias GTPasas
estimulando la endocitosis del complejo
canal (Gonzalez-Gutierrez, Miranda-
Laferte, Neely, & Hidalgo, 2007; Miranda-
Laferte et al., 2011). En relacion a ello,
nosotros encontramos que dos pequefas
GTPasa, Rab11b y RhoA, no estarian
involucradas en el mecanismo a través del
que actua la actividad constitutiva de
GHSR, soportando la idea que el proceso
de internalizacion no estaria implicado en
dicho efecto. Si los canales Cay son
retenidos en compartimentos
intracelulares, una pregunta abierta seria
¢cual es el destino de estas proteinas?
Existen diferentes estudios demostrando
que la reducciéon en el trafico hacia la

membrana plasmatica es seguida por un

incremento en la degradacion en el
proteasoma  (Altier et al., 2011;
Marangoudakis et al.,, 2012; Waithe,
Ferron, Page, Chaggar, & Dolphin, 2011).
Interesantemente, ha sido mostrado que
la subunidad Cayf es necesaria para
incrementar la degradacién de los canales
por el proteasoma y lisosomas mediada
por las proteinas NeDD4-1 (Rougier,
Albesa, Abriel, & Viard, 2011). Una
diferencia clave entre las observaciones
de Rougier y nuestros hallazgos es que
ellos no observaron una modulacion de
los canales Cay3, aun en presencia de
Cayp, indicando que  mecanismos
diferentes gobernarian ambos procesos.
Nuevos experimentos son necesarios para
concluir acerca de los efectores
moleculares que ejecutan el efecto de la
actividad constitutiva de GHSR sobre el
trafico de los Cay.

Nuestro grupo de laboratorio
previamente demostré que la actividad
constitutiva de GHSR reduce la expresion
en superficie de Cay2 (Lopez Soto et al.,
2015). En este nuevo trabajo, extendimos
nuestro estudio hacia otros subtipos de
Cay para mostrar que la inhibicion crénica
mediada por GHSR se extiende a todos
los subtipos, incluyendo los canales
neuronales Cay1. Estos canales controlan
la transcripcion mediada por calcio
mediante el acoplamiento de cambios en

el voltaje con el influjo de calcio en
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dendritas y somas neuronales (Dolmetsch,
Pajvani, Fife, Spotts, & Greenberg, 2001;
West et al., 2001). Uno de los mejores
estudios acerca del efecto de la actividad
de un GPCR sobre Cay1 es el incremento
en su actividad por la activacion aguda de
GPCRs acoplados a la proteina Gs (Olson
et al., 2005). En nuestro caso, los Cay1 se
encuentran cronicamente inhibidos y este
efecto podria competir con el calcio
liberado de compartimentos intracelulares
tal como ha sido descripto para la
activacion de GHSR en neuronas
(Andrews et al., 2009; Cabral, Suescun,
Zigman, & Perello, 2012; Cowley et al.,
2003), indicando que GHSR ejerceria un
fino control en la dindamica del calcio, y
consecuentemente, la activacion de genes

dependientes de calcio.

Como demostramos previamente, la
actividad constitutiva de GHSR puede
disminuir las corrientes macroscopicas
y Cay3.3. En

neuronas, los Cay3 controlan la forma y la

mediadas por Cay3.2

frecuencia de los potenciales de accién
(Perez-Reyes, 2003; Zhang, Jiang,
Snutch, & Tao, 2013) y cambios en su
actividad debido a variantes de splicing
(Latour et al., 2004; Murbartian, Arias, &
Perez-Reyes, 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 tréfico y estabilidad en la
membrana plasmatica de los Cay3 no esta
muy caracterizado (Zhang et al., 2013). Es
sabido que la regulacion por cambios
hormonales en la epilepsia puede alterar
la expresion de Cay3.1 (Qiu et al., 2006).
Nuestros datos sugieren que neuronas
que expresen niveles importantes de
GHSR podrian modular negativamente los
Cay3. Una observacion crucial es el hecho
de que la presencia de la subunidad
auxiliar Ca\B es requisito necesario para
observar el efecto inhibitorio de la
actividad constitutiva de GHSR. En
relacion a ello, la interaccion entre Ca\B y
Cay3 no esta establecida claramente.
Algunos reportes soportan esta
interaccion mostrando que la corriente
Cay3 se ve incrementada por la co-
expresion de Cayf (Dolphin et al., 1999;
Dubel et al., 2004) y proponen la
presencia de una conservada secuencia
en la region AID en los Cay3 y en los Cay1
y Cay2 (Dolphin, 2003). En oposicién,
otros estudios fallaron en demostrar el
impacto directo de Cayp en los niveles de
corriente de Ca\3 (Bae, Suh, & Lee, 2010;
Leuranguer, Bourinet, Lory, & Nargeot,
1998). Nuestros resultados serian los
primeros en indicar que la subunidad Ca,f8
es requerida para observar la modulacion
negativa en el trafico de los Cay3 por la
actividad constitutiva de un GPCR,
revelando un nuevo rol inhibitorio para la
subunidad Caf3.
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Conclusiones

Nuestros datos actuales y
anteriores, nos permiten pensar que la
GHSR se

extiende a otros canales ademas de los

actividad constitutiva de
presinapticos (Cay2.1y Cay2.2), como son
los canales de tipo Cay1 y Cay3, con la
unica condicion de que la subunidad
auxiliar CayB forme parte del complejo

membrana
Cay

disminuida por estar siendo retenidos en

canal. La densidad en

plasmatica de dichos estaria

el reticulo endoplasmico y quizas en
menor medida en el aparato de Golgi, y se
estén siendo

descartaria que

internalizados hacia el sistema de
endosomas (figura 12). El efecto negativo

en el trafico de Cay hacia la membrana

TS CH
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plasmatica por GHSR podria superarse
mediante la activacion de otros GPCR que
contrarrestan la cascada de sefializacion
de GHSR constitutivamente activa. Este
proceso globalmente llevaria a un control
espacio-temporal preciso de la insercion
de la membrana de Cay. Asimismo, dado
que cada subtipo de Cay neuronal tiene
GHSR

constitutivamente activo podria tener un

funciones fundamentales, el

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 liberacién de
neurotransmisores dependiendo de los
complejos de canales formados con Cayf3

en las neuronas que expresan GHSR.
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Figura 12. Los canales de calcioc Cayl y Cay2 trafican débilmente desde el reticulo
endoplasmico hacia fa membrana plasmatica en ausencia de subunidades auxiiares, La
coexpresién de las subunidades (Cay yo Cay,B) incrementa dicho trafico éstabilizande
el compleio canal en la meribrana plasmatica. De manera diferente,. 8l fafico de los
Cay3 hacia la membrana plasmaltica es independiente de la presencia de las
subunidades. Nuestro mecanismo propuasto .implica que la.actividad constitutiva de
GHSR 'a fravés de un mecanismo dependiente de la proteina Gy, disminuye la expresion
det complejo canal {Cayl, Cay2 y Cay3)-en la superficie celular por una retencién del
mismo en & reticulo endoplasmico s8l6 si la sGbunidad CayB esta formando parte’ ef
compiejo canal.
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