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Resumen

RESUMEN

Los canales de calcio operados por voltaje tipo Cay2.2 son activados por potenciales de accion
que llegan a la terminal presinaptica y las corrientes de calcio a través de su poro inducen la
liberacion de neurotransmisores. En este contexto, la regulacion de Cay2.2 es critica para la
comunicacion neuronal. Uno de los mecanismos mas importantes para esta regulacién es la
actividad de los receptores acoplados a proteinas G (GPCR, del inglés G protein-coupled
receptor). Entre los GPCRs capaces de modular la actividad de Cay2.2 estan el receptor de
ghrelina (GHSR) y los receptores de dopamina tipo 1y 2 (D1R y D2R). En estudios previos de
nuestro laboratorio demostramos que la actividad constitutiva de GHSR reduce el trafico de
Cay2.2 hacia la membrana plasmatica, mientras que su actividad dependiente de ghrelina inhibe
las corrientes Cay2.2 en forma aguda. Para el caso de los receptores de dopamina, la actividad
dependiente de dopamina de ambos receptores produce la inhibicién de las corrientes Cay2.2.
Estudios recientes han demostrado que el receptor GHSR es capaz de heterodimerizar con los
receptores de dopamina en distintas areas del cerebro, siendo las mas importantes el hipocampo
(para D1R-GHSR) y el hipotalamo (para D2R-GHSR). La formacion de estos heterodimeros
altera profundamente las vias de sefalizacién involucradas con consecuencias fisioldgicas
importantes. Nosotros aqui exploramos como la coexpresion de GHSR y de los receptores de
dopamina en células HEK293T modula el efecto de la actividad de cada GPCR sobre los canales
Cav2.2. En el estudio sobre la coexpresion de D1R y GHSR observamos que el efecto de la
actividad dependiente de agonista de ambos GPCRs sobre las corrientes Cav2.2 no se modifica.
Por otro lado las corrientes basales Cav2.2 disminuyen dramaticamente por la coexpresion de
D1R y GHSR. Con respecto a la coexpresion de D2R y GHSR encontramos que el efecto de la
actividad dependiente de ghrelina de GHSR sobre los Cay2.2 no se modifica mientras que el
efecto de la actividad dependiente de dopamina de D2R sobre las corrientes Cay2.2 se reduce.
Al estudiar las corrientes basales en presencia solo de D2R encontramos una inhibicién ténica
de las corrientes removible por voltaje. La coexpresion de GHSR reduce las corrientes basales
de Cav2.2 y ademas ocluye la inhibicién tonica observada para D2R. En esta tesis investigamos
las vias de sefalizacion implicadas en los efectos de D1R-GHSR y D2R-GHSR sobre los canales
Cay2.2. Ademas, exploramos como la sobreexpresion de D2R y GHSR en cultivos de neuronas
hipotalamicas afecta la modulacién de las corrientes de calcio nativas por estos GPCRs. En
resumen, nuestros resultados nos permiten proponer que la heterodimerizacion de GHSR con
dos subtipos de receptores para dopamina tiene un impacto profundo en la modulacién que cada
GPCR ejerce sobre los Cay2.2.
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Resumen en inglés

RESUMEN EN INGLES

Cay2.2 voltage-gated calcium channels are activated by action potentials in neuronal
presynaptic terminals, where the calcium currents through the channel pore induce the release of
neurotransmitters. In this context, Cayv2.2 regulation is critical for neuronal communication. One
of the most important mechanisms for this regulation is the activity of G protein-coupled receptors
(GPCRs). The ghrelin receptor (GHSR) and the dopamine receptors type 1 and 2 (D1R and D2R)
are among the GPCRs capable of modulating the activity of Cay2.2. In previous studies of our
laboratory, we demonstrated that the constitutive activity of GHSR chronically reduces the traffic
of Cay2.2 towards the plasma membrane, while its ghrelin-dependent activity inhibits Cay2.2
currents in an acute manner. In the case of dopamine receptors, the dopamine-dependent activity
of D1R and D2R receptors causes the inhibition of Cay2.2 currents. Recent studies have shown
that GHSR is capable of heterodimerizing with dopamine receptors in different areas of the brain,
the most important being the hippocampus (for D1R-GHSR) and the hypothalamus (for D2R-
GHSR). The formation of these heterodimers profoundly alters the signaling pathways involved,
with important physiological consequences. Here, we explore how the co-expression of GHSR
and dopamine receptors in HEK293T cells modulates the effect of each GPCR activity on the
Cay2.2 channels. In the study of the co-expression of D1R and GHSR, we observed that the effect
of the agonist-dependent activity of both GPCRs on Cay2.2 currents is not modified. On the other
hand, basal Cav2.2 currents are dramatically decreased due to the co-expression of D1R and
GHSR. Regarding the co-expression of D2R and GHSR, we found that the effect of ghrelin-
dependent activity of GHSR on Cay2.2 currents is not modified while the effect of dopamine-
dependent activity of D2R on Cay2.2 currents is reduced. When studying the basal Cay2.2
currents in the presence of D2R alone we found a tonic inhibition of currents removable by
voltage. Co-expression of GHSR reduces the basal Cay2.2 currents and also occludes the tonic
inhibition observed for D2R alone. In this thesis we investigated the signaling pathways involved
in the effects of D1R-GHSR and D2R-GHSR on Cay2.2 channels. In addition, we explored how
over-expression of D2R and GHSR in hypothalamic neuron cultures affects the modulation of
native calcium currents by these GPCRs. In summary, our results allow us to propose that the
heterodimerization of GHSR with two subtypes of dopamine receptors has a profound impact on
the modulation that each GPCR exerts on Cay2.2.
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INTRODUCCION

Canales de calcio activados por voltaje (Cav)

Los canales de calcio operados por voltaje (Cay) son estructuras fundamentales de las células
excitables ya que acoplan la despolarizacion de la membrana plasmatica a la entrada del ion
calcio, el cual puede a su vez modificar el potencial de membrana y es ademas un segundo
mensajero universal. Estos canales censan el voltaje de la membrana lo que provoca la apertura
de su poro selectivo para calcio permitiendo el ingreso de este ion desde el medio extracelular.
En el sistema nervioso central estos canales participan de procesos fisiolégicos importantes
como disparo de potenciales de accidn, liberacidon de neurotransmisores, activacion de cascadas
de sefalizacion y expresion génica (Simms & Zamponi, 2014). La clasificacion de los subtipos
de Cay se fue modificando en el tiempo a medida que nuevas corrientes de calcio se aislaron y
nuevos genes se identificaron (Catterall, 2000). La divisién mas sencilla que existe de los Cay es
clasificarlos por los voltajes a los que se activan: Cay que se activan a altos voltajes o HVA (del
inglés, high voltage-activated) y Cay que se activan a bajos voltajes o LVA (del inglés, low voltage-
activated) (Neely & Hidalgo, 2014). Otra clasificacion se basa en la cinética de la corriente
macroscopica, el tipo celular donde se expresan y los inhibidores especificos. Asi, durante mucho
tiempo se clasifico a los Cay en canales tipo L (del inglés Long lasting), N (del inglés Non long
lasting and Neuronal), P/Q (del inglés Purkinge para las corrientes tipo P y Q para las corrientes
aisladas en neuronas granulares de cerebelo), R (del inglés Resistant) y T (del inglés Transient).
Por ultimo la clasificacion moderna actual proviene de la identidad genética de los canales.
Existen diez genes conocidos que codifican para los canales Cav1.1-4, Cay2.1-3, Cav3.1-3 (Ertel
et al., 2000). En el grupo de los HVA se encuentran los canales Cay1.1-4, que median las
corrientes tipo L y los canales Cav2.1-3, que median las corrientes tipo P/Q, N y R,
respectivamente (Catterall, 2000). Las corrientes tipo T mediadas por los canales Cay3.1-3
pertenecen al grupo de canales LVA. En neuronas, la distribucién de los distintos Cay no es
homogénea y esta relacionada con el rol fisiolégico que cumple cada subtipo. Los Cay1 se
localizan predominantemente en somas y dendritas donde contribuyen a la integracion de las
senales eléctricas que llegan a una neurona y ademas participan de la regulacion de la expresion
génica (Bean, 1989a). Los Cav2 controlan la liberacién de neurotransmisores en las terminales
presinapticas (Takahashi & Momiyama, 1993; Cao & Tsien, 2010). Los Cav3 se encuentran

presentes en dendritas donde regulan el patron de disparo de potenciales de accion (Perez-
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Introduccién

Reyes, 2003). Sin embargo, las funciones y la distribucion de los Cay son variables y no estan
completamente comprendidas.

A nivel estructural los Cay son complejos heteroméricos de cuatro o cinco subunidades
codificadas por genes independientes. La subunidad Cavas forma el poro i6nico y otorga las
caracteristicas principales al canal como su sensibilidad a farmacos especificos y las
propiedades biofisicas ya que posee el sensor de voltaje y la compuerta de activacion.
Estructuralmente posee ~2000 aminos acidos agrupados en cuatro dominios repetidos, cada uno
con seis segmentos transmembrana (S1-S6). Los segmentos S4 constituyen el sensor de voltaje
del canal y los segmentos S5 y S6 forman el poro (Catterall, 2000). La subunidad auxiliar Cav3
es citoplasmatica y se asocia a la subunidad Cavas promoviendo la expresion en la superficie
celular de la subunidad principal y el normal funcionamiento de la compuerta del canal (Lacerda
et al., 1991; Singer et al., 1991). Diferentes subtipos de Cavf3 otorgan propiedades de activacion
e inactivacion diferentes a los Cay (Hofmann et al., 1994; Hosey et al., 1996). Los subtipos de
CayvB modifican ademas la sensibilidad de los Cay a algunas vias de modulacién (Proft & Weiss,
2015). La subunidad auxiliar Cayaz es extracelular y se ancla a la membrana a través un puente
disulfuro con la subunidad Cay®1, que es una proteina transmembrana (Gurnett et al., 1996), por
procesamiento post traduccional (De Jongh et al., 1990; Jay et al., 1991). Por ultimo, la subunidad
auxiliar Cayy esta compuesta de cuatro segmentos transmembrana, se encuentra principalmente
en musculo esquelético (Jay et al., 1990) y su funcion en el sistema nervioso no se conoce aun.

Dada la importancia funcional de los Cay en neuronas existen multiples mecanismos que
regulan finamente su nivel de expresion como asi también de las propiedades cinéticas y de
sensibilidad al voltaje. Por otro lado, varias canalopatias tienen su base en desarreglos
funcionales de estos canales (Cain & Snutch, 2011). Sumado a la inhibicién clasica de los canales
tipo L en corazon y tejido vascular por las dihidropiridinas recientemente varios moduladores de
subtipos de Cayv neuronales se han comenzado a utilizar en clinica para tratar el dolor croénico
(Moore et al., 2009; De Logu & Geppetti, 2019). Los mecanismos de regulacién de los Cav
incluyen numerosas vias de sefializacion que actuan sobre las subunidades del canal. En el caso
de los Cav1 son regulados positiva 0 negativamente a través de fosforilaciones de su subunidad
principal por diferentes quinasas (Striessnig et al., 2006; Calin-Jageman & Lee, 2008). Los Cav2
son modulados ademas por la unién directa de las proteinas SNARE (receptores de proteinas
de fijacién soluble de NSF) y la subunidad GBy de proteinas G (Dolphin, 2009; Mochida, 2018).
La regulacion de los Cav3 se encuentra mucho menos estudiada (Perez-Reyes, 2010; Zhang et
al., 2013). Muchas de las vias implicadas en estas regulaciones se desencadenan a partir de la

actividad de receptores acoplados a proteina G.
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Receptores acoplados a proteina G (GPCR)

Los GPCRs son proteinas integrales de la membrana plasmatica con siete dominios
transmembrana que son fundamentales para la comunicacién celular. Los GPCRs funcionan
como sensores de ligandos extracelulares y mediante su acople a proteinas G transmiten esta
informacion al medio intracelular. Son la familia mas diversa y amplia de receptores
transmembrana conocidos y si bien anteriormente se clasificaron en clases de A-F, los de
mamiferos actualmente se dividen en cinco familias (clasificacion GRAFS): glutamato (clase C),
rhodopsina (clase A), adhesina (parte de la clase B), frizzled/taste2 (clase F) y secretina (parte
de la clase B) (Joost & Methner, 2002; Schioth & Fredriksson, 2005). La primer estructura de un
GPCR fue obtenida para el receptor de rhodopsina (clase A) mediante cristalizacion en el afo
2000 (Palczewski et al., 2000). Otro avance importante en el entendimiento de estos receptores
fue logrado por Kobilka y Stevens, los cuales lograron cristalizar el receptor Bz-adrenergico
humano unido a un ligando desentrafiando los distintos estados conformacionales del GPCR
(Cherezov et al., 2007; Rosenbaum et al., 2007). Dada la importancia de estas investigaciones
en el ano 2012, Palczewski y Kobilka recibieron el premio Nobel de quimica por sus estudios
sobre los receptores acoplados a proteinas G.

Los mecanismos de sefalizacion de los GPCRs se dan principalmente a través de la
regulacién de las proteinas G unidas y también por mecanismos independientes de estas ultimas,
como son la fosforilacién mediada por quinasas asociadas a GPCRs (GRK, del inglés G protein-
coupled receptor kinase) o por el acoplamiento a arrestina (Hilger et al., 2018). Mediante estudios
de cristalizacién de proteinas, se observé que la activacion de los GPCRs produce una
reorganizacion conformacional de la parte citoplasmatica de la proteina que expone un bolsillo al
cual se unen las proteinas G, las GRKSs o arrestina (Hilger et al., 2018). Una propiedad importante
de los GPCRs es su desensibilizacién que se produce por la internalizacion del GPCR ante la
presencia prolongada del agonista. Este efecto es muy importante porque termina la sefalizacion
a través del receptor y evita que pueda volver a ser activado en una ventana de tiempo limitado.
El mecanismo de internalizacion es complejo y depende de PKA, proteina quinasa C (PKC, del
inglés protein kinase C) o las GRKs reclutadas por GBy que fosforilan la region C-terminal de los
GPCRs activados promoviendo la unién de arrestinas (Ferguson, 2001; Gainetdinov et al., 2004).
Se ha demostrado que los GPCRs pueden cointernalizar con proteinas de membrana blancos
aumentando la diversidad de mecanismos regulatorios de los GPCRs (Altier et al., 2006;
Kisilevsky & Zamponi, 2008).
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Las proteinas G son complejos heterotriméricos, compuestos por la proteina Ga y el dimero
GBy. La subunidad Ga une GTP al activarse y lo hidroliza a GDP al volver al estado inactivado
(Wettschureck & Offermanns, 2005). En el estado inactivado, la proteina Ga unida a GDP se
asocia fisicamente con el GPCR y el dimero GBy. La llegada de un agonista extracelular
especifico cambia la conformacion del receptor lo que promueve el intercambio del GDP por GTP
en Ga, separandola de GBy y permitiendo que ambas subunidades lleven a cabo sus funciones
fisiologicas. La terminacién de la activacion de las proteinas G se da por la hidrélisis del GTP a
GDP producidas de manera intrinseca por la actividad GTPasa de Ga o mediante la cooperacion
de proteinas regulatorias de las proteinas G, entre estas, las RGS (del inglés regulators of G-
protein signaling), lo que produce la reasociacion entre Ga y GBy (Proft & Weiss, 2015).

Las proteinas Ga pueden ser de cuatro tipos: Gi/o, Gs, Gg/11 y G12/13, mientras que hay
cinco isoformas para Gf3 y doce para Gy (Wettschureck & Offermanns, 2005). Las proteinas Gi/o
inhiben a varios subtipos de adenilato ciclasas (AC) (Sadana & Dessauer, 2009). Sus niveles de
expresion son relativamente altos y al ser activadas liberan una gran cantidad de proteinas GRy
por lo que se cree que es la principal isoforma en activar las vias de sefalizacién dependientes
de GBy (Clapham & Neer, 1997; Robishaw & Berlot, 2004). Las proteinas Gs acoplan la
activacion de GPCRs al aumento de AMPc, mediante su interaccion con distintas AC (Beavo &
Brunton, 2002; Chin et al., 2002). La activacién de proteina quinasa A (PKA, del inglés protein
kinase A) es un blanco clasico del AMPc (Bers, 2002). Por otro lado las proteinas Gg/11 activas
se asocian a la isoforma B de la fosfolipasa C activandola (PLCB) (Exton, 1996; Rhee, 2001).
G12/13 activa RhoGEFs (del inglés RhoGTPase nucleotide exchange factors), la cual se
transloca a la membrana plasmatica y activa la GTPasa RhoA (Siehler, 2009). El acople entre
cada GPCR vy las proteinas G es variable en cuanto a la especificidad del subtipo de proteina
Ga, pudiendo ser muy selectivo como es el caso del receptor de dopamina tipo 2 (D2R) estudiado
en esta tesis, que se acopla exclusivamente a Gi/o; mientras que el receptor de ghrelina, también
estudiado aqui, es muy promiscuo en su acople, pudiendo unirse a varios subtipos de proteina
Ga (Neve, 2010; M'Kadmi et al., 2015).

Ademas de la activacion candnica de los GPCRs por la unién de sus ligandos agonistas, estos
receptores pueden encontrarse en estados activos y sefializar a través de proteina G en ausencia
de agonistas. Esta propiedad se conoce como actividad constitutiva. La existencia de la actividad
constitutiva de los GPCRs se describié hace mas de 30 afios. En los ‘90 Costa y Herz realizaron
experimentos con el receptor B.-adrenergico y el d-opioide, y observaron que ambos adoptaban
un estado activado en ausencia de ligando (Costa & Herz, 1989). Mas tarde el descubrimiento

de ligandos capaces de ocluir esta actividad, hoy conocidos como agonistas inversos, amplio las
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posibilidades de estudiar la actividad basal de los GPCRs. Otros avances sobre esta propiedad
de los GPCRS se logro a través de la mutagénesis, generalmente en la region TM6, para lograr
GPCRs activados constitutivamente (Costa & Cotecchia, 2005). La relevancia fisiolodgica de la
actividad constitutiva de los GPCRs ha ganado importancia en parte porque se encontraron
mutaciones asociadas con varios fenotipos que aumentan la actividad constitutiva de GPCRs
(Tao, 2008) como asi también ligandos enddégenos que funcionan como agonistas inversos (Tao
et al., 2010; M'Kadmi et al,, 2019). Un modelo molecular simple que explica los estados
conformacionales de los GPCRs propone que estos pueden existir en un estado inactivo (R) con
la capacidad de unir agonistas y pasar de este modo a otro estado (AR) y que, a su vez, estos
dos estados pueden ser activados ya sea constitutivamente (R*) o en presencia del agonista
(AR¥). Asi los agonistas inversos estabilizarian el estado R. En este modelo los antagonistas no
modifican el equilibrio entre los estados del GPCRs dado que poseen igual afinidad de unién por
Ry R* (Bennett et al., 2013).

Regulacion de Cav2.1-2 por GPCRs

Los canales Cav2.1 y Cayv2.2 se encuentran preferentemente en la presinapsis y acoplan la
llegada de potenciales de accion al ingreso de calcio a la terminal sinaptica. Los iones calcio
catalizan la fusion de las vesiculas que contienen neurotransmisores a la membrana plasmatica,
liberando asi su contenido al espacio intersinaptico donde interaccionan con sus receptores
especificos permitiendo el flujo de informacién en el cerebro. Por lo tanto, los Cay2.1-2
constituyen un cuello de botella en el proceso de transmision sinaptica y su regulacion es
sumamente importante. Una de las formas de regulacién mas comun y mejor estudiada es la
producida por la actividad de los GPCR (Hille, 1994; Jones & Elmslie, 1997; Ikeda & Dunlap,
1999). Esta regulacion no solo es importante a nivel fisioldgico, sino que es sumamente utilizada
de forma terapéutica, como por ejemplo el uso de agonistas especificos de los receptores
opioides para el manejo de sintomas del dolor (Pergolizzi & Raffa, 2019). Hace mas de 30 afos
que la inhibicién de los Cayv por un agonista de un GPCR se relaciond con la inhibicion de la
liberacidon de neurotransmisores. Dunlap y Fischbach mostraron que la norepinefrina reducia la
componente dependiente de calcio de los potenciales de accién (Dunlap & Fischbach, 1978) y la
amplitud de las corrientes de calcio (Dunlap & Fischbach, 1981) en neuronas de ganglio de la
raiz dorsal. Hoy en dia sabemos que los mecanismos involucrados en la modulacion de los

Cav2.1-2 por los GPCRs son diversos.
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Uno de los mecanismos mas estudiados es la inhibicién producida por la uniéon directa del
dimero Gy entre el dominio | y Il de los Cay2.1-2 (De Waard et al., 1997; Zamponi et al., 1997)
sin involucrar segundos mensajeros solubles (Hille, 1994; Dolphin, 1995; Wickman & Clapham,
1995). Esta inhibicion se denomina dependiente de voltaje debido a que la unidon de Gy al canal
se debilita a voltajes altos. Esto le da caracteristicas particulares a la inhibicién: por un lado las
corrientes macroscépicas activadas por pulsos largos despolarizantes se activan mas lentamente
debido a que la inhibicibn se remueve progresivamente al mantener la célula a un voltaje
despolarizado, por otro lado es posible remover transitoriamente la inhibicidén con la aplicacion
de un prepulso a muy altos voltajes antes del pulso de ensayo (Marchetti et al., 1986; Bean,
1989b). En cuanto al mecanismo de inhibicion se postula que la unién de GBy enlentece las
corrientes de gating, originadas por el movimiento del sensor de voltaje, y que ademas estas se
desacoplan de la corriente ibnica (Jones et al., 1997). Ademas de la inhibicién dependiente de
voltaje, los GPCRs pueden inhibir las corrientes Cay2.1-2 de manera independiente de voltaje a
través de modulacién de la actividad del canal por segundos mensajeros y/o modulando su
trafico. La inhibicion independiente del voltaje mejor comprendida es a través de Gq la cual es
mas lenta que la inhibicién por unién de GBy ya que depende de segundos mensajeros (Zamponi
& Currie, 2013). La via clasica activada por proteina Gq involucra a la enzima PLC que depleciona
el PIP, de la membrana, el cual es necesario para el correcto funcionamiento de los Cay2.1-2
(Suh & Hille, 2008). Por otro lado, ejemplos de GPCRs que modulan el trafico de Cav son los
receptores de dopamina y nociceptina, los cuales fomentan el trafico del Cayv2.2 hacia la
membrana plasmatica y ademas, al ser activados por sus agonistas, cointernalizan con los Cayv
(Zamponi & Currie, 2013).

Hoy sabemos que la actividad constitutiva de algunos GPCRs, como el receptor de ghrelina,
el receptor de melacortina 4, el receptor de nociceptina (ORL1) y receptores de opioides (MOR1),
modifican la actividad de los Cayv2.1-2 (Beedle et al., 2004; Evans et al., 2010; Agosti et al., 2014;
Lopez Soto et al., 2015; Gandini et al., 2019). La forma que se produce esta modulacion difiere
entre los GPCRs incluyendo modulacién del trafico del canal, fosforilaciones y la participacion

del dimero GRy.
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Receptores de dopamina

La historia de los receptores de dopamina esta intimamente asociada con el uso de
antipsicéticos en la segunda guerra mundial, en donde se los usaba para aumentar el efecto de
los analgésicos (Lacomme et al., 1952). Luego se observé que ademas estas drogas tenian
efectos sobre otros sintomas como las alucinaciones en pacientes psicoéticos (Delay et al., 1952).
Este efecto fue tan sorprendente que obtuvo la atencién de toda la comunidad psiquiatrica y
comenzo la investigacién de los mecanismos de accion de estas drogas, en busqueda de
comprender la psicosis y la esquizofrenia. En las décadas del 50 y 60, el uso de clopromazina
en los Estados Unidos redujo drasticamente las internaciones debidas a esquizofrenia. El
descubrimiento de que los antipsicéticos se unian al receptor de dopamina se produjo gracias a
experimentos de competencia entre haloperidol y dopamina (Seeman et al., 1976), y ese mismo
afo se postuld la existencia de dos receptores de dopamina, uno excitatorio y otro inhibitorio
(Cools & Van Rossum, 1976). En el afno 1979 se comienza a nombrar a estos receptores como
receptores de dopamina tipo 1 (D1R) y receptores de dopamina tipo 2 (D2R) (Kebabian & Calne,
1979). Esta simple nomenclatura permanecio hasta los afios 90 cuando se clonaron los distintos
receptores de dopamina; D1R y D5R que pertenecen a los D1R-like receptors, los cuales son
capaces de estimular AC, y D2R, D3R y D4R que pertenecen a los D2R-/ike receptors e inhiben
a la AC (Neve, 2010). Todos los receptores de dopamina son GPCRs, que integran una
subfamilia de la clase A que se caracterizan por unir catecolaminas, al igual que los
adrenoreceptores. Las estructuras de los D2R-like receptors han sido obtenidas por
cristalizacion, mientras que las estructuras de los receptores tipo 1 todavia son desconocidas
(coédigos del banco de datos de proteinas, PDB, del inglés Protein Data Bank, 6CM4 para D2R,
3PBL para D3R y 5WIU y 5WIV para D4R). Actualmente los receptores de dopamina se asocian
al control de la locomocioén, regulaciones de los efectos producidos por drogas de abuso,
memoria y al crecimiento y comportamiento alimentario (Di Chiara & Bassareo, 2007; Surmeier
et al., 2007; Skibicka et al., 2013). En esta tesis estudiamos especificamente a los receptores

D1R y D2R de los cuales presentamos informacion relevante a continuacion.

Receptor de dopamina tipo 1 (D1R)

El D1R es una proteina de 446 aminoacidos y su gen se compone de un exén no codificante
y un exon codificante separados por un intron pequefio (Zhou et al., 1990). El gen de D1R se

encuentra localizado en el cromosoma 5q35.1 (Grandy et al., 1990). D1R se expresa en el
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sistema nervioso central, mayoritariamente en el estriado, estriado dorsal, nucleo accumbens,
substantia nigra, bulbo olfatorio, corteza prefrontal e hipocampo (Rangel-Barajas et al., 2015).
D1R participa en el control del movimiento (Deval et al., 2006; Kravitz et al., 2010; Gerfen &
Surmeier, 2011), la plasticidad neuronal (Hamilton et al., 2010; Kim & Kita, 2013; Aira et al.,
2016), la memoria, el aprendizaje asociativo (Puig et al., 2014; Jiang et al., 2015; Freund et al.,
2016) y los comportamientos alimentarios (Skibicka et al., 2013; Gallardo et al., 2014). A nivel
molecular la actividad de D1R esta asociada, principalmente, a la proteina Gs, siendo la
estimulacion de la AC su accion mas frecuente (Brown & Makman, 1972; Kebabian et al., 1972),
sin embargo en células del neoestriado donde la proteina Gs se expresa en baja cantidad y la
Golf es mas frecuente, la estimulacidon de la AC por D1R se produce a través de esta ultima
(Drinnan et al., 1991; Zhuang et al., 2000; Corvol et al., 2001). Ademas D1R presenta actividad
constitutiva mediada por la proteina Gs que se evidencia como un nivel basal de AMPc alto que
depende de la cantidad de D1R expresado (Tiberi & Caron, 1994).

La estimulacion de la AC por la activacion por agonista de D1R produce la desinhibiciéon de la
proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA), la cual fosforila diferentes proteinas blanco, entre
ellas la proteina de uniéon a elementos reguladores de AMPc (CREB, del inglés cyclic AMP
regulatory element-binding protein), la fosfoproteina regulada por dopamina y AMPc de 32 kDa
(DARPP-32, del inglés dopamine and cyclic AMP-regulated phosphoprotein) y varios canales
i6nicos. La activacion de CREB produce su translocacién al nucleo donde funciona como
activador transcripcional de genes asociados con la plasticidad sinaptica, la formacion de
memoria y en los cambios a largo plazo producidos por el desarrollo de adiccion a drogas (Berke
& Hyman, 2000; Josselyn & Nguyen, 2005). La enzima PKA fosforila canales de sodio operados
por voltaje, los canales de calcio tipo N y P/Q y canales de K+ rectificadores anémalos
produciendo su inhibicidon, mientras que la fosforilacion de los canales de calcio tipo L los activa
(Li et al., 1992; Murphy et al., 1993; Cantrell et al., 1997; Smith & Goldin, 1997; Arias-Montano et
al., 2007). Mientras que la activacion de D1R por dopamina produce la disminucion de las
corrientes Cayv2.2, la sola expresion del receptor aumenta la densidad en membrana de este
canal por un mecanismo que involucra la interaccion fisica entre D1R y Cav2.2 (Kisilevsky et al.,
2008) (Ver esquema 1).
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Actividad dependiente de agonista Efecto independiente de agonista
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Esquema 1. Esquema de las vias de senalizacion para D1R que actuan sobre Cay2.2
propuestas en (Kisilevsky et al., 2008). Representacion de la inhibicion de los canales Cay2.2
por la actividad dependiente de agonista de D1R, en forma dependiente (azul) e independiente
de (rojo) del voltaje (izquierda) y efecto de la interaccion fisica entre Cav2.2 y D1R sobre la

densidad de Cav2.2 en la membrana plasmatica (MP) (derecha).

Receptor de dopamina tipo 2 (D2R)

El gen que codifica para D2R se compone de un exén no codificante separado de siete exones
codificante por un gran intrén, a su vez los exones estan separados por seis intrones y en
humanos se encuentra en el cromosoma 11923-24 (Grandy et al., 1989a). El D2R posee dos
isoformas que se producirian por splicing alternativo del ARNm denominadas D2, R (del inglés
long) que codifica para una proteina de 444 aminoacidos y D2sR (del inglés short) que codifica
para una proteina de 415 aminoacidos (Grandy et al., 1989b). El D2R es el D2R-like receptor
que se expresa en mayor cantidad en el cerebro. Sus principales areas de expresion son el
nucleo accumbens, estriado, tubérculo olfatorio, substancia nigra y el area central tegmental
(Chronwall et al., 1994). En el sistema nervioso central D2R participa de procesos relevantes
como locomocion, circuito de abuso de drogas, control del apetito y es ademas blanco de
sustancias antipsicoticas (Skibicka et al., 2013).

Las isoformas de splicing del D2R poseen una distribucion diferencial en neuronas, el D2sR
se encuentra principalmente en cuerpos celulares y axones de neuronas dopaminérgicas del
mesencéfalo, siendo preferentemente presinaptico, y el D2.R esta muy expresado en la
postsinapsis de neuronas de estriado y nucleo accumbens (Khan et al., 1998). Nosotros
denominaremos simplificadamente D2R al D2.R utilizado en esta tesis. La actividad de D2R esta

asociada principalmente a proteinas Gi/o sensibles a la toxina pertussis (PTx) que inhiben la

23



Introduccién

actividad de la AC (Ohara et al., 1988) y se cree que la Go es su via mas importante (Lledo et
al.,, 1992; Liu et al., 1994; Painson et al., 1994; Watts et al., 1998; Leaney & Tinker, 2000;
Cordeaux et al., 2001; Nickolls & Strange, 2003). La inhibicién de la AC produce efectos opuestos
al D1R sobre PKA, y por ende, sobre CREB y DARPP-32 (Nishi et al., 1997; Nishi et al., 2000).
La existencia de actividad constitutiva para D2R no esta aun bien establecida. Existen estudios
reportando menores niveles de AMPc basal por la expresion de D2R, sin embargo Zhang y
colaboradores presentan un trabajo de revisién poniendo en duda estos trabajos en base a
problemas experimentales (Zhang et al., 2014). La actividad evocada por agonistas de D2R
inhibe las corrientes de calcio Cay2.2 a través de la proteina Gi/o. Esta inhibicion esta mediada
por dos vias una a través de GBy que es dependiente voltaje y otra mediada por Ga que es
independiente de voltaje y ademas de esta modulacion, la interaccion fisica con Cayv2.2 aumenta
la densidad de Cav2.2 en la membrana plasmatica (Lledo et al., 1992; Canti & Dolphin, 2003;
Kisilevsky & Zamponi, 2008) (Ver esquema 2).

Actividad dependiente de agonista Efecto independiente de agonista
Dopamina g
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Esquema 2. Esquema de las vias de senalizacion para D2R que actian sobre Cay2.2
propuestas en (Kisilevsky & Zamponi, 2008). Representacion de la inhibicion de los canales
Cav2.2 por la actividad dependiente de agonista de DZ2R, en forma dependiente (azul) e
independiente (rojo) del voltaje (izquierda) y efecto de la interaccion fisica entre Cav2.2 y D2R

sobre la densidad de Cav2.2 en la membrana plasmatica (MP) (derecha).

Receptor secretagogo de la hormona de crecimiento (GHSR) o receptor de ghrelina

La historia de ghrelina y su receptor comienza en los afios 60 con los primeros experimentos
en busca de moléculas capaces de producir la secrecion de hormonas hipotalamicas

hipofisiotropicas. El descubrimiento de la hormona liberadora de tirotrofina en 1966 y la
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resolucion de su estructura llevaron a los investigadores a producir péptidos sintéticos con
funciones similares, entre los cuales se encontraron compuestos capaces de producir liberacion
de la hormona de crecimiento (Bowers, 1977). Uno de ellos fue el GHRP-6 (del inglés growth-
hormone-releasing peptides) reportado como el primer agonista activo en la glandula pituitaria
en experimentos in vitro e in vivo que luego fue utilizado en humanos (Bowers et al., 1990). Una
vez demostrada la union de GHRP-6 al hipotdlamo y a la glandula pituitaria se disefaron
antagonistas especificos del receptor, uno de los cuales fue el analogo de la sustancia P ([DArg"
DPhe®DTrp’°Leu']-Substance-P) que inhibié la union del GHRP-6 a su receptor aun
desconocido (Bitar et al.,, 1991). A mediado de los 90 finalmente se aislé y cloné este receptor,
denominandose receptor secretagogo de la hormona de crecimiento (GHSR, del inglés growth
hormone secretagogue receptor) (Howard et al., 1996; McKee et al., 1997), el cual resulté ser un
GPCR clase A. La busqueda del ligando endégeno de este receptor finalizé en 1999 cuando se
identificd a la ghrelina (Kojima et al., 1999), un péptido de 28 aminoacidos sintetizado por células
enddcrinas de la pared del estbmago y liberado a la circulacién sanguinea.

El receptor de ghrelina se expresa en muchos tejidos, siendo muy importante en la glandula
pituitaria e hipotalamo (Guan et al., 1997). Entre las funciones que se le asocian estan el control
del gasto energético y del apetito (Howick et al., 2017), la respuesta al estrés (Cabral et al., 2012),
procesos de aprendizaje y memoria (Diano et al., 2006; McNay, 2007). El gen que codifica para
GHSR tiene 2 exones y se localiza en el cromosoma 3926.31 (McKee et al., 1997). El gen codifica
para dos isoformas del receptor, el GHSR1a y GHSR1b, que se forman por splicing alternativo.
El 1a es la isoforma entera del receptor, posee 366 aminoacidos, y pertenece a la familia de
GPCRs clase A, mientras que el 1b es una versién acortada en la regiéon 3’ que genera un
receptor de 5 dominios transmembrana y cuenta con 289 aminodacidos. La isoforma 1a es la Unica
funcional (Howard et al., 1996) y la 1b funciona como dominante negativo de la isoforma 1a
reduciendo la expresion de membrana del receptor (Leung et al., 2007). En esta tesis
denominaremos simplificadamente GHSR al GHSR1a.

El GHSR se acopla principalmente a la proteina Gg/11, activando PLC y produciendo diacil
glicerol (DAG) y inositol 1,4,5-tris-fosfato (IP3) (Holst et al.,, 2003; M'Kadmi et al., 2015). Este
receptor tiene la particularidad de poseer una alta actividad constitutiva que alcanza el 50 % del
maximo de actividad dependiente de agonista (Holst et al., 2003). Estudios de nuestro laboratorio
y de otros demuestran que en las neuronas los blancos moleculares de GHSR son muy variados,
incluyendo canales de potasio que controlan el potencial de membrana y el disparo de
potenciales de accién (Shi et al., 2013), Cav pre y postsinapticos (Lopez Soto et al., 2015; Mustafa

et al., 2017; Martinez Damonte et al., 2018; Mustafa et al., 2019), factores de transcripcion
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(Nakazato et al., 2001; Chung & Park, 2016) y estructuras que liberan calcio de reservorios
intracelulares (Yamazaki et al., 2012; Yin et al., 2014). En varios trabajos publicados de nuestro
laboratorio presentamos detalles de como las actividades de GHSR dependiente e independiente
de ghrelina impactan sobre el Cav2.1-2. La actividad evocada por ghrelina de GHSR mediada
por la proteina Gq produce la inhibicion de las corrientes Cayv2.1-2 mediante un mecanismo
independiente del voltaje, mientras que la actividad constitutiva de GHSR reduce el trafico de
Cav2.1-2 a la membrana plasmatica en forma dependiente de la proteina Gi/o a través de un
mecanismo que involucra a la subunidad auxiliar Cavp (Lopez Soto et al., 2015; Mustafa et al.,

2017) (Ver esquema 3 para el efecto de GHSR sobre el canal utilizado en esta tesis: Cay2.2).

Actividad dependiente de agonista Actividad independiente de agonista
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Esquema 3. Esquema de las vias de senalizacion para GHSR que actuan sobre Cay2.2
propuestas en (Lopez Soto et al., 2015). Representacion de la inhibicién de los canales Cay2.2
por la actividad dependiente de agonista de GHSR (izquierda) y efecto de la actividad
independiente de agonista sobre la densidad de Cav2.2 en la membrana plasmatica (MP)
(derecha).

Oligomerizacion de GPCRs y su impacto en la fisiologia neuronal

La oligomerizacion de GPCRs fue observada a mediados de los afios 70 de manera indirecta
mediante experimentos farmacoldgicos que estudiaban la unién de agonistas y antagonistas a
GPCRs. En estos experimentos se observd efectos de cooperatividad positiva y negativa que
fueron explicados por la interaccidon de los sitios de unidn entre los receptores en complejos
dimericos u oligomericos (Bouvier, 2001). A pesar del creciente interés por los oligomeros de
GPCRs en los siguientes afos, recién en la década del 90 con experimentos de

transcomplementacion (construccion de quimeras entre GPCRs) la comunidad cientifica
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comienza a considerar seriamente esta propiedad de los GPCRs. Se utilizaron quimeras de los
receptores az-adrenergic y muscarinico Ms que contenian los primeros cinco dominios
transmembrana de un receptor y los ultimos dos del otro. Cuando se expreso una sola de las
quimeras no se observo union de agonistas ni activacion de los GPCRs, mientras que la
coexpresion de ambas quimeras restauré la actividad de ambos GPCRs por los ligandos
especificos (Maggio et al., 1993). Este resultado se interpreté como la complementacién entre
los dominios de las quimeras por la interaccion proteina-proteina entre las mismas (Bouvier,
2001). En el afio 2000, varios laboratorios de manera independiente, utilizaron experimentos de
bioluminiscencia y transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET, del inglés Férster
resonance energy transfer) para demostrar de forma inequivoca la formaciéon de dimeros de
GPCRs unidos a diferentes fluoréforos en células vivas (Angers et al., 2000; Overton & Blumer,
2000; Rocheville et al., 2000). Actualmente, la mayoria de la literatura apunta a que los GPCRs
existen como dimeros o oligomeros funcionales (Van Craenenbroeck, 2012). Sin embargo el rol
fisiolégico de la dimerizacién todavia hoy es objeto de debate. Se ha reportado que ciertos
GPCRs necesitan de la dimerizacion para poder traficar a la membrana. En este sentido se
postula que la dimerizacion comenzaria en las etapas tempranas de la biosintesis y que la
dimerizacion en el reticulo plasmatico seria un requerimiento para que los GPCRs pasen los
controles de calidad durante la biosintesis (Van Craenenbroeck, 2012). Por otro lado la
dimerizacién de los GPCRs modularia su activaciéon constitutiva o por ciertos agonistas mientras
qgue también se propone que modifica los mecanismos de transduccién de sefales implicados
(Bouvier, 2001; Szidonya et al., 2008).

Un ejemplo muy explorado es la heterodimerizacién de D1R y D2R, dos receptores que se
coexpresan ampliamente en el cerebro (Lee et al., 2004; Rashid et al., 2007; Verma et al., 2010).
La interaccion fisica entre estos GPCRs se estudié mediante FRET y cointernalizacion en un
sistema heterélogo de expresion (O'Dowd et al., 2005; So et al., 2005; Dziedzicka-Wasylewska
et al., 2006; So et al., 2007). La activacion en simultaneo de ambos receptores por dopamina
activa a la proteina Gq (Lee et al., 2004; Rashid et al., 2007), en contraste con la actividad de
cada GPCR aislado, donde D1R se acopla a Gs y D2R a Gi/o, preferencialmente. La activacion
de la proteina Gq, por los hereromeros D1R-D2R estimula a PLC y produce un aumento de calcio
intracelular desde compartimentos intracelulares (Friedman et al., 1997; Lee et al., 2004).
Ademas la interaccion D1R-D2R modifica el efecto de los agonistas especificos de D1R,
SKF81297, SKF83822 y SKF83959 (Rashid et al., 2007). Estos agonistas activan D1R en el
heteromero D1R-D2R con diferente efecto sobre la movilizaciéon de calcio intracelular a través de

Gq. SKF81297 activa la via solo cuando D2R en el heterébmero es simultaneamente activado.

27



Introduccién

SKF83822 no activa esta via en el heterémero y SKF83959 logra activarla aun en ausencia de
un agonista D2R. Las implicancias fisioldgicas de la formacion de estos heteromeros estan aun
en estudio. Los formacién de heterémeros de D1R y D2R podria explicar por qué en una célula
se expresarian ambos receptores para dopamina siendo que actuan de manera contrapuesta,
uno activando y el otro inhibiendo las AC (Hopf et al., 2003; Wu & Hablitz, 2005).

D1R puede heterodimerizar con otros GPCRs clase A. Por ejemplo en estriado puede
heterodimerizar con D3R, el receptor de histamina Hz y el receptor opioide MOR (Fiorentini et al.,
2008; Juhasz et al., 2008; Marcellino et al., 2008; Ferrada et al., 2009; Moreno et al., 2011). La
activacion de D3R potencia la actividad de D1R en la estimulacién de la actividad locomotora y
alteraciones de D1R o sobreexpresion de D3R producirian disfunciones motoras. En células que
coexpresan D1R y Hs, la activacion de Hs inhibe el aumento de AMPc por la activacién de D1R
y este efecto es independiente de Gs (via clasica de activacion de Ha).

En el caso de D2R, este puede también heterodimerizar con D3R (Scarselli et al., 2001), D4R
(Borroto-Escuela et al., 2011) y D5R (So et al., 2009) con diferente impacto en las vias de
sefalizacién. Otros dos GPCRs que forman heterémeros con D2R son farmacolégicamente
relevantes: el receptor de serotonina 5-HT2a, blanco para el desarrollo de nuevos tratamientos
para la esquizofrenia (Borroto-Escuela et al., 2010), y el receptor de adenosina A (2A) en el
estriado, relevante para el desarrollo de tratamientos para la enfermedad de Parkinson o la
esquizofrenia (Hillion et al., 2002).

El GHSR también puede heterodimerizar con otros GPCRs clase A. En neuronas del
hipotalamo, GHSR heterodimeriza con el receptor de melanocortina 3 (MC3R), exacerbando la
actividad agonista dependiente de MC3R para lo cual se requiere que GHSR esté activado
constitutivamente (Rediger et al., 2011). La heterodimerizacién de GHSR con el receptor de
serotonina 2C (5-HT2c) reduce el efecto de ghrelina sobre el calcio intracelular (Schellekens et
al., 2013).

Si bien la modulacién de los Cay por oligomeros de GPCRs no esta muy estudiada un trabajo
de Evans y colaboradores muestra claramente que la heterodimerizacién del receptor de
nociceptina (opioid receptor-like 1, ORL1) y los receptores opioides impacta sobre las vias que
modulan los Cav2. (Evans et al.,, 2010). Estos autores observaron que la formacion de
heterdmeros ORL1-receptores opioides disminuye la inhibicién de Cay2.2 por agonistas del
ORL1 y que este efecto es mediado por el incremento de una inhibicion ténica de los Cayv2.2 por
Gy a través de una activacion basal de ORL1. En esta tesis nosotros estudiamos el impacto de
la coexpresion de D1R y GHSR y de D2R y GHSR sobre las corrientes Cayv2.2. Nos basamos

para este estudio en los datos que presentamos a continuacion.
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Heterodimeros D1R-GHSR

La interaccion de D1R y GHSR tiene varios efectos reportados. En el hipocampo la activacion
de D1R por dopamina en presencia de ghrelina aumenta el AMPc cuatro veces mas que en
ausencia de ghrelina (Jiang et al., 2006). Ademas dopamina aumenta el calcio intracelular desde
compartimentos internos mediante la proteina Gq (Kern et al., 2015). Se postula que los cambios
producidos por la interaccion D1R-GHSR impacta en la regulacion de la plasticidad sinaptica
hipocampal, impactando sobre comportamientos asociados a la consolidacién de la memoria y

el aprendizaje (Kern et al., 2015).

Heterodimeros D2R-GHSR

La formacion de dimeros entre D2R y GHSR en el hipotalamo modifica draméaticamente las
vias activadas por agonistas de D2R que en presencia de GHSR aumentan el calcio intracelular
en forma dependiente de proteina Gi/o (Kern et al., 2012). A nivel comportamental, la activacion
de estas neuronas hipotalamicas por dopamina produce un efecto anorexigénico en ratones

salvajes que no se observa en ratones deficientes para GHSR (Kern et al., 2012).

En esta tesis estudiamos a Cay2.2 como blanco de las vias de senalizacidon modificadas por
la interaccion D1R-GHSR y D2R-GHSR. Estos canales son actores claves de las funciones
neuronales y estructuras muy sensibles a cambios en la actividad de los GPCRs, ya sea por
agonistas o por la actividad constitutiva de los receptores. En el desarrollo de este trabajo nos
enfocamos especialmente en el rol de la actividad constitutiva ya que es un aspecto poco
estudiado y que creemos, es fundamental para entender globalmente la funcionalidad de los

GPCRs en las células.

29



OBJETIVOS



Objetivos

OBJETIVOS

Hipotesis: la coexpresion del receptor de ghrelina (GHSR) y los receptores de
dopamina tipo 1y 2 (D1R y D2R) modifica la modulacién de los canales de calcio Cav2.2
por estos GPCRs.

Para contrastar esta hipétesis proponemos los siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar el impacto de la coexpresion de D1R y GHSR sobre la modulacion de los
canales Cav2.2 producida por la actividad dependiente de agonista de cada uno de los

receptores.

2. Estudiar el impacto de la coexpresion de D1R y GHSR sobre las corrientes basales

de los canales Cav2.2.
3. Estudiar el impacto de la coexpresion de D2R y GHSR sobre la modulacion de los
canales Cav2.2 producida por la actividad dependiente de agonista de cada uno de los

receptores.

4. Estudiar el impacto de la coexpresion de D2R y GHSR sobre las corrientes basales

de los canales Cav2.2.

31



MATERIALES Y METODOS



Materiales y Métodos
MATERIALES Y METODOS

1. Modelos experimentales

1.1. Linea celular

Como modelo experimental principal utilizamos una linea celular que deriva de la linea
HEK293 proveniente de riidn embrionario humano (del inglés Human Embryo Kidney 293), y
ademas contienen el antigeno T derivado del virus SV40 (del inglés Simian Virus 40),
denominadas HEK293T. La presencia del antigeno T permite la replicacion de vectores que
contengan el origen de replicaciéon del SV40. Las HEK293T son células altamente transfectables
y de muy facil manipulacién. Se usan frecuentemente en experimentos de patch clamp ya que

no presentan gran variedad de corrientes idnicas es su membrana.

1.2. Animales

Utilizamos ratones salvajes C57BL/6 que fueron criados en el sector de bioterio del IMBICE
en presencia de ciclos de luz/oscuridad de 12 horas y manteniendo la temperatura del recinto
constante en 22 °C. Los animales tuvieron acceso a agua y alimento de manera ad libitum.
Utilizamos los embriones de estos ratones para realizar los experimentos en neuronas
hipotalamicas. Estos experimentos fueron aprobados por el comité de ética del IMBICE y fueron
disenados basandose en la Guide for the Care and Use of Laboratory Animals of the National

Institutes of Health, de Estados Unidos.

2. Cultivos celulares
2.1. Cultivos de células HEK293T

Mantuvimos las células HEK293T en frascos de plastico T25 dentro de estufas con
temperatura y atmosfera controlada (37 °C, 5 % de CO. y 95 % aire). Usamos medio de cultivo
Dulbecco’s modified Eagle’'s medium (DMEM; Gibco, New York, Estados Unidos) con el
agregado de 10 % de suero fetal bovino (FBS; Internegocios, Mercedes, Buenos Aires,
Argentina). Cosechamos las células, cada vez que los cultivos crecieron hasta alcanzar el 80 %
de confluencia, para ello retiramos el medio de cultivo y agregamos 3 ml de solucién de citrico
salina (0.135 M KClI, 0.015 M citrato de sodio) e incubamos en la estufa durante 10 minutos para
luego disgregarlas mecanicamente mediante pipeteo. De esta suspension celular en citrico salina
partimos para sembrar células para los distintos experimentos o para el reinicio del ciclo de

crecimiento en los frascos T25. Para los experimentos de electrofisiologia y de citometria de flujo
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usamos placas de cultivo plasticas de 12 pocillos en las cuales sembramos ~0,1 ml de la
suspension celular anterior. Para la produccion de lentivirus crecimos las células en placas de
plastico de 100 mm vy utilizamos toda la suspension celular obtenidas del repique de un frasco
T25. En los experimentos de imagenes en el microscopio marca Zeiss, utilizamos placas de 24
pocillos a los que previamente le agregamos vidrios de cubreobjetos redondos de 12 mm
pretratados con poli-L-Lisina (Sigma Aldrich, # P7280, Buenos Aires, Argentina) y les sembramos
~0,1 ml de la suspension de células. Para el reinicio del ciclo de crecimiento sembramos 0,5 ml

de la suspension celular en 5 ml del medio de cultivo.

2.2. Cultivo primario de neuronas embrionarias hipotalamicas

Obtuvimos los cultivos primarios de neuronas de embriones P15-P17 de ratones salvajes
como describimos en (Martinez Damonte et al., 2018). Anestesiamos las ratonas prefiadas con
hidrato de cloral (500 mg/kg), extrajimos los embriones y los colocamos en una soluciéon de Hank
estéril. Trabajando en esterilidad removimos los cerebros de los embriones, los orientamos sobre
la cara dorsal y les removimos el hipotdlamo con férceps. Preservamos el tejido en Hank estéril
frio hasta terminada la extraccién de los hipotalamos de todos los embriones. Luego lavamos dos
veces con Hank nuevo y agregamos una solucion de Hank con tripsina 0,25 mg/ml (Microvet
#L.2700-100, Buenos Aires, Argentina) e incubamos la mezcla a 37 °C por 20 min. Pasados los
20 min, agregamos 300 ul de suero fetal bovino y 50 ul de desoxirribonucleasa | de pancreas
bovino 0,28 mg/ml (Sigma Aldrich #D5025). Centrifugamos las células a 1000 r.p.m. durante 5
min y descartamos el sobrenadante. Agregamos 1 ml de Hank estéril y disgregamos
mecanicamente con agujas estériles de tamafios cada vez menores. Sembramos 70000 células
en vidrios estériles de 12 mm pretratados con poli-L-lisina en placas plasticas de 24 pocillos.
Dejamos las células 30 min en la estufa a 37 °C y después le agregamos DMEM / F12 1:1
suplementado con 10 % de suero fetal bovino, 0,25 % de glucosa, 2 mM de glutamina (Gibco
#21051-016), 3,3 pg/ml de insulina (Novo Nordisk Pharmaceutical Industries, Inc, Buenos Aires,
Argentina), 40 pg/ml sulfato de gentamicina (Richet, Buenos Aires, Argentina), 1 % de solucién
de vitaminas (Microvet) y 1:50 de suplemento B27 (Gibco). Mantuvimos los cultivos a 37 °C, 5 %
de CO2 y 95 % aire y al cuarto dia reemplazamos la mitad del medio de crecimiento con medio
suplementado con citosina-B-D-arabinofuranosida (Sigma Aldrich, #C1768) para lograr una

concentracion final de 5 pM.
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3. Expresién heterdéloga
3.1. Transfecciones transitorias de células HEK293T

Transfectamos las células que utilizamos en los experimentos de patch clamp, imagenes o
citometria de flujo con Lipofectamina™ 2000 (Invitrogen #11668019) y Opti-MEM (Invitrogen
#31985062) respetando el protocolo propuesto por los fabricantes. Usamos 2,5 ug finales de
ADNc. Para los experimentos de patch clamp agregamos 0,2 ug de un plasmido que codifica
para la proteina GFP soluble para identificar aquellas células que estan transfectadas.
Plagueamos las células como explicamos previamente, 24 horas después de esto las

transfectamos y luego de otras 24 horas las utilizamos para los distintos experimentos.

3.2. Transfecciones transitorias de células HEK293T para la produccién de lentivirus

Para la producciéon de lentivirus transfectamos las células con Polyethylenimine (PEI,
Polysciences, Inc #23966, Pennsylvania, Estados Unidos) y Opti-MEM usando 20 ug de ADNc
finales y 40 ul de PEI. Plagueamos las células como explicamos anteriormente y 24 horas
después las transfectamos. Para la produccion de lentivirus de tercera generacion, utilizamos 20
Mg de ADNCc total por placa (3,5 ug del plasmido de envoltura pCMV-VSV-G, 4 ug de plasmido
de empaquetamiento pMDLg/pRRE, 2,5 ug del plasmido de empaquetamiento pRSV-Rev y 10
Mg del plasmido con el vector de transferencia).En nuestro caso utilizamos dos plasmidos de
transferencia el FU-GHSR-mOrange (Martinez Damonte et al., 2018) o FU-D2R-GFP-W.

3.2.1. Produccién y cosecha de particulas lentivirales

Como las particulas lentivirales se generan por brotacion, las cosechamos del sobrenadante
de las células HEK293T transfectadas en las placas de 100 mm. A las 48 horas de la transfeccion,
recolectamos el medio de cultivo de estas placas, lo centrifugamos a 1000 r.p.m. durante 10

minutos y lo filtramos con filtros de 0,22 ym de tamafio de poro.

3.2.2. Transduccién de cultivos primarios neuronales

Una vez que cosechamos las particulas virales de D2R o GHSR, retiramos el medio de los
cultivos neuronales, lo reservamos en esterilidad y lo reemplazamos por el medio conteniendo
las particulas virales de GHSR-mOrange o D2R-GFP o por la mezcla de ambos e incubamos
durante 4 horas a 37 °C en la estufa con atmosfera controlada (5 % CO.y 95 % aire). Luego de

las 4 horas retiramos el medio que contenia las particulas virales y lo reemplazamos por el que
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tenia anteriormente y habiamos conservado. Realizamos la infeccién de los cultivos neuronales

el quinto dia de cultivo, y recién utilizamos las neuronas transducidas 9 dias después.

3.2.3. Plasmidos utilizados

Para los experimentos de esta tesis utilizamos los siguientes plasmidos:

. Cay2.2e37b (#AF055477), Cavps (#M88751) y Cava:d1 (#AF286488), cedidos por la Dra.
Diane Lipscombe, Department of Neurosciences, Brown University, Providence, Estados Unidos.

. receptor de dopamina tipo 1 fusionado a la proteina amarillo fluorescente, D1R-YFP, cedido
por el Dr. G Zamponi, Calgary, Canada.

. receptor de dopamina tipo 2 fusionado a la proteina verde fluorescente, D2R-GFP
(#MG226860) donado por el Dr. Marcelo Rubinstein, INGEBI, Buenos Aires, Argentina.

. receptor secretagogo de la hormona del crecimiento o receptor de Ghrelina, GHSR
(#AY429112) cedido por el Dr. J. Marie, Université de Montpellier, Montpellier, Francia.

. receptor mutante de GHSR con mutacién puntual A204E, GHSR.A204E (#AY429112),
cedido por el Dr. J. Marie.

. receptor de angiotensina Il tipo 1, AT1R, donado por el Dr. Mark Shapiro, University of Texas
Health, San Antonio, Texas, Estados Unidos.

. dominante negativo de la proteina Gq, Gq DN, (G-Q209L/D277N), Missouri S&T cDNA
Resource Center, Rolla, Missouri, Estados Unidos (Yu & Simon, 1998; Lauckner et al., 2005).

. inhibidor de Gy, dominio C-terminal asociado a la membrana de la quinasa 2 acoplada a
GPCR, Myristoylated C-terminal GBy-binding domain of the G protein-coupled receptor kinase 2,
MAS-GRK2-ct, cedido por el Dr. S. R. lkeda, US National Institutes of Health, Estados
Unidos.(Kammermeier & lkeda, 1999; Raingo et al., 2007)

. plasmido que codifica para la proteina verde fluorescente soluble, GFP.

. plasmido pcDNA3.1+ (Invitrogen, #V790-20).

. receptores producidos mediante biologia molecular en el laboratorio: GHSR-GFP, GHSR-
mCherry, GHSR-mOrange.

En los experimentos que llevan transfectado el Cav2.2, siempre llevan ademas las
subunidades auxiliares Cavz y Cava201 en igual proporcion molar. Cuando cambiamos la
relacion entre GPCR y Cav2.2 siempre mantenemos constante la cantidad de Cav2.2 y
compensamos la cantidad de ADNc con el pcDNA3.1+. En cada experimento se informa la
relacion GPCR:Cay2.2 usada.
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4. Preparacion y obtencion de plasmidos
4.1. Transformacion de bacterias competentes

Para la amplificacién de los plasmidos necesarios durante los experimentos de este trabajo
de tesis, utilizamos bacterias competentes de la cepa bacteriano Escherichia Coli DH5a
competidas mediante el método descripto por Inoue (Inoue et al., 1990). Usamos esta cepa
bacteriana debido a que: son eficientes para la transformacion con ADN no metilado (hsdR),
ausencia de actividad endonucleasa inespecifica | (endA1-) y actividad de recombinacion
disminuida (recA1-). Ademas, son sensibles a ampicilina y kanamicina. Almacenamos las
bacterias competentes a -70 °C. Para la transformacién utilizamos el protocolo descripto por
SamBrook (Sambrook & Russell, 2006), usamos 100 ng de ADN plasmidico en 200 pl de
suspension de bacterias competentes. Realizamos un choque térmico incubando primero la
mezcla en hielo por 30 min y después pasando la mezcla a 42 °C por 45 s. Pasado ese tiempo
transferimos el tubo a hielo nuevamente por 1 a 2 minutos y le adicionamos 0,8 ml de medio
SOC, incubamos luego por 1 hora a 37 °C. Una vez que las bacterias se recuperaron y
expresaron los marcadores de resistencia, tomamos 200 pl de esta suspensidon de células y las
sembramos en placas de 90 mm con medio agar-SOB complementado con 20 mM de MgSQO. y
el antibidtico especifico para el plasmido que deseamos amplificar. Estas placas las incubamos
por 12 a 16 horas a 37 °C.

4.2. Extraccion de ADN plasmidico a mediana escala

Para la extraccion del ADN plasmidico de las bacterias crecidas en el punto 4.1., transferimos
una colonia proveniente de las placas a 5 ml de medio LB con el antibiético de seleccion del
plasmido. Después de crecerlas de 12 a 16 horas a 37 °C con agitacion enérgica, centrifugamos
el cultivo por 30 min a 4000 r.p.m. a 4 °C. Usamos el kit comercial para midi-prep, QIAfilter®
Plasmid Midi Kit (QIAGEN, #12145, Massachusetts, Estados Unidos) para aislar el ADN

plasmidico amplificado siguiendo las indicaciones del fabricante.

4.3. Determinacion de la concentracion de ADN

Usamos un espectrofotdmetro NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific, Inc, Delaware,
Estados Unidos), para medir la absorbancia a 260 nm y cuantificar el ADN plasmidico. Usamos
las relaciones entre las absorbancias a 260/280 nm y 260/230 nm como parametros de calidad,

siendo ~1,8 y entre 2,0 y 2,5 rangos aceptables para las respectivas relaciones.
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5. Drogas

Utilizamos los siguientes agonistas de GPCR: para GHSR, ghrelina (Global Peptide, # PI-G-
03, Colorado, Estados Unidos), para D1R y D2R, dopamina hidroclorada (Sigma Aldrich
#H8502), para D2R, (-) quinpirole hidroclorado (Sigma Aldrich #Q102) y para AT1R, angiotensina
Il (Sigma Aldrich #A9525). Usamos el agonista inverso del GHSR, [D-Arg',D-Phe’D-
Trp”?,Leu']-substance P analog o SPA(Santa Cruz Biotechnology, Inc, #sc-361166, Texas,
Estados Unidos). Para inhibir la proteina Gi/o usamos toxina Pertussis o PTx (Sigma Aldrich #
P7208) y para inhibir la proteina Gs, la toxina del cholera o ChTx (Sigma Aldrich #C8052).

6. Microscopia y obtencion de imagenes
6.1. Experimentos de colocalizacion

Para los experimentos de colocalizacién transfectamos células HEK293T como describimos
anteriormente pero en vidrios de 12 mm de diametro pretratados con poli-L-lisina. En la mezcla
de transfeccién agregamos los plasmidos que codifican para los receptores D1R-YFP y GHSR-
mOrange en relacién molar GPCR:Cay2.2 = 0,1. Lavamos las células con PBS y las fijamos con
paraformaldehido 4 % (en PBS) por 30 min. Finalizado el tiempo de incubacién hicimos 3 lavados
con PBS y montamos los vidrios redondos en portaobjetos. Utilizamos un microscopio Zeiss
AxioObserver Z1 con objetivos de 63X/1,4, un moédulo de iluminacidon Apotome.2 y una camara
Axiocam 506. Usamos los filtros 38 HE (excitacion 470/40 nm y emisién 525/50 nm para detectar
YPF) y 43 HE (excitacion 550/25 nm y emision 605/70 nm para detectar mOrange). Mediante el
programa FIJI (Imaged) delimitamos el limite de las células de manera manual y utilizamos esa
area para el analisis de colocalizacion mediante el complemento de FIJI especifico, JACoP (del
inglés, Just another colocatizacion plugin). De esta manera analizamos la colocalizacion de los
dos receptores como se describe en (Bolte & Cordelieres, 2006) y obtuvimos los coeficientes de

Pearson y Manders.

6.2. Experimentos de cantidad de fluoréforo en la membrana plasmatica

Para estos experimentos transfectamos células HEK293T en vidrios de 12 mm pretratados
con poli-L-lisina como describimos previamente. En la mezcla de transfeccion agregamos el
Cav2.2 con las subunidades auxiliares, Cavps y Cava201, y D2R-GFP, GHSR-mOrange o ambos
en relaciones molares GPCR:Cav2.2 = 0,5y 0,1. Para fijar las células, primero lavamos con PBS

y luego, incubamos con paraformaldehido 4 % (en PBS) por 30 min. Finalizado el tiempo de
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incubacién hicimos 3 lavados con PBS y montamos los vidrios redondos con las células en
portaobjetos usando un medio de montaje que contenia Hoechst. Adquirimos las imagenes de
manera idéntica a las descriptas en el punto 6.1. en el microscopio Zeiss AxioObserver Z1.

Delimitamos el limite exterior de la membrana plasmatica manualmente en cada célula (area
Aexi, fluorescencia Fext). Para delimitar el limite interno de la membrana plasmatica, redujimos en
0,5 um el Aext (area Aint, fluorescencia Fint). Para los experimentos en donde cuantificamos la
cantidad de sefal fluorescente en la membrana plasmatica (MP), la misma se calcul6 con la
ecuacion (1).

Fluorescencia en MP = Fey - Fint

6.3. Experimentos de relacion de fluorescencia en citoplasma sobre fluorescencia en

la membrana plasmatica

Utilizamos las células anteriores que expresaban los receptores en la relacibn molar
GPCR:Cay2.2 = 0,1 y ademas, hicimos condiciones para estudiar la internalizacion de los
GPCRs, en las cuales aplicamos 0,5 uM de ghrelina por 20 min antes del protocolo de fijacién.
Analizamos las imagenes de la misma manera que en el punto 6.2, calculando Aexi, Fext, Aint Y Fint.
Con esta informacién calculamos la relacion de fluorescencia citoplasmatica / fluorescencia en la
MP (Fcit / Fmemb) mediante la siguiente ecuacion (2):

Feit / Fmemb = (Fint / Aint) / ((Fext = Fint) / (Aext - Aint)

7. Citometria de flujo

Para los experimentos de citometria de flujo, sembramos las células HEK293T en placas de
12 pocillos y las transfectamos como describimos previamente usando la relacion molar
GPCR:Cayv2.2 = 0,5. Despegamos las células transfectadas 24 horas después usando tripsina
0,25 mg/ml durante 1 min y luego inhibimos la actividad enzimatica con el agregado de DMEM
complementado con 10 % suero fetal bovino. Una vez que las células estaban en solucion,
hicimos 2 ciclos de centrifugacion a 1000 r.p.m. durante 5 min y lavados con 1 ml de PBS.
Utilizamos estas células en un citdmetro FACSaria Fusion (BD Bioscience, Estados Unidos) para
estudiar la presencia de FRET en nuestro sistema de estudio. Excitamos el donor (GFP) con un
laser de 488 nm. Detectamos las senales de emision del donor y del aceptor (mCherry) de
manera especifica usando filtros de 530/23 nm y 616/30 nm, respectivamente. El maximo de
absorcion para la excitacién del GFP se encuentra en 475 nm, por lo que el uso del laser de 488
nm fue 6ptimo. Por su lado, el mCherry posee el maximo de absorcion se encuentra en 587, por

lo que tedricamente el laser de 488 nm no deberia excitar al mCherry, pero esté si deberia ser
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excitado por la emision del GFP. Registramos ~20000 eventos en cada condicion. A pesar de
que el mCherry no deberia excitarse con el laser de 488 nm, en nuestro sistema observamos
fluorescencia mCherry basal. Dado a la imposibilidad de utilizar el laser de 561 nm que se utiliza
para excitar este fluoréforo, nos fue imposible cuantificar el FRET mediante los programas
especificos.

Analizamos los histogramas obtenidos para la sefal de fluorescencia mCherry y observamos
la presencia de distintas poblaciones con diferentes sefiales de fluorescencia. Para cuantificar el
FRET usamos la relacion entre el area de la poblacién de alta sefial mCherry y el area de bajo

la curva de todo el histograma.

8. Electrofisiologia

Despegamos las células HEK293T transfectadas en placas de 12 pocillos usando tripsina 0,25
mg/ml durante 1 min y una vez terminado ese tiempo utilizamos DMEM complementado con 10
% suero fetal bovino para terminar la reaccion enzimatica. Hicimos 2 ciclos de centrifugado a
1000 r.p.m. durante 5 min y lavados con DMEM para limpiar el medio de restos de suero fetal
bovino que dificulta los experimentos de patch clamp. Realizamos los experimentos de
electrofisiologia a temperatura ambiente (23 °C) y mantuvimos las células a esa temperatura.

En todos los experimentos utilizamos la configuracion de célula entera con fijacién de voltaje.
En los experimentos realizados en células HEK293T, fijamos los potenciales de mantenimiento
a-100 mV y fijamos a 10 mV los pulsos para registrar las corrientes de calcio durante 30 ms cada
10 s. Para neuronas estos valores fueron: mantenimiento a -80 mV y pulsos de registro a 0 mV
durante 30 ms cada 10 s. Realizamos los protocolos para estudiar la inhibicién ténica por GRy
de los canales de calcio haciendo dos pulsos a 10 mV consecutivos (l1 e I2) y previo al segundo,
un prepulso muy despolarizante a 150 mV para remover la inhibicibn dependiente de voltaje
(Evans et al., 2010).

Registramos las corrientes usando los amplificadores Axopatch 200 (Molecular Devices,
California, Estados Unidos) o EPC7 (HEKA, Massachusetts, Estados Unidos) con sus
respectivos programas de registro y control de los amplificadores (pClamp y PatchMaster,
respectivamente). Utilizamos una frecuencia de muestreo de 20 kHz y filtramos la senal a 10 kHz
(-3dB). Fabricamos las pipetas de vidrio (King Precision Glass, Inc, California, Estados Unidos)
usando un estirador de pipetas Sutter P97 (Sutter Instruments, California, Estados unidos) con
resistencias entre 2 y 5 MQ, y las resistencias en serie permitidas no excedieron el valor de tres

veces la resistencia de las pipetas. Descartamos las células que tuvieron corrientes de fuga
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mayores a 200 pA a un potencial de -100 mV y, ademas, eliminamos las corrientes de fuga en
tiempo real usando el protocolo P/-4.

Utilizamos perfusiones hechas con jeringas de 10 ml montadas 30 cm sobre el nivel de las
células para el agregado de las distintas soluciones externas a las camaras de patch clamp. El
flujo de perfusion fue ~1 ml/min. Utilizamos adaptadores multivias realizados en el laboratorio de
manera casera y jeringas independientes para cada solucion. El potencial de junta liquida para
la solucion externa de calcio 2 mM usada en células HEK293T (ver composicion mas adelante)
fue de ~7.4 y para la solucion externa de bario 10 mM usada en neuronas (ver composicion mas
adelante) fue de ~6.5 mV. Medimos estos valores antes de cada experimento y no fueron
corregidos, por lo que los voltajes mostrados fueron ligeramente mas negativos.

Cultivamos las neuronas en los vidrios de 12 mm pretratadas con poli-L-lisina como
describimos anteriormente. Removimos los vidrios de las placas de cultivo para los experimentos
de patch clamp mediante pinzas de cirugia y los conservamos en una solucidn de mantenimiento
alta en sodio (ver composicion mas adelante). Una vez elegida la neurona a estudiar, realizamos
el giga sello, rompimos la membrana mediante succion y registramos las corrientes de sodio.
Cuando se llego a un nivel estable de estas corrientes cambiamos la solucién de mantenimiento
por una solucion de bario 10 mM, que contiene tetrodotoxina (TTx, Sigma-Aldrich) para inhibir
las corrientes de sodio, y registramos las corrientes Cay nativas. Cuando los niveles de corrientes
Cav se estabilizaron, cambiamos la solucion externa de bario por otra soluciéon externa igual,
conteniendo quinpirole o ghrelina en concentraciones especificas. Realizamos este agregado de
manera alternada. En los registros de corrientes neuronales ubicamos el electrodo de referencia
en un compartimiento anexo a la cdmara de registro con una solucion 2 M de KCI conectado con
la camara de registro a través de un puente salino de agar 2 M KCI para evitar cambios del
potencial de juntura debido a los cambios de las soluciones extracelulares.

Utilizamos las siguientes soluciones:

- Solucién interna de las pipetas (mM): 134 CsCl, 10 EGTA, 1 EDTA, 10 HEPES y 4 MgATP
(pH 7.2 regulado con CsOH).

- Solucion externa de calcio (2 mM) para células HEK293T (mM): 140 cloruro de colina, 10
HEPES, 1 MgCl,.6H>0 y 2 CaCl,.2H20 (pH 7.3-7.4 regulado con CsOH).

- Solucién externa de bario (10 mM) para neuronas (mM): 110 cloruro de colina, 10 HEPES,
10 glucosa, 20 cloruro de tetraetilamonio, 1 MgCl2.6H20, 10 BaCl>.2H.O y 0.001 TTx (pH 7.3-7.4
regulado con CsOH).

- Solucién de mantenimiento alta en sodio (135 mM) para neuronas (mM): 10 HEPES, 1.2
MgCl..6H20, 2.5 CaCl,.2H20, 4.7 KCI, 10 glucosa y 135 NaCl (pH 7.3-7.4 regulado con NaOH).
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9. Analisis de datos y estadisticas

En los graficos de barras, los puntos representan los valores individuales y las barras
representan la media y el error estandar de la media (EEM).

Analizamos los datos obtenidos en los experimentos de patch clamp con el pClamFit 10
(Molecular Devices) y medimos las corrientes al pico minimo de corriente durante los pulsos de
prueba. Normalizamos las corrientes mostradas en los experimentos para estudiar la actividad
agonista de los receptores al valor maximo de corriente en cada condicion. Cuando estudiamos
las corrientes basales, normalizamos las mismas usando el valor de la capacitancia de la
membrana celular como referencia del tamafio celular de cada célula. Graficamos los trazos
representativos de las corrientes de calcio usando el programa OriginPro 9 (OriginLab,
Massachusetts, Estados Unidos).

Analizamos la informacién obtenida en los experimentos de citometria de flujo con el programa
FlowdJo (Becton, Dickinson & Company, BD Biosciences). Realizamos los histogramas, el ajuste
de las distintas poblaciones y el calculo de las areas bajo las curvas con OriginPro 9.

Analizamos todas las imagenes obtenidas con el programa FIlJI (ImageJ).

Para los analisis estadisticos usamos el programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software,
California, Estados Unidos). Analizamos la normalidad de las poblaciones mediante el test de
Kolmogorov—Smirnov y la homogeneidad de varianzas con las pruebas de Bartlett o Brown-
Forsythe. En cada figura detallamos el test estadistico utilizado en cada experimento y
consideramos diferencia significativa a valores de P < 0,05. Las curvas de dosis respuesta fueron

ajustadas con la ecuacion de Hill.
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RESULTADOS

1. Estudiar el impacto de la coexpresion de D1R y GHSR sobre la modulacion de los

canales Cav2.2

1.1. Confirmacion de la colocalizacion de D1R y GHSR expresados en forma

heterdloga en células HEK293T

El estudio de la colocalizacion de los receptores D1R y GHSR se realizé utilizando versiones
fusionadas de los receptores a las proteinas fluorescentes YFP (del inglés Yellow Fluorescent
Protein) con D1R (D1R-YFP) y mOrange con GHSR (GHSR-mOrange) para obtener
microfotografias y evaluar la colocalizacién de ambos receptores descripta previamente (Jiang
et al., 2006; Kern et al., 2015). Para esto transfectamos células HEK293T con plasmidos que
contienen los ADNc de D1R-YFP y GHSR-mOrange y, luego de 24 horas, utilizando un
microscopio Zeiss AxioObserver Z1 con iluminacién UV y un adaptador Apotome.2 obtuvimos
microfotografias de las células con los filtros correspondientes a cada fluoréforo. Para comprobar
la colocalizacién de los receptores obtuvimos los coeficientes de correlacion de Pearson y de
colocalizacion de Mander mediante el programa FIJI (figura 1). En el panel 1A se observan
microfotografias representativas de una célula para cada uno de los fluoréforos analizados y una
tercera microfotografia donde se muestra el solapamiento (merge). Los valores del coeficiente
de correlacién de Pearson calculados para cada célula coexpresando los receptores y su valor
promedio se presentan en el panel 1B, mientras que los paneles 1C y 1D muestran los
coeficientes de colocalizacion de Mander (M1, fraccion de D1R-YFP que se solapa con GHSR-
mOrange, y M2, fraccién de GHSR-mOrange que se solapa con D1R-YFP) calculados para el
mismo conjunto de células. En estos tres paneles se muestran los valores de los mismos
coeficientes calculados al rotar 90 grados la imagen de una de las sefales fluorescente. Al
analizar y comparar el conjunto de datos de cada coeficiente con su respectivo control (rotacion
de una de las imagenes 90 grados) se observa una diferencia significativa, lo que nos indica que
las proteinas fluorescentes colocalizan en estas células (Dunn et al., 2011; McDonald & Dunn,
2013).
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Figura 1. D1R-YFP y GHSR-mOrange colocalizan en células HEK293T. A. Microfotografias
de células HEK293T transfectadas con D1R-YFP y GHSR-mQrange. Las barras representan la
media y el EEM del coeficiente de correlacion de Pearson (B, CCP) y de colocalizacion de
Mander (C y D, M1y M2) calculados en células HEK293T transfectadas con D1R-YFP y GHSR-
mOrange (+D1R-YFP +GHSR-mQrange, n = 45) y los calculados luego de la rotacion de una de

las imagenes 90°. La significancia estadistica fue evaluada por test t de Student.

1.2. Estudiar el impacto de la coexpresion de D1R y GHSR sobre la modulacién de
los canales Cav2.2 producida por la actividad dependiente de agonista de cada uno de

los receptores (Objetivo 1).

Para completar el Objetivo 1 de esta tesis primero evaluamos si el efecto de ghrelina sobre
las corrientes Cay2.2 se modifica al coexpresar D1R y GHSR. Para esto transfectamos células
HEK293T con el canal Cayv2.2, sus subunidades auxiliares Cayvfs y Cava201, GHSR o0 GHSR y
D1R. Utilizamos la relacion molar GPCR:Cay2.2 = 0,1 debido a que a esa relacion molar la
actividad constitutiva de GHSR no es suficiente para modificar las corrientes de calcio Cay2.2

basales cuando se expresa solo con Cayv2.2 como demostramos previamente (Lopez Soto et al.,
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2015). En estas condiciones realizamos experimentos de patch clamp en configuracién de célula
entera y con fijacion de voltaje para medir las corrientes de calcio de Cay2.2. Al evocar estas
corrientes con un pulso cuadrado de voltaje desde -100 mV hasta +10 mV cada 10 segundos
encontramos que la aplicaciéon de 0,5 yM de ghrelina inhibe la corriente de calcio y que el
porcentaje de inhibicién no difiere entre la condicion con GHSR solo o la condicion donde se
coexpresa con D1R (figura 2). En estos experimentos observamos que los niveles de corrientes
de calcio basales disminuyeron notablemente cuando se coexpresaban ambos receptores. En el
objetivo 2 indagamos sobre la participacion de la actividad constitutiva de GHSR en este efecto.
Aqui, debido a esta observacion del cambio de amplitud de las corrientes decidimos evaluar la
actividad dependiente de agonista de GHSR sobre el canal Cay2.2 reemplazando GHSR salvaje
por una versidbn mutada que carece de actividad constitutiva pero responde a ghrelina
(GHSRA204E) (Pantel et al., 2006; Lopez Soto et al., 2015), al que en adelante lo denominaré
A204E. En la figura 2 se observa que la inhibicion de las corrientes de calcio por la actividad
evocada por ghrelina cuando expresamos GHSR salvaje o A204E no se modifica
significativamente en presencia de D1R. En resumen, la inhibicién del Cay2.2 producida por la

unién de ghrelina a GHSR o a A204E no se modifica por la coexpresion de D1R.
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Figura 2. La coexpresion de D1R no modifica el efecto de la actividad dependiente de
ghrelina de GHSR salvaje o su version mutada A204E sobre los Cav2.2. A. Trazos
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representativos (arriba) de las corrientes de calcio Cay2.2 (Icav2.2) normalizadas por el maximo
de corriente en células HEK293T transfectadas con Cay2.2 y GHSR (+GHSR, n = 3), Cav2.2,
GHSR y D1R (+D1R +GHSR, n = 8), Cav2.2 y A204E (+A204E, n = 5) o Cav2.2, A204E y D1R
(+D1R +A204E, n = 3) antes y después de la aplicacion de ghrelina (0,5 uM, +Ghre). Las barras
representan la media y el EEM del porcentaje de inhibicion para cada condicion (abajo). La
significancia estadistica fue evaluada por Kruskal-Wallis y post test de Dunn (versus +GHSR). B.
Cursos temporales representativos de la corriente Cav2.2 durante la aplicacién de ghrelina en
las condiciones experimentales +GHSR (arriba) y +D1R +GHSR (abajo).

A continuacion, estudiamos si la coexpresién de D1R y GHSR modifica la accion de dopamina
sobre las corrientes Cay2.2. Como mencionamos antes, dopamina inhibe las corrientes Cay2.2
por una via de senalizacién que involucra a Gs (Kisilevsky et al., 2008). Para esto transfectamos
células HEK293T con el canal Cay2.2, sus subunidades auxiliares CayBs y Cavaz01 y DIR o D1R
y GHSR o D1R y A204E, utilizando relaciones molares GPCR:Cay2.2 = 0,1 al igual que en el
experimento anterior. Al evaluar el efecto de 10 uM de dopamina sobre las corrientes de calcio
evocadas por el pulso cuadrado de -100 mV a +10 mV encontramos que el porcentaje de
inhibicion de las corrientes no difiere por la coexpresion de GHSR o A204E (figura 3). Asi
encontramos que la coexpresion de D1R y GHSR no afecta la accién de dopamina ni la de
ghrelina sobre las corrientes Cay2.2.
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Figura 3. La coexpresion de GHSR no modifica el efecto de la actividad dependiente de
dopamina de D1R sobre los Cay2.2. A. Trazos representativos (arriba) de las corrientes de
calcio Cav2.2 (Icavz2.2) normalizadas por el maximo de corriente en células HEK293T transfectadas
con Cav2.2y D1R (+D1R, n = 15), Cav2.2, D1Ry GHSR (+D1R +GHSR, n =5) o Cav2.2, D1R y
el mutante puntual de GHSR, A204E (+D1R +A204E, n = 7) antes y después de la aplicacion de
dopamina (10 uM, +Dopa). Las barras representan la media y el EEM del porcentaje de inhibicién
para cada condicién (abajo). La significancia estadistica fue evaluada por Kruskal-Wallis y post
test de Dunn (versus +D1R). B. Cursos temporales representativos de las corrientes Cay2.2
durante la aplicacion de dopamina en las condiciones experimentales +D1R (arriba) y +D1R
+GHSR (abajo).

1.3. Estudiar el impacto de la coexpresion de D1R y GHSR sobre las corrientes

basales de los canales Cav2.2 (Objetivo 2)

Para estudiar el efecto de la coexpresién de D1R y GHSR sobre los niveles basales de
corriente Cav2.2 transfectamos células HEK293T con el canal Cay2.2, sus subunidades
auxiliares, (Control) solo o junto a GHSR (+GHSR), D1R (+D1R) 0o D1R y GHSR (+D1R +GHSR)
en relacién molar GPCR:Cayv2.2 = 0,1. En la figura 4 se observa que la coexpresion de D1R y
GHSR reduce significativamente las corrientes Cay2.2. Ni la sola expresion de GHSR ni la de
D1R son suficientes para modificar significativamente las corrientes en este experimento (si bien
la estadistica no confirma diferencias, la coexpresion de D1R tendria una tendencia a
aumentarlas y GHSR a reducirlas). En este experimento incluimos ademas una herramienta
farmacoldgica para disminuir la actividad constitutiva de GHSR: el agonista inverso de GHSR,
SPA. La preincubacion con SPA de células expresando el canal y los dos receptores evitd
parcialmente la disminucion de la corriente provocada por la coexpresion de D1R y GHSR. De
esta manera podemos concluir que la coexpresion de D1R y GHSR modula negativamente las
corrientes de calcio Cay2.2 y que cuando se inhibe la actividad constitutiva del GHSR se revierte

esta disminucién de corriente.
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Figura 4. La coexpresion de D1R y GHSR reduce las corrientes basales de calcio Cayv2.2.
Trazos representativos (arriba) de las corrientes de calcio Cav2.2 (lcav22) en células HEK293T
transfectadas con Cav2.2 (Control, n =17), Cav2.2 y GHSR (+GHSR, n = 12), Cav2.2 y D1R
(+D1R, n = 35), Cav2.2, D1R y GHSR (+D1R +GHSR, n = 48) o Cav2.2, D1R y GHSR con
preincubacion con el agonista inverso de GHSR, SPA (+D1R +GHSR +SPA, n = 14) y barras que
representan la media y el EEM de las Icav22 para cada condicion (abajo). La significancia

estadistica fue evaluada por Kruskal-Wallis y post test de Dunn (versus Control).

En base a los resultados de la figura 4, decidimos confirmar que el efecto de la coexpresion
de D1R y GHSR sobre las corrientes basales se debe a una exacerbacion del efecto de la
actividad constitutiva de GHSR en esta condicion. Esta hipétesis se basa en que la actividad
constitutiva de GHSR produce un efecto basal inhibitorio sobre las corrientes Cav2.2 que es
significativo a concentraciones molares de GHSR mas altas que las utilizadas en este
experimento (Lopez Soto et al., 2015). Para corroborar la participacion de la actividad constitutiva
de GHSR utilizamos como herramienta el reemplazo de GHSR salvaje por A204E. Para esto
cotransfectamos células HEK293T con el Cay2.2, sus subunidades auxiliares, y D1R, A204E o
D1R y A204E En la figura 5 se muestra que las corrientes Cay2.2 basales no se modifican

cuando se encuentran coexpresados D1R y A204E al comparar los valores con el control o la
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condicion expresando solo A204E. En este experimento observamos nuevamente que la sola
expresion de D1R tiende a aumentar la corriente basal. Este aumento de la corriente Cay2.2 por
la coexpresiéon de D1R ha sido corroborado aumentando el tamano muestral (n) y es el tema de
otra tesis que se desarrolla en el Laboratorio de Electrofisiologia en la cual se confirmé que se

debe a la actividad constitutiva de D1R (McCarthy et al. manuscrito en revision).
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Figura 5. La coexpresion de D1R y A204E no modifica las corrientes Cayv2.2. Trazos
representativos (arriba) de las corrientes de calcio Cav2.2 (lcav22) en células HEK293T
transfectadas con Cay2.2 (Control, n = 13), Cav2.2 y el mutante de GHSR, A204E (+A204E, n =
28), Cav2.2 y D1R (+D1R, n = 14) o Cav2.2, D1R y A204E (+D1R +A204E, n = 41) y barras
representando la media y el EEM de las Icav22 para cada condicidon (abajo). La significancia
estadistica fue evaluada por Kruskal-Wallis y post test de Dunn (versus Control).

El efecto de la actividad constitutiva de GHSR sobre los canales de calcio estd mediado por
la proteina Gi/o (Lopez Soto et al., 2015). Para estudiar si esta misma proteina G estd involucrada
en la disminucién de las corrientes Cay2.2 basales al coexpresar D1R y GHSR, utilizamos tres
herramientas: la preincubacion con la toxina pertussis (PTx), inhibidor de Gi/o; la preincubacion
con la toxina colérica (ChTx), inhibidor de Gs; y la cotransfeccién con el plasmido que contiene
el ADNc para Q209L/D277N (Gq DN), un dominante negativo de la proteina Gq. En la figura 6
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se muestra que solo la inhibicién de la proteina Gi/o restaura las corrientes basales a niveles
control. Este resultado nos permite proponer que el efecto de la coexpresién de D1R provoca

una exacerbacion de la activacion de la proteina Gi/o por la actividad constitutiva de GHSR.
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Figura 6. La disminucién de las corrientes Cav2.2 por la coexpresion de DIR y GHSR
depende de la proteina Gi/o. Trazos representativos (arriba) de las corrientes de calcio Cav2.2
(Icav22) en células transfectadas con Cayv2.2 (Control, n = 28), Cav2.2, D1R y GHSR (+D1R
+GHSR, n = 37), Cav2.2, D1R y GHSR preincubadas con un inhibidor de la proteina Gi/o, PTx
(+D1R +GHSR +PTx, n = 23), Cav2.2, D1R y GHSR preincubadas con un inhibidor de la proteina
Gs, ChTx (+D1R +GHSR +ChTx, n = 20) o Cav2.2, D1R, GHSR y un dominante negativo de la
proteina Gq, Gg DN (+D1R +GHSR +Gq DN, n = 3) y barras representando la media y el EEM
de las Icav22 para cada condicion (abajo). La significancia estadistica fue evaluada por Kruskal-
Wallis y post test de Dunn (versus Control).

En resumen, los resultados obtenidos en los objetivos 1y 2 son: D1R y GHSR se encuentran
colocalizados en células HEK293T transfectadas con los plasmidos D1R-YFP y GHSR-mOrange,
la coexpresion de D1R y GHSR genera una disminucién de las corrientes Cav2.2 basales que

depende de la actividad constitutiva de GHSR y de la proteina Gi/o mientras que las actividades
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dependientes de agonistas para cada receptor se mantienen inalteradas en presencia del otro

receptor.

2. Estudiar el impacto de la coexpresion de D2R y GHSR sobre la modulacion de los
canales Cav2.2

2.1. Confirmacién de la interaccion de D2R y GHSR expresados en forma heterdloga
en células HEK293T

Para estudiar la interaccion de D2R y GHSR realizamos experimentos de FRET en células
HEK293T utilizando un citdmetro de flujo. Para esto ensayamos la presencia de FRET en células
transfectadas con una version de D2R fusionada a GFP (Green fluorescent protein) (D2R-GFP)
que funcioné como dador y GHSR fusionado a mCherry (GHSR-mCherry) que cumplié la funcion
de aceptor. Como controles negativos transfectamos GHSR-mCherry solo o con GFP soluble y
como control positivo utilizamos GHSR-mCherry y GHSR-GFP, debido a que esta probado que
GHSR forma homodimeros (Kern et al., 2012; Damian et al., 2018). El citdmetro de flujo utilizado
fue FACSaria Fusion (BD Biosciences) que solo contaba con el laser de 488 nm para excitar a
GFP. En estas condiciones nosotros esperabamos que el mCherry no fuese excitado por este
laser. Sin embargo, detectamos sefial mCherry excitando con el laser de 488 nm a células que
solo expresaban GHSR-mCherry (figura 7, Control Negativo 1), esto es coherente con las
simulaciones de los espectros de absorcion de los fluoréforo que utilizamos donde calculamos
que la excitaciéon del mCherry con un laser de 488 nm seria de ~7 % (seccién spectrum-viewer
de la pagina de internet www.bdbiosciences.com). Esta senal basal de fluorescencia sumada al
inconveniente de no poder excitar las proteinas mCherry con un laser especifico de 561 nm nos
impidio la deteccién de FRET en nuestro sistema mediante los procedimientos documentados
para evaluar la heterodimerizacion de GPCRs (Horvath et al., 2016). Como mecanismo
alternativo utilizamos histogramas de frecuencia para la intensidad de la sefial mCherry en los
que logramos discriminar distintas poblaciones de células mediante ajustes estadisticos. La
figura 7 muestra histogramas representativos obtenidos en las distintas condiciones. En cada
uno la linea punteada representa la sefial adquirida cuando se excitan células HEK293T sin
transfectar la cual se superpone con el primer pico de todos los histogramas mostrados. En gris
oscuro se sefala la poblacion de células con niveles altos de intensidad para mCherry. Nosotros
postulamos que en caso de existir FRET esta poblacion aumentaria con respecto al control. Para

evaluar cambios en el tamafio de esta poblacion calculamos la relacién entre el area de esta
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poblacion y el area total del histograma en cada condicién experimental. Como esperabamos, no
encontramos diferencia entre la condicion con GHSR-mCherry solo y con GFP soluble (Control
Negativo IlI), mientras que en la condicién coexpresando GHSR-mCherry y GHSR-GFP
observamos un aumento del tamano de esta poblaciéon consistente con la formacién de
homodimeros de GHSR capaces de producir sefial FRET (Kern et al., 2012; Damian et al., 2018).
En la condicién experimental coexpresando GHSR-mCherry y D2R-GFP también observamos el
aumento de la poblacion de alta sefial mCherry. Este resultado nos permitié confirmar la
interaccion entre D2R y GHSR en nuestro sistema experimental.
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Figura 7. La coexpresion de D2R-GFP aumenta la poblacion de células de alta
fluorescencia GHSR-mCherry por FRET. Ajuste de histogramas de frecuencia de la sefial de
fluorescencia del mCherry de experimentos de FRET por citometria de flujo en células HEK293T
transfectadas con GHSR-mCherry (Control Negativo |, n = 3 experimentos independientes),
GHSR-mCherry y GFP soluble (Control Negativo I, n = 6 experimentos independientes), GHSR-
mCherry y GHSR-GFP (Control Positivo, n = 4 experimentos independientes) o GHSR-mCherry
y D2R-GFP (Condicién Experimental, n = 4 experimentos independientes) (izquierda). La linea
punteada en los histogramas representa la sefial adquirida en células HEK293T sin transfectar.
El area total de la senal adquirida se muestra coloreada en gris claro mientras que el area de alta
sefial mCherry se muestra coloreada de gris oscuro. Las barras representan la media y el EEM
de la proporcion del area de la poblacién de alta sefial mCherry respecto del area total del
histograma para las cuatro condiciones experimentales (derecha). La significancia estadistica fue

evaluada por test de ANOVA y post test de Dunnett (versus Control Negativo |).
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Otra forma de estudiar la interaccion entre GPCRs, es evaluar la cointernalizacion de los dos
receptores estimulando la internalizacion de uno de ellos por algun procedimiento bien
establecido, generalmente exponiéndolo a su agonista a altas concentraciones o por tiempos
prolongados (Hillion et al., 2002; Evans et al., 2010; Schellekens et al., 2013). Para GHSR
sabemos que la unién de ghrelina estimula su internalizacion, asi que aqui usamos este agonista
para ensayar la cointernalizacion de D2R y GHSR. Para esto, transfectamos células HEK293T
con los plasmidos que codifican para D2R-GFP, GHSR-mOrange o ambos receptores (igual
cantidad de ADNc que usamos en los experimentos de patch clamp) preincubando con 0,5 uM
de ghrelina durante 15 minutos. En estas condiciones determinamos la relacién entre la sefial de
fluorescencia citoplasmatica y la fluorescencia en la membrana plasmatica de D2R-GFP y
GHSR-mOrange. Como control negativo primero determinamos que la preincubacion con
ghrelina no modifique la cantidad de D2R en la membrana plasmatica en la condiciéon que
expresa solo el D2R-GFP (figura 8, Condicion a). Como control positivo confirmamos que en
células que solo expresan GHSR-mOrange la aplicacion de ghrelina produce un aumento de la
sefal de GHSR-mOrange en el interior celular (figura 8, Condicion b). En la condicion en la que
se coexpresan D2R-GFP y GHSR-mOrange observamos que la preincubacion con ghrelina
produce un aumento significativo de GHSR-mOrange en el interior celular mientras que el
aumento de la senal de D2R-GFP en el interior celular no llega a ser significativo, aunque el valor
de p apenas mayor que 0,05 (P = 0,0518) (figura 8, Condicion c). Ademas, sin hacer una
comparacion estadistica detallada podemos observar que los valores de la fluorescencia interna
de D2R-GFP en ausencia de ghrelina para la condicion que solo expresa D2R-GFP y la que
expresa ambos receptores observamos que es mayor cuando se coexpresa GHSR-mOrange y
lo mismo ocurre para GHSR-mOrange. Esta observacion esta de acuerdo con un reporte previo
(Schellekens et al., 2013) que muestra que la heterodimerizacién de GPCRs es suficiente para
modificar el patréon de expresién de los GPCRs, aumentando la proporcion de los mismos en el
interior celular. En cuanto a la cointernalizacion, si bien el resultado estadistico no nos permite

aseverarlo, podemos decir que existe una tendencia a que D2R cointernalice con GHSR.
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Figura 8. La coexpresion de D2R-GFP y de GHSR-mOrange cambia la distribuciéon de
ambos receptores en presencia de ghrelina. Microfotografias representativas (arriba) y barras
(abajo) que representan la media y el EEM de la relacién de fluorescencia en el citoplasma y la
fluorescencia del D2R-GFP y GHSR-mOrange en la membrana plasmatica en presencia o
ausencia de 0,5 uM de ghrelina en células HEK293T transfectadas con Cav2.2, CayBs Cava20+
y D2R-GFP ( sin ghrelina n = 25 y con ghrelina, +Ghre, n = 26), o GHSR-mOrange (sin ghrelina
n =43 y con ghrelina, +Ghre, n = 19) o D2R-GFP y GHSR-mOQOrange (sin ghrelina n = 51 y con
ghrelina, +Ghre, n = 32). Las escalas representan 10 um. Las significancias estadisticas se

evaluaron por test t de Student.

2.2. Estudiar el impacto de la coexpresion de D2R y GHSR sobre la modulaciéon de
los canales Cav2.2 por la actividad dependiente de agonista de cada uno de los

receptores (Objetivo 3)

Una vez confirmada la interaccion entre D2R y GHSR en nuestro sistema procedimos a
estudiar la actividad evocada por agonistas de D2R y de GHSR sobre los corrientes de calcio
Cav2.2. Comenzamos estudiando el efecto de la actividad evocada por ghrelina sobre las
corrientes Cay2.2 mediante experimentos de patch clamp en células HEK293T transfectadas con
el Cay2.2 y GHSR o Cayv2.2, GHSR y D2R, utilizando relaciones molares GPCR:Cayv2.2 = 0,1
que, como mencionamos previamente, no modifican las corrientes basales por la actividad
constitutiva de GHSR (Lopez Soto et al., 2015). Evaluamos el efecto de 0,5 uM de ghrelina (Lopez
Soto et al., 2015) y calculamos el porcentaje de inhibicién producido por la aplicacién aguda de
ghrelina en las distintas condiciones experimentales. Como se observa en la figura 9 la

coexpresion de D2R no modifica el porcentaje de inhibicidon de la corriente Cav2.2 por ghrelina.
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Figura 9. La coexpresion de D2R no modifica la inhibicién de la corriente Cayv2.2 por la
actividad de GHSR dependiente de ghrelina. A. Trazos representativos (arriba) de las
corrientes de calcio Cav2.2 (Icav2.2) normalizadas por el méximo de corriente en células HEK293T
transfectadas con Cav2.2 y GHSR (+GHSR, n =7) o Cav2.2, GHSR y D2R (+D2R +GHSR, n=
13) antes y después de la aplicacion de ghrelina (0,5 uM, +Ghre). Las barras representan la
media y el EEM del porcentaje de inhibicion de la Icav2.2 (abajo). La significancia estadistica fue
evaluada por test t de Student. B. Cursos temporales representativos de las corrientes Cay2.2
durante la aplicacion de ghrelina en las condiciones experimentales +GHSR (arriba) y +D2R
+GHSR (abajo)

Luego ensayamos el efecto de 10 uM de dopamina sobre las corrientes Cayv2.2 en células
expresando D2R o coexpresando D2R y GHSR en las mismas condiciones utilizadas para el
ensayo con ghrelina. En este experimento encontramos que en células coexpresando GHSR la
inhibicion de las corrientes Cay2.2 por la aplicacion aguda de dopamina es menor (figura 10). A
continuacion, comenzamos a indagar en las propiedades de GHSR que interfieren con el efecto
de dopamina/D2R sobre las corrientes Cayv2.2 y evaluamos el requerimiento de la actividad
constitutiva de GHSR. Para esto usamos dos maniobras: preincubamos las células con el
agonista inverso de GHSR, SPA, y reemplazamos a GHSR por el mutante A204E (Lopez Soto

et al., 2015). La preincubacién de las células que coexpresan D2R y GHSR con el agonista
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inverso por 20 horas y la coexpresion de A204E reestablecieron los niveles de inhibicion de la
corriente a los valores control (condicion +D2R). Estos resultados sugieren que la actividad
constitutiva de GHSR es necesaria para que la coexpresiéon de este receptor con D2R logre

reducir la inhibicion de las corrientes Cayv2.2 por dopamina.
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Figura 10. La coexpresion de GHSR reduce la inhibiciéon de las corrientes Cay2.2 por la
activacion de D2R mediada por dopamina en forma dependiente de su actividad
constitutiva. A. Trazos representativos (arriba) de las corrientes de calcio Cav2.2 (lcavz.2)
normalizadas por el maximo de corriente en células HEK293T transfectadas con Cav2.2 y D2R
(+D2R, n = 17), Cav2.2, D2R y GHSR preincubadas (+D2R +GHSR +SPA, n = 4) o no (+D2R
+GHSR, n=11) con SPA (1 uM) o Cav2.2, D2R y A204E (+D2R +A204E, n =8) antes y después
de la aplicacion de dopamina (10 uM, +Dopa). Las barras representan la media y el EEM del
porcentaje de inhibicién de Icav22 (abajo). La significancia estadistica fue evaluada por Kruskal-
Wallis y post test de Dunn (versus +D2R, P = 0,7231 para +D2R +GHSR +SPA y P > 0,9999
para +D2R +A204E). B. Cursos temporales representativos de las corrientes Cay2.2 durante la

aplicacion de dopamina en todas las condiciones experimentales.

A continuacién, exploramos si el efecto de GHSR sobre la inhibicion de las corrientes por
dopamina/D2R se debe a una reduccion en la afinidad de dopamina por D2R o a una menor
eficacia de dopamina para inhibir las corrientes. Para esto realizamos curvas dosis-respuesta a
dopamina en células HEK293T cotransfectadas con Cav2.2 y D2R o Cay2.2, D2R y GHSR.
Encontramos que la coexpresion de GHSR reduce significativamente el porcentaje maximo de

inhibicion de las corrientes de calcio (figura 11) mientras que los valores de ECso obtenidos
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fueron similares a los valores de Kp reportados para la union de la dopamina al D2R (Gingrich &
Caron, 1993). Este resultado nos indica que la coexpresion de GHSR reduce la eficacia de
dopamina para inhibir las corrientes Cay2.2 cuando se une a D2R. En este experimento también
estudiamos la condicién expresando los dos receptores preincubada 20 horas con SPA y
encontramos que en estas células la eficacia de dopamina para inhibir las corrientes de calcio

Cav2.2 se recupera a valores control (+D2R).
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Figura 11. La coexpresion de GHSR con D2R reduce la eficacia de dopamina para inhibir
las corrientes Cay2.2. Curvas dosis-respuesta para el porcentaje de inhibicion de las corrientes
Cav2.2 por dopamina (concentraciones de 0,01 a 1000 uM) en células HEK293T transfectadas
con Cav2.2 y D2R (cuadrados)o Cav2.2, D2R y GHSR (circulos) preincubadas o no con SPA (1
UM, +SPA). Los simbolos representan la media y el EEM del porcentaje de inhibicion de las
corrientes de calcio y las lineas, el ajuste con la ecuacion de Hill. Los n de cada condicion son:
89 para +D2R, 48 para +D2R +GHSR y 28 para +D2R +GHSR +SPA (con un rango de 3 a 25
para cada concentracion). EI maximo de inhibicion por dopamina en la condicion +D2R +GHSR
(intervalo de confianza de 99% = 24,65 a 41,22) es significativamente diferente de la condicion
+D2R (intervalo de confianza de 99% = 44,30 a 53,16) y de la condicion +D2R +GHSR +SPA
(intervalo de confianza de 99% = 42,26 a 72,88).

Previamente se establecié que la coexpresién de GHSR cambia la via de sefalizacion de D2R
activada por dopamina de Gi/o a una via acoplada a Gq que provoca la activacién de PLC y el

consecuente aumento de calcio citoplasmatico desde reservas intracelulares (Kern et al., 2012).
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En base a esto decidimos investigar la participacion de la proteina Gq en el efecto de dopamina
sobre las corrientes Cay2.2. Para esto, cotransfectamos células HEK293T con Cayv2.2 y D2R
como control y con Cay2.2, D2R y GHSR agregando o no el plasmido que codifica para el
dominante negativo de la proteina Gq (Gg DN) que evita la activacién de esta proteina G sin
modificar el estado conformacional de los GPCRs (Lauckner et al., 2005). Observamos que la
expresion de Gq DN no modificéd el porcentaje de inhibicion de las corrientes por dopamina en
células que expresan D2R (figura 12). Por otro lado, cuando la actividad de la proteina Gq fue
ocluida en presencia de ambos receptores la inhibicion de las corrientes de calcio se recuperé a
valores similares al control (+D2R). Por lo tanto, podemos concluir que la disminucion del efecto
de dopamina sobre las corrientes de calcio Cav2.2 en células coexpresando D2R y GHSR

involucra un mecanismo que requiere de la activacion de la proteina Gq.
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Figura 12. La coexpresion de GHSR reduce la inhibicién de las corrientes Cayv2.2 por la
activacion de D2R mediada por dopamina en forma dependiente de la proteina Gq. A.
Trazos representativos (arriba) de las corrientes de calcio Cav2.2 (icav22) normalizadas por el
maximo de corriente en células HEK293T cotransfectadas con Cay2.2 y D2R (+D2R, n = 6),
Cav2.2, D2R y GHSR (+D2R +GHSR, n=7), Cav2.2, D2R y el dominante negativo de la proteina
Gq (Gq DN) (+D2R +Gq DN, n = 11) o Cav2.2, D2R, GHSR y Gq DN (+D2R +GHSR +Gq DN, n
=11) antes y después de la aplicacién de dopamina (10 uM, +Dopa). Las barras representan la
media y el EEM del porcentaje de inhibicion de Icav22 (abajo). La significancia estadistica fue
evaluada por Kruskal-Wallis y post test de Dunn (versus +D2R, P > 0,9999 para +D2R +Gq DN
y para +D2R +GHSR +Gq DN). B. Cursos temporales representativos de las corrientes Cav2.2
durante la aplicacion de dopamina en todas las condiciones experimentales.
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Luego indagamos respecto de la especificidad de GHSR en el efecto de dopamina para inhibir
las corrientes Cay2.2. En particular ensayamos si la coexpresion de otro GPCR acoplado a Gq
es suficiente para modificar la actividad evocada por dopamina de D2R sobre las corrientes de
calcio. Para esto utilizamos el receptor de angiotensina Il tipo 1 (AT1R) que al ser activado por
su agonista angiotensina Il inhibe de forma aguda las corrientes de calcio Cayv2.2 (Yamada et al.,
2002). Cotransfectamos células HEK293T con Cav2.2 y D2R o Cav2.2, D2R y AT1R, registramos
las corrientes Cay2.2 aplicando 10 uM de dopamina. Antes ensayamos la funcionalidad de AT1R
en nuestro sistema experimental ya que se ha informado que Cayv2.2 es sensible a la activacion
de AT1R por angiotensina Il. Cotransfectamos células con Cayv2.2 y AT1R y aplicamos 1 yM de
angiotensina |l sobre las corrientes de calcio Cav2.2 observando una disminucién de ~30%
(figura 13A). Luego de demostrar que AT1R era funcional en nuestro sistema experimental
reemplazamos GHSR por AT1R en células expresando D2R y Cay2.2 y no observamos cambios
en la inhibicion de la corriente Cayv2.2 por dopamina (figura 13B) Nuestros resultados indican
entonces que el efecto reducido de dopamina sobre las corrientes Cay2.2 provocado por la
coexpresion de GHSR es especifico para este receptor.
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Figura 13. La coexpresion de AT1R y D2R no modifica la inhibicién de las corrientes Cay2.2
por dopamina. A. Curso temporal y trazos representativos de las corrientes de calcio Cay2.2
(lcav22) normalizadas por el maximo de corriente en células HEK293T cotransfectadas con
Cav2.2 y AT1R (+AT1R, n = 3) antes y después de la aplicacion de Angiotensina Il (1 uM, +At Il).

La barra representa la media y el EEM del porcentaje de inhibicién de Icav22. La significancia
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estadistica fue evaluada por el test t de Student (versus cero). B. Trazos representativos
(izquierda arriba) de las corrientes de calcio Cay2.2 (Icav22) normalizadas por el maximo de
corriente en células HEK293T cotransfectadas con Cav2.2 y D2R (+D2R, n = 4) o Cav2.2, D2R y
AT1R (+D2R +AT1R, n= 3) antes y después de la aplicacion de dopamina (10 uM, +Dopa). Las
barras representan la media y el EEM del porcentaje de inhibicion de Icav2.2 (izquierda abajo). La
significancia estadistica fue evaluada por el test t de Student. Cursos temporales representativos
de las corrientes Cay2.2 durante la aplicacibn de dopamina en las dos condiciones

experimentales (derecha).

Kern et al. demostraron que el dimero GBy participa de la cascada de sefializacion que
produce la liberacidn de calcio de reticulo por dopamina cuando D2R se coexpresa con GHSR
(Kern et al., 2012). En base a este antecedente nosotros estudiamos si se requiere Gy para
observar la reduccion del efecto de dopamina sobre Cay2.2 cuando coexpresamos D2R y GHSR.
Para esto utilizamos un plasmido que codifica para MAS-GRK2-ct, un péptido buffer de GBy que
lo secuestra y evita que cumpla su funcién al liberarse de la proteina Ga (Kammermeier & lkeda,
1999; Raingo et al., 2007). Asi, comparamos el efecto de dopamina sobre las corrientes Cay2.2
en células HEK293T cotransfectadas con Cay2.2 y D2R o Cay2.2, D2R y GHSR agregando o no
el plasmido que codifica para MAS-GRK2-ct. Nuestros resultados de la figura 14 indican que la
inhibicion de las corrientes Cayv2.2 por dopamina disminuy6 significativamente en presencia de
MAS-GRK2-ct en células que solo expresan el canal y D2R, similar a lo reportado previamente
(Kisilevsky & Zamponi, 2008). Por otro lado en la condicion coexpresando D2R y GHSR la
inhibicion fue menor que en la condicidon expresando solo canal y D2R. Sorprendentemente MAS-
GRK2-ct no modifica la inhibicion por dopamina cuando ambos receptores estan coexpresados,
lo que nos permite concluir que en presencia de GHSR la inhibicidn de las corrientes Cay2.2 por

dopamina es independiente de Gy.
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Figura 14. La inhibicién de las corrientes Cay2.2 por dopamina en células coexpresando
D2R y GHSR es independiente de GBy. A. Trazos representativos (arriba) de las corrientes de
calcio Cay2.2 normalizadas por el maximo de corriente (lcav22) en células HEK293T
cotransfectadas con Cav2.2 y D2R (+D2R, n = 11), Cav2.2, D2R y GHSR (+D2R +GHSR, n= 13),
Cav2.2, D2R y MAS-GRK2-ct, un inhibidor de GBy (+D2R +MAS-GRK2-ct, n = 13)o Cav2.2, D2R,
GHSR y MAS-GRK2-ct (+D2R +GHSR +MAS-GRK2-ct, n = 8) antes y después de la aplicacion
de dopamina (10 uM, +Dopa). Las barras representan la media y el EEM del porcentaje de
inhibicion de Icav22 (abajo). La significancia estadistica fue evaluada por ANOVA de una via y
post test de Turkey (otros valores de P que no se muestran en la figura son: para +D2R +GHSR
vs +D2R +MAS-GRK2-ct P = 0,0290 y para +D2R +MAS-GRK2-ct versus +D2R +GHSR +MAS-
GRK2-ct P = 0,2066). B. Cursos temporales representativos de las corrientes Cav2.2 durante la

aplicacion de dopamina en todas las condiciones.

2.3. Estudiar el impacto de la coexpresion de D2R y GHSR sobre las corrientes

basales de los canales Cav2.2 (Objetivo 4)

Para estudiar como se afectan las corrientes basales de Cay2.2 en presencia de D2R y GHSR
decidimos evaluar dos relaciones molares de GPCR:Cay2.2= 0,1 y 0,5. Tomamos esta decision
ya que los efectos basales podrian depender de la actividad constitutiva de los receptores y al
cambiar el nivel de expresion modificariamos el efecto de las vias implicadas. El primer paso
para realizar estos experimentos fue evaluar la expresion de los receptores unidos a proteinas

fluorescentes mediante microscopia y corroborar que un aumento de la cantidad de plasmido
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utilizado en las mezclas de transfeccion se reflejara en un aumento de la senal de fluorescencia
en la membrana plasmatica de las células HEK293T. Utilizando un sistema experimental similar
al de la figura 8 estudiamos primero como se modifica la cantidad de fluorescencia D2R-GFP en
la membrana plasmatica de células cotransfectadas con Cay2.2 y D2R-GFP en las relaciones
molares GPCR:Cay2.2 = 0,1 y 0,5 (figura 15) y observamos que, como era de esperarse, al
aumentar la cantidad de D2R-GFP aumentdé la fluorescencia. Repetimos este ensayo para
Cav2.2 y GHSR-mOrange, y observamos nuevamente que al incrementar la cantidad de ADNc
de GHSR-mOrange aumenta la sefial fluorescente en la superficie celular. Luego
cotransfectamos células con Cav2.2, D2R-GFP y GHSR-mOrange en las relaciones molares
GPCR:Cay2.2 = 0,5 y 0,1. Como se puede observar en la figura 15 el aumento de la
fluorescencia para cada receptor en la membrana plasmatica no se afecta por la coexpresion del
otro GPCR.
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Figura 15. La senfal de fluorescencia de D2R-GFP y GHSR-mOrange en la membrana
plasmatica aumenta con la cantidad de ADNCc transfectado. Las barras representan la media
y el EEM de la senal fluorescente de D2R-GFP y de GHSR-mOrange en la membrana plasmatica
(MP) de células HEK293T cotransfectadas con Cav2.2 y D2R-GFP y/o GHSR-mOrange en las
relaciones molares GPCR:Cav2.2=0,100,5. (D2R-GFP 0,1n =24y 0,5n= 28 GHSR-mOrange
0,17n=34y0,5n=430D2R-GFP y GHSR-mQOrange 0,1 n =49y 0,5 n = 65). Las significancias

estadisticas fueron evaluadas por test t de Student.

Una vez establecidos estos controles procedimos a estudiar el efecto de la coexpresién de
D2R y GHSR sobre las corrientes de calcio basales. Para esto transfectamos células HEK293T
con Cayv2.2, Cav2.2 y D2R, Cay2.2 y GHSR o Cay2.2, D2R y GHSR. Los receptores se
transfectaron en las relaciones molares GPCR:Cay2.2 = 0,1 y 0,5. Comparamos los niveles de

corrientes Cav2.2 basales y observamos que las condiciones coexpresando D2R y GHSR
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sufrieron una disminucion significativa de las corrientes basales Cayv2.2 (figura 16), siendo el
efecto mas pronunciado en las células que expresaban los receptores en la relacion molar
GPCR:Cay2.2 = 0,5. En las células que expresaban solo el D2R o el GHSR, no observamos
cambios significativos en los niveles de corrientes Cav2.2 respecto de la condicion expresando
solo Cav2.2. Sin embargo, la condicion expresando solo GHSR, muestra una tendencia de las
corrientes de calcio a disminuir, en concordancia con el efecto esperado para la actividad
constitutiva de GHSR sobre este canal (Lopez Soto et al., 2015). Por otro lado, en la condicion
expresando solo D2R con el Cav2.2, observamos que a niveles bajos de expresion la corriente
basal tiende a ser mayor que en control (en forma similar a lo mencionado para D1R, figura 4),
mientras que a niveles altos de expresion la tendencia se revierte. Este efecto dual no significativo
de la expresiéon de D2R sobre las corrientes Cay2.2 esta en concordancia con datos previos que
reportan que la expresion del D2R aumenta la cantidad de Cay2.2 en la membrana plasmatica
(Kisilevsky & Zamponi, 2008). En conclusion, este experimento indica que la coexpresién de D2R
y GHSR modula negativamente la corriente basal de Cay2.2 en forma dependiente del nivel de
expresion de los GPCRs.
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Figura 16. La coexpresion de D2R y GHSR reduce las corrientes basales Cav2.2. Trazos
representativos (arriba) de las corrientes de calcio Cav2.2 (lcav22) en células HEK293T
cotransfectadas con Cav2.2 (Control, n = 86), Cav2.2 y D2R, Cav2.2 y GHSR o Cav2.2, D2R y
GHSR en las relaciones molares GPCR:Cav2.2 = 0,1 (+D2R, n = 36; +GHSR, n = 22; +D2R
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+GHSR, n = 32) y 0,6 (+D2R, n = 41; +GHSR, n = 14; +D2R +GHSR, n = 53). Las barras
representan la media y el EEM de las corrientes de calcio Icav2.2 para cada condicion (abajo). La
significancia estadistica fue evaluada por Kruskal-Wallis y post test de Dunn (versus Control)
(otros valores de P no mostrados en la figura son: P = 0,7926 para +D2R 0,1, P > 0,9999 para
+GHSR 0,1, P =0,5911 para +D2R 0,5 y P = 0,4655 para +GHSR 0,5).

De manera similar a lo encontrado para la coexpresion de D1R y GHSR decidimos aqui
evaluar si la disminucion de las corrientes basales de Cav2.2 en presencia de D2R y GHSR
depende de la actividad constitutiva de GHSR. Para esto, ensayamos el efecto de la
preincubacion con SPA y del reemplazo de GHSR por A204E (Pantel et al., 2006; Inoue et al.,
2011; Lopez Soto et al., 2015; Martinez Damonte et al., 2018). En la figura 17 se observa que
en las condiciones coexpresando D2R y GHSR preincubada con SPA o D2R y A204E las
corrientes Cay2.2 no son diferentes de la condicidon que solo expresa D2R. Estos resultados
sugieren que la actividad constitutiva de GHSR es necesaria para la reduccion de las corrientes

basales por la coexpresién de D2R y GHSR.
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Figura 17. La disminucion de las corrientes Cay2.2 por la coexpresion de D2R y GHSR
depende de la actividad constitutiva de GHSR. Trazos representativos (arriba) de las

corrientes de calcio Cav2.2 (lcav22) en células HEK293T cotransfectadas con Cay2.2 y D2R
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(+D2R, n = 51), Cav2.2, D2R y GHSR (+D2R +GHSR, n = 34), Cav2.2, D2R y GHSR
preincubadas con 1 yM de SPA (+D2R +GHSR +SPA, n = 17) o Cay2.2, D2R y A204E (+D2R
+A204E, n = 60). Las barras representan la media y el EEM de las Icav2.2 para cada condicion
(abajo). La significancia estadistica fue evaluada por Kruskal-Wallis y post test de Dunn (versus
+D2R).

A continuacion, indagamos sobre la participacion de Gq en la disminucién de la corriente basal
por la coexpresion de D2R y GHSR. En forma analoga a los experimentos de la seccién anterior
(figura 12) utilizamos el plasmido de expresion que contiene el ADNc del dominante negativo de
la proteina Gq (Gq DN). Cotransfectamos células HEK293T con Cav2.2 y D2R o Cav2.2, D2R y
GHSR con y sin Gq DN y registramos las corrientes de calcio tipo Cav2.2. Encontramos que en
presencia de D2R, GHSR y Gq DN la corriente basal recupera los valores de la condicién control
indicando que la proteina Gqg se encuentra involucrada en la disminucion de las corrientes
basales Cav2.2 (figura 18).
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Figura 18. La disminucién de las corrientes Cayv2.2 por la coexpresion de D2R y GHSR
depende de la proteina Gq. Trazos representativos (arriba) de las corrientes de calcio Cay2.2
(Icav2.2) en células HEK293T cotransfectadas con Cav2.2 y D2R (+D2R, n = 48), Cav2.2, D2R y
GHSR (+D2R +GHSR, n = 30), Cav2.2, D2R y un dominante negativo de la proteina Gq (Gq DN)
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(+D2R +Gq DN, n = 31) o Cav2.2, D2R, GHSR y Gq DN (+D2R +GHSR +Gq DN, n = 49). Las
barras representan la media y el EEM de las Icav22 para cada condicion (abajo). La significancia
estadistica fue evaluada por Kruskal-Wallis y post test de Dunn (versus +D2R).

Por otro lado, también indagamos en la especificidad de GHSR para reducir la corriente basal
de Cay2.2 al coexpresarse con D2R utilizando, al igual que en la figura 13, AT1R. Medimos las
corrientes basales Cav2.2 en células HEK293T expresando Cav2.2 (Control), Cav2.2 y D2R,
Cav2.2 y AT1R o Cayv2.2, D2R y AT1R. Encontramos que la coexpresion de AT1R no modifica
las corrientes basales de calcio Cay2.2 en presencia o ausencia de D2R (figura 19) indicando
que el efecto basal observado para GHSR es especifico.
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Figura 19. La coexpresion de D2R y AT1R no modifica las corrientes basales de calcio
Cav2.2. Trazos representativos (arriba) de las corrientes de calcio Cav2.2 (Icav22) en células
HEK293T cotransfectadas con Cay2.2 (Control, n = 6), Cav2.2 y D2R (+D2R, n = 11), Cay2.2 y
ATIR (+AT1R, n=8) 0 Cav2.2, D2R y AT1R (+D2R +AT1R, n = 18). Las barras representan la
media y el EEM de las Icav22 para cada condicion (abajo). La significancia estadistica fue
evaluada por Kruskal-Wallis y post test de Dunn (versus Control).

Posteriormente evaluamos la participacion de GBy en la reduccién de las corrientes basales
de calcio usando el buffer del péptido GBy, MAS-GRK2-ct. Cotransfectamos células HEK293T
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con Cav2.2 y D2R, Cav2.2, D2R y GHSR, Cav2.2, D2R y MAS-GRK2-ct 0 Cav2.2, D2R, GHSR y
MAS-GRK2-ct. Los resultados mostrados en la figura 20 indican que logramos reproducir la
reduccion de la corriente basal Cay2.2 por la coexpresion de D2R y GHSR y que el bloqueo de
la actividad del dimero Gy evita esta reduccién, ya que los niveles de corriente son iguales a
los de la condicién expresando solo D2R.
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Figura 20. La disminucién de las corrientes Cav2.2 por la coexpresion de D2R y GHSR
depende de la proteina GBy. Trazos representativos (arriba) de las corrientes de calcio Cav2.2
(Icav2.2) en células HEK293T cotransfectadas con Cav2.2 y D2R (+D2R, n = 32), Cay2.2, D2R y
GHSR (+D2R +GHSR, n = 24), Cav2.2, D2R y un péptido buffer de GBy, MAS-GRK2-ct (+D2R,
n = 32) o Cav2.2, D2R, GHSR y MAS-GRK2-ct (+D2R +GHSR +MAS-GRK2-ct, n = 58). Las
barras representan la media y el EEM de las Icav2.2 para cada condicién (abajo). La significancia
estadistica fue evaluada por Kruskal-Wallis y post test de Dunn (versus +D2R).

Un trabajo previo de Evans et al. (Evans et al., 2010) demuestra que la heterodimerizacion
del receptor de nociceptina (opioid receptor-like 1, ORL1) con receptores opioides clasicos
reduce la inhibicion aguda del agonista de ORL1, nociceptina, sobre las corrientes Cav2.2 debido
a la presencia de una inhibicion ténica dependiente de GBy y del voltaje. Aqui nos propusimos

estudiar si la coexpresion de D2R y GHSR produce también una inhibicién ténica dependiente
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de Gy y el voltaje. Para esto utilizamos el mismo protocolo detallado en Evans et al. (Evans et
al., 2010) que consiste en dos pulsos despolarizantes a +10 mV (l4 e |2) separados por 200 ms y
un prepulso despolarizante a 150 mV antes del segundo pulso a +10 mV (l2). El prepulso se
aplica para liberar la union de GBy a Cayv2.2. De este modo es esperable un aumento de la
corriente de calcio en el segundo pulso a +10 mV en caso de que exista una inhibicién ténica
dependiente de GRy. Al aplicar este protocolo en condicion control (solo Cay2.2) observamos
que las corrientes de calcio en el segundo pulso (l2) eran menores que en el primer pulso (I1)
(figura 21). Exploramos si esta reduccién inesperada para el control en |, se debia a la aplicacion
del prepulso despolarizante eliminandolo del protocolo. A pesar de la eliminacion del prepulso,
las corrientes I, no recuperaron los niveles de |4, lo que nos indicd que los 200 ms entre |1 e |2
son insuficientes para la recuperacién de los canales desde el estado inactivado (Thaler et al.,
2004). Cuantificamos estos cambios de la corriente control entre ambos pulsos calculando la

relacion Io/14.
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Figura 21. Pulsos despolarizantes de 150 mV producen la disminucién de las corrientes
Cav2.2 basales en condiciones control. Trazos representativos (izquierda) de las corrientes de
calcio Cav2.2 (lcav22) evocadas por dos pulsos a +10 mV (I; e I;) con y sin un prepulso
despolarizante de +150 mV en células HEK293T transfectadas con Cay2.2 (n = 11) normalizadas
por el maximo de corriente 11. Las barras representan la media y el EEM de la relacion 12/1; en
presencia (+PP) o ausencia (-PP) del prepulso despolarizante de +150 mV (derecha). La

significancia estadistica fue evaluada por test t de Student.

Una vez establecido el cambio de la disminucion de las corrientes Cav2.2 por la aplicacion del
protocolo propuesto por (Evans et al., 2010), realizamos el experimento en las condiciones
experimentales de interés y calculamos la relacién |2/I1 para las corrientes de células expresando
Cay2.2 solo, D2R, GHSR o D2R y GHSR. En células coexpresando Cayv2.2 y GHSR no
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observamos diferencia en la relacion l2/l1 respecto de la condicion control. En contraste en células
coexpresando Cav2.2 y D2R observamos que la diferencia entre las corrientes en Iz e |1 que
describimos para la condicion control desaparece, € inclusive existe una clara facilitacién en
algunas células, siendo el valor medio de la relacién I2/l1 cercano a 1 (figura 22A) mientras que
este valor vuelve a ser menor a 1 en células coexpresando los dos GPCRs. Este resultado es
contrario a lo observado en el trabajo de Evans, ya que la coexpresion de D2R y GHSR estaria
ocluyendo la inhibicidn tonica de las corrientes por D2R. Para confirmar que esta inhibicion tonica
producida por D2R se debe a Gy, repetimos el experimento de la figura 22A en presencia de
MAS-GRK2-ct y encontramos que esta maniobra elimina la inhibicion tonica de las corrientes
Cayv2.2 por D2R (figura 22B). Una posible explicacion de estos resultados es que el D2R posea
actividad independiente de dopamina y que sefalice basalmente via GBy provocando la
inhibicion ténica dependiente de voltaje de las corrientes de calcio. Podemos decir también que
al estar presente GHSR, esta inhibicion basal se perderia, en concordancia con los otros efectos
encontrados aqui mostrando que cuando ambos GPCRs estan presentes GRy pierde la

capacidad de funcionar en las vias activadas por D2R.
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Figura 22. La coexpresion de D2R inhibe ténicamente via GBy a los canales Cav2.2 y esta
inhibicion se pierde en presencia de GHSR. A. Trazos representativos (izquierda) de las
corrientes de calcio Cav2.2 (Icav22) evocadas por dos pulsos a +10 mV (I e I2) con un prepulso

despolarizante a +150 mV normalizadas por el maximo de corriente |1 en células HEK293T
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cotransfectadas con Cav2.2 (Control, n = 14), Cay2.2 y D2R (+D2R, n = 12), Cav2.2 y GHSR
(+GHSR, n = 10) o Cay2.2, D2R y GHSR (+D2R +GHSR, n = 11). Las barras representan la
media y el EEM de la relacion 12/l; para cada condicion (derecha). La significancia estadistica fue
evaluada por test de ANOVA de una via y post test de Dunnett (versus Control, otros valores de
P no incluidos en la figura son P = 0,8096 para +GHSR y P = 0,9865 para +D2R +GHSR). B.
Trazos representativos (izquierda) de las corrientes de calcio Cav2.2 (Icav22) evocadas por el
mismo protocolo que en A en células HEK293T cotransfectadas con Cay2.2 (Control, n = 18),
Cav2.2 y D2R (+D2R, n = 11), Cav2.2 y GHSR (+GHSR, n = 5) o Cav2.2, D2R y GHSR (+D2R
+GHSR, n = 4), todas con el agregado del inhibidor de GBy MAS-GRK2-ct. Las barras
representan la media y el EEM de la relacion I/l para cada condicion (derecha). La significancia
estadistica fue evaluada por Kruskal-Wallis y post test de Dunn (versus Control, otros valores de
P no incluidos en la figura son P > 0,9999 para +D2R, P = 0,3880 para +GHSR y P > 0,9999 para
+D2R +GHSR.

2.4. Estudiar el impacto de la coexpresion del D2R y el GHSR sobre las corrientes de

calcio nativas de neuronas embrionarias hipotalamicas

Los experimentos mostrados hasta aqui sugieren que la interaccion de D2R y GHSR podria
ejercer efectos importantes en las neuronas que coexpresen estos GPCRs. Para explorar esta
posibilidad en un contexto mas fisiolégico decidimos utilizar como modelo experimental cultivos
neuronales de embriones de ratones salvajes (E15-E17). Utilizamos como tejido el hipotalamo
donde Kern et al. demostraron que existen neuronas que coexpresan D2R y GHSR (Kern et al.,
2012). Estudiamos el efecto de agonistas especificos de D2R (quinpirole 10 uM) y de GHSR
(ghrelina 0,5 uM) sobre las corrientes de calcio nativas activadas por voltaje. Para esto utilizamos
bario como ion permeante para amplificar el tamafo de las corrientes nativas. En nuestros
experimentos encontramos que los porcentajes de inhibicién de las Cay abarcaban un rango de
valores amplio (figura 23). Al analizar si existia una correlacion entre los valores de inhibiciéon
por ambos agonistas observamos que las corrientes Cayv que presentaron alta inhibicion por
quinpirole mostraron una baja inhibicion por ghrelina (ejemplo a, figura 23) e inversamente, las
corrientes Cav muy inhibidas por ghrelina, mostraron menor respuesta a quinpirole (ejemplo b,
figura 23). Para cuantificar esta observacién calculamos el coeficiente de correlacién de
Spearman entre el porcentaje de inhibicion de las corrientes Cayv por quinpirole y por ghrelina y

encontramos una correlacion inversa entre los mismos. Este resultado nos indica que en
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neuronas del hipotalamo el efecto sobre las corrientes de calcio de cada receptor estaria

influenciado por la presencia del otro.
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Figura 23. Los porcentajes de inhibiciéon por quinpirole y ghrelina de las corrientes Cay
nativas de neuronas hipotalamicas correlacionan inversamente. Correlaciéon entre los
porcentajes de inhibicion de las corrientes Cav de bario (Igs) por quinpirole y ghrelina (izquierda).
Se muestra el coeficiente de correlacion de Spearman (r) y el valor P de la misma. La linea
representa el mejor ajuste lineal de los datos experimentales (r? = 0,6615, pendiente = -0,7633,
P =0,0141 versus cero). Trazos representativos (centro) de las corrientes Iz, antes y después de
la aplicacion de quinpirole (10 uM, +Quin) y ghrelina (0,5 uM, +Ghre) de las neuronas
presentadas como a y b en el grafico de correlacién entre los porcentajes de inhibicion. Curso
temporal de las corrientes de bario (derecha) obtenidas luego de la aplicacion de quinpirole

(+Quin), ghrelina (+Ghre) y el posterior lavado de los agonistas para la neurona b.

Luego estudiamos este efecto de manera mas controlada sobreexpresando D2R y GHSR en
cultivos de neuronas hipotalamicas para obtener una poblacion mas homogénea de neuronas
expresando un GPCR especifico o0 ambos. Para esto utilizamos un sistema de transduccion
lentiviral de alta eficiencia. Registramos las corrientes de calcio neuronales y evaluamos el efecto
de quinpirole y ghrelina en los cultivos sobreexpresando D2R, GHSR o ambos GPCRs. El efecto
inhibitorio de ghrelina fue mayor en neuronas que sobreexpresan GHSR que en las que
sobreexpresan D2R (figura 24A). En neuronas sobreexpresando ambos receptores la inhibicion
por ghrelina no fue significativamente diferente a la de la condicién s6lo sobreexpresando GHSR.
En forma analoga el efecto de quinpirole fue mayor en neuronas que solo expresaban D2R que
en neuronas que solo expresaban GHSR (figura 24B) y en neuronas que sobreexpresaban
ambos GPCRs. Este resultado concuerda con los mostrados previamente en que el efecto de la

activacion de D2R sobre las corrientes Cay es modulado por la presencia de GHSR y también
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que la activacién de GHSR por ghrelina no se modifica significativamente por la presencia de
D2R.
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Figura 24. La sobreexpresion de D2R y GHSR reduce la inhibicion de las corrientes Cay
nativas por quinpirole en neuronas hipotalamicas. A. Trazos representativos (arriba) de
corrientes de bario (Iss) normalizadas por el maximo de corriente en neuronas hipotalamicas
transducidas con lentivirus para D2R (+D2R, n = 10), GHSR (+GHSR, n = 8), o ambos receptores
(+D2R +GHSR, n = 6), antes y después de la aplicacion de ghrelina (0,5 uM, +Ghre). Las barras
representan la media y el EEM de los porcentajes de inhibicion de las Iga por ghrelina en cada
condicion (abajo). La significancia estadistica fue evaluada por Kruskal-Wallis y post test de Dunn
(P = 0,0742 para +D2R versus +D2R +GHSR). B. Trazos representativos (arriba) de corrientes
de bario (Iss) normalizadas por el maximo de corriente en neuronas hipotalamicas transducidas
con lentivirus para GHSR (+GHSR, n = 8), D2R (+D2R, n = 13), o ambos receptores (+D2R
+GHSR, n = 6), antes y después de la aplicaciéon de quinpirole (10 uM, +Quin). Las barras
representan la media y el EEM de los porcentajes de inhibicion de las Iss por quinpirole en cada
condicion (abajo). La significancia estadistica fue evaluada por Kruskal-Wallis y post test de Dunn
(P > 0,9999 para +GHSR versus +D2R +GHSR).
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Para este experimento volvimos a graficar los porcentajes de inhibicion por ghrelina versus
los porcentajes de inhibicion por quinpirole (figura 25) y no obtuvimos una correlacion entre los
% de inhibicion por los agonistas en ninguna condicién. Un analisis descriptivo nos permite
observar que las neuronas que sobreexpresan D2R se ubican en un sector del grafico con alta
sensibilidad a quinpirole y baja sensibilidad a ghrelina (cuadrados), mientras que las neuronas
que sobreexpresan GHSR (triangulos) o ambos receptores (cuadrados) se ubicar en un sector
del grafico con sensibilidad similar a quinpirole.
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Figura 25. La sobreexpresion de D2R y GHSR produce la perdida de la correlacién inversa
entre la inhibicion de las corrientes Cay nativas por quinpirole y ghrelina en neuronas
hipotalamicas. Grafico de los porcentajes de inhibicidon de Iss por quinpirole versus ghrelina de
neuronas hipotalamicas transducidas con lentivirus para D2R (cuadrados, n = 10), GHSR
(triangulos, n = 8) o ambos receptores (circulos, n = 6). Los simbolos pequefios y vacios
representan valores individuales. Los coeficientes de correlacion de Spearman y los valores P
fueron calculados para los tres grupos: r = -0,1945 y P = 0,5755 para +D2R, r = -0,2143 y P =
0,6191 para +GHSR, y r = 0,2000 y P = 0,7139 para +D2R +GHSR, en ningun caso se alcanzo
la significancia estadistica. Los simbolos grandes y coloreados representan la media y el EEM

de los porcentajes de inhibicion de Ig, por quinpirole y ghrelina para cada grupo.

Al diagramar estos experimentos tuvimos en cuenta la posibilidad de que la aplicacién de uno
de los agonistas pueda influenciar negativamente el efecto del segundo agonista en la misma
célula y asi reducir el efecto observado. Para evitar esto agregamos los agonistas de manera
alternada entre los registros. Por otro lado, verificamos que las inhibiciones de las corrientes Cav
por los agonistas sean lavables. En la figura 26 se muestran los cursos temporales para la
inhibicion por quinpirole y ghrelina, y el lavado de estos efectos en neuronas en las tres
condiciones evaluadas.
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Figura 26. El efecto inhibitorio de ghrelina y quinpirole sobre las corrientes nativas Cay
es reversible. Cursos temporales de las corrientes de bario (Iss) de neuronas hipotalamicas
transducidas con D2R (izquierda), GHSR (centro) y ambos receptores (derecha) durante el

agregado de ghrelina (+Ghre) y quinpirole (+Quin) y el lavado de estos efectos.

Ademas de evaluar los efectos inhibitorios sobre las corrientes Cay nativas de neuronas
hipotalamicas por la activacidon de ambos receptores, exploramos si la sobreexpresion de los
GPCRs modifica las corrientes basales Cay. Para esto medimos estas corrientes en neuronas
sin transducir (Control), transducidas con D2R (+D2R), con GHSR (+GHSR) y con ambos
receptores (+D2R +GHSR) (figura 27). Aqui esperabamos que la sobreexpresion de GHSR
redujera las corrientes Cay respecto de las corrientes Control, como fue observado en (Lopez
Soto et al., 2015), y que la coexpresion de ambos receptores disminuyera aun mas la corriente
como correlato de nuestros experimentos en células HEK293T. Sin embargo en este experimento

no encontramos diferencias significativas entre los grupos.
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Figura 27. Las corrientes basales Cay no se modifican por la sobreexpresion de D2R y
GHSR. Trazos representativos (arriba) de las corrientes Cav (Igs) de neuronas hipotalamicas sin
transducir (Control), transducidas con D2R (+D2R), con GHSR (+GHSR) o con ambos receptores
(+D2R +GHSR). Las barras representan la media y el EEM de las Izs en cada condicién (abajo).
La significancia estadistica fue evaluada por ANOVA de una via y post test de Dunnett (versus
Control).

76



DISCUSION



Discusion

DISCUSION

Interaccion entre D1R y GHSR

En la primera parte de mi trabajo de tesis estudiamos el impacto de la coexpresion de D1R 'y
GHSR en el efecto de ambos GPCRs sobre los Cay2.2. Usando microscopia de fluorescencia en
células HEK293T cotransfectadas con ambos receptores fusionados a proteinas fluorescentes
determinamos la colocalizacion de estos receptores mediante el calculo del coeficiente de
Pearson y de Mander para las células que coexpresaban ambos receptores (figura 1). Esta
técnica no es suficiente para determinar la interaccién fisica entre ambos receptores, pero nos
informa que ambos receptores se encuentran en las mismas estructuras intracelulares o se
ubican en los mismos dominios de la membrana plasmatica (Dunn et al., 2011). Por lo tanto esta
técnica no confirma que ambos receptores se encuentren heterodimerizando pero sugiere la
asociacion entre ambos GPCRs en la membrana plasmatica de nuestro sistema experimental.
Técnicas de FRET serian mas apropiadas para ensayar la formaciéon de heterémeros, para lo
cual deberiamos reemplazar la proteina fluorescente de fusion de GHSR por mCherry que es un
fluoréforo mas apropiado que mOrange para la transferencia de energia desde el donor YFP. La
asociacion entre ambos receptores en células HEK293 fue demostrada en varios trabajos previos
mediante otras técnicas como cointernalizacién (Schellekens et al, 2013) vy
coimmunoprecipitacién (Jiang et al., 2006). Estas técnicas poseen desventajas que podrian
producir lecturas erroneas de los resultados cuando se las compara con técnicas de FRET o
BRET en las cuales la transferencia de energia entre dos moléculas solo se produce por la
interaccion a nivel molecular. La interaccion de ambos receptores fue observada por BRET en
células HEK293 en (Jiang et al., 2006) y luego en el afio 2015 se observo la heterodimerizacion
en rebanadas de hipocampo mediante la deteccion de FRET entre ghrelina biotilinada y un
agonista de D1R fusionado a una proteina roja fluorescente (Kern et al., 2015). Dados estos
antecedentes y nuestro resultado positivo para parametros que cuantifican la colocalizacién de
proteinas podemos asumir que en nuestro sistema experimental D1IR y GHSR estan
interaccionando.

Al ensayar los efectos de la coexpresién de D1R y GHSR observamos que la actividad
evocada por agonista de ambos receptores sobre las corrientes Cav2.2 no se afecté por la
coexpresion del otro GPCR (figuras 2 y 3). En contraste las corrientes basales Cay2.2 se vieron
fuertemente afectadas por la coexpresion de ambos receptores observandose una disminucion

significativa de los niveles de corriente cuando las comparamos con células que solo expresaban
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Cayv2.2 (figura 4). Los niveles de corriente basal para Cav2.2 en ceélulas que solo expresaban
GHSR o D1R en una relacion molar GPCR:Cay2.2 = 0,1 no sufrieron cambios significativos
respecto de la condicion que solo expresaba Cay2.2 (aunque en el caso de D1R hay una
tendencia a corrientes mayores como mencionamos antes). Nuestros estudios previos
demostraron que la actividad constitutiva de GHSR reduce las corrientes Cav2.2 en forma crénica
y dependiente de la cantidad de receptor expresado, siendo efectiva a partir de una relacion
molar GHSR:Cay2.2 = 0,5 (Lopez Soto et al., 2015). Aqui quisimos indagar si la actividad
constitutiva de GHSR participa del mecanismo que reduce la corriente Cay2.2 basal por la
coexpresion de bajos niveles de D1R y GHSR. Para esto utilizamos el agonista inverso de GHSR,
SPA, y observamos que se recupera la corriente Cay2.2 a niveles control. Ademas reemplazamos
GHSR por una versibn mutante puntual que carece de actividad constitutiva (A204E) y
observamos que la corriente basal tampoco se afecta por la coexpresion de D1R (figura 5). Al
indagar que proteinas G intervenian en el efecto basal de la coexpresion de D2R y GHSR
encontramos que solo Gi/o participa del efecto.

Un posible modelo para explicar estos resultados es plantear que la coexpresion de D1R y
GHSR exacerba la actividad constitutiva de GHSR a través de Gi/o que, como mencionamos
antes, reduce cronicamente las corrientes Cayv2.2 (Lopez Soto et al., 2015). En el esquema 4
presentamos un grafico resumiendo este modelo. Entre los posibles mecanismos que vincularian
la interaccion entre D1R y GHSR con una mayor actividad constitutiva de este ultimo podemos
pensar que la heterodimerizacién de D1R con GHSR aumente la expresién de GHSR en la
membrana. Este mecanismo seria valido si consideramos que GHSR necesita estar en la
membrana plasmatica para poder senalizar a través de proteinas G, algo que aun no se ha
establecido para los GPCRs constitutivamente activos. En este sentido Kisilevsky et al.
demostraron que la interaccion fisica de D1R y el Cay2.2 produce un aumento de la expresion
en membrana del canal (Kisilevsky et al., 2008) aunque los niveles de D1R en la membrana
plasmatica no son evaluados en este trabajo. Una posibilidad es que el GHSR desplace al Cay2.2
y al interaccionar con D1R se transloque en mayor cantidad a la membrana. Las observaciones
donde el mutante A204E, SPA y PTx ocluyen la disminucion de las corrientes Cay2.2 serian
validas en este modelo ya que la actividad constitutiva de GHSR cursaria por la misma via de
sefializacién y solo se encontraria aumentado su nivel debido a una mayor insercion de GHSR
en la membrana plasmatica. A continuacion planteo algunos experimentos que me permitirian

corroborar esta hipétesis:
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- investigar la densidad de receptores en la membrana celular mediante Western Blots o
técnicas de imagenes de fluorescencia confocal. Estudiar si varia la densidad de GHSR por la
coexpresioén de D1R.

- investigar si la disminucion de corriente es debido a cambios en la densidad de Cayv2.2
mediante Western Blots o corrientes de gating (corriente originada por el movimiento del sensor
de voltaje).

- investigar si la coexpresion de GHSR desplaza la interaccion D1R-Cav2.2 mediante
coimmunoprecipitacién o FRET, observando los cambios en las interacciones entre D1R y
Cav2.2 por la presencia de GHSR.

En caso de que la densidad de GHSR no estuviera aumentada en la membrana plasmatica
otra posible explicacién para nuestra observacion seria que la interaccion con D1R genere

cambios conformacionales en GHSR estabilizando su estado basalmente activo.

Actividad dependiente de agonista Actividad independiente de agonista

Copamina §

Ghrelina Copamina

Esquema 4. Modelo propuesto para el efecto de la heterodimerizacion de D1R y GHSR
sobre los canales Cav2.2. La heterodimerizacion de D1R y GHSR no altera la actividad
dependiente de agonista de cada GPCR sobre el Cav2.2 (izquierda). La presencia de D1R

exacerba el efecto de la actividad constitutiva de GHSR sobre los Cav2.2 (derecha).
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Los trabajos publicados sobre la heterodimerizacion de D1R y GHSR abordan el impacto de
esta interaccién sobre la actividad evocada por agonista de ambos receptores (Jiang et al., 2006;
Schellekens et al., 2013; Kern et al., 2015; Navarro et al., 2016). Los principales blancos de
estudio son el efecto canonico de GHSR sobre la movilizacion de calcio intracelular o la
modificacion de AMPc por la activacion de D1R (Jiang et al., 2006; Kern et al., 2015; Navarro et
al., 2016). Por otro lado en la inhibicién de las corrientes Cav2.2 dependiente de agonista
participan Gq para GHSR y Gs para D1R. La inhibicién de las corrientes Cayv2.2 por GHSR
mediante Gg creemos que dependeria de segundos mensajeros y es independiente del voltaje
(Lopez Soto et al., 2015) mientras que la inhibicion de Cayv2.2 por la activacion de D1R por
agonistas tiene una componente dependiente y otra independiente de voltaje, algo no comun
para Gs (Kisilevsky et al., 2008). Entre los efectos informados para el heterodimero D1R-GHSR
estan la exacerbacion del aumento de AMPc dependiente de agonista de D1R por la coactivacion
de GHSR por ghrelina (Jiang et al., 2006) y el menor aumento de calcio intracelular producido
por ghrelina en presencia de D1R (Schellekens et al., 2013). Por otro lado también se reportaron
nuevas vias de sefializacion en presencia de los heteromeros como la movilizacién de calcio
intracelular por la activacion de D1R acoplado ahora a Gq (Kern et al., 2015) y el aumento de
AMPc por ghrelina dependiente de Gs (Navarro et al., 2016). En nuestro estudio no observamos
modificaciones del nivel de inhibicion de las corrientes Cay2.2 por la actividad evocada de D1R
ni de GHSR. A pesar de no haber encontrado cambios en los niveles de inhibicién de la corriente
por ghrelina o dopamina, seria importante evaluar si las vias utilizadas por los GPCRs cuando
estan coexpresados son las mismas. Por otro lado, también seria interesante combinar el uso de
los agonistas para evaluar posibles cambios en las vias de sefializacion activadas cuando ambos
receptores son coexpresados y el efecto final sobre las corrientes. El acople de D1R a Gq que
se informd cuando se coexpresan D1R con GHSR también se propone para los heterémeros de
este GPCR con otros, como por ejemplo el D2R. De este modo, seria interesante ensayar la
participacién de Gq en la inhibicién de las corrientes Cayv2.2 por dopamina en presencia de los
heterodimeros D1R-GHSR.

Los resultados obtenidos en esta parte de la tesis muestran la importancia de estudiar la
actividad constitutiva de los GPCRs. Numerosos trabajos con una impronta bioquimica han
caracterizado la actividad constitutiva de D1R a través de la proteina Gs (Zhang et al., 2014). Sin
embargo esta actividad ha sido escasamente considerada en los estudios que investigan el
impacto celular o fisioldgico de la heterodimerizaciéon de D1R con GHSR (Jiang et al., 2006;
Schellekens et al., 2013; Kern et al., 2015) y en el estudio de la interacciéon entre D1R y Cay2.2

(Kisilevsky et al., 2008). Este ultimo trabajo muestra que la coexpresiéon de D1R y Cav2.2
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aumenta la cantidad de proteina Cay2.2 en la membrana plasmatica, algo que podria estar
relacionado con la tendencia de D1R a aumentar los niveles de corrientes basales en nuestros
experimentos de las figuras 4 y 5. Para otros GPCRs relevantes se han encontrado agonistas
inversos enddégenos capaces de modular su actividad, como son la proteina relacionada con
Agouti (AGRP, agonista inverso del receptor de melanocortinas) o el péptido antimicrobiano
expresado en higado 2 (LEAP2, agonista inverso del receptor de ghrelina) (Adan, 2006; M'Kadmi
et al., 2019). En el caso de D1R sabemos por la bibliografia que algunas drogas sintéticas que
se utilizan como antipsicéticos funcionan como agonistas inversos (Martin et al., 2001; Zhang et
al., 2014). Estas drogas podrian usarse como punto de partida para identificar sustancias
enddgenas putativas que funcionaran reduciendo la actividad basal de D1R. En el caso de
nuestros resultados creemos que la exacerbacion de la actividad constitutiva de GHSR seria
independiente de la actividad constitutiva de D1R ya que ni el bloqueo de la actividad de Gs ni
Gq, las dos proteinas G que podrian asociarse a D1R revierten el efecto producido por la
heterodimerizacion de los GPCRs sobre las corrientes basales Cav2.2 (figura 6). Ademas, la
inhibicion de la proteina Gi/o por PTx fue suficiente para ocluir totalmente la disminucién de las
corrientes Cay2.2. Esta proteina G es la que hemos descripto anteriormente como responsable
de la inhibicion de las corrientes Cay2.2 por la actividad constitutiva de GHSR a concentraciones
molares del receptor mas altas (Lopez Soto et al., 2015). Una observacién interesante de
nuestros resultados es que cada vez que el efecto de la heterodimerizacién fue ocluido, ya sea
por el reemplazo de GHSR por A204E o la preincubaciéon con PTX o SPA, las corrientes no
volvieron al nivel que muestran con D1R solo (figuras 4 y 5). Esta pérdida de la tendencia de
D1R a aumentar las corrientes basales podria explicarse por la pérdida de la interaccién D1R-
Cav2.2 en presencia de GHSR (con su actividad constitutiva bloqueada por PTX o SPA) o0 A204E.

D1R y GHSR se coexpresan en neuronas granulares del giro dentado (principalmente
glutamatérgicas) e interneuronas GABAérgicas del hipocampo (Zigman et al., 2006; Gangarossa
et al., 2012; Mani et al., 2014; Kern et al., 2015; Martinez Damonte et al., 2018). Las neuronas
del giro dentado participan de la plasticidad sinaptica implicada en la formacién de la memoria
hipocampal (Hainmueller & Bartos, 2020; Takehara-Nishiuchi, 2020). En un trabajo previo de
nuestro laboratorio demostramos que la actividad constitutiva de GHSR inhibe las corrientes
Cav2.2 del hipocampo y las corrientes postsinapticas dependientes de calcio inhibitorias (IPSC,
del inglés inhibitory postsynaptic currents) pero no excitatorias (EPSC, del inglés excitatory
postsynaptic currents) (Martinez Damonte et al.,, 2018). Creemos que esto se debe a que la
liberaciéon de GABA se encuentra mejor acoplada a las corrientes Cav2.2 que a las Cav2.1y a

que estas son mas sensibles a mecanismos de modulacion por GPCRs, en especial a la actividad
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constitutiva de GHSR. En este contexto, podemos proponer que la heterodimerizacién de D1R y
GHSR controla la liberacién de neurotransmisores en este tipo neuronal, ya que la formacion del
heterémero produciria una disminucién mas severa de las corrientes Cay2.2. En Martinez
Damonte et al. mostramos que la inhibicion de las IPSC en cultivos neuronales de hipocampo
aumenta con la maduracion del cultivo neuronal primario o la infeccién lentiviral de los mismos
con el propdsito de aumentar la cantidad de GHSR que se exprese. De esta forma, cambios en
la expresion de GHSR, como sucede en el hipotalamo causado por un desbalance energético
(Kim et al., 2003; Fernandez et al., 2018), o por la modulacién de la actividad constitutiva del
GHSR mediante el agonista inverso endégeno LEAP2 (M'Kadmi et al., 2019) serian mecanismos
regulatorios de la actividad sinaptica del hipocampo. La formacién de heterémeros puede alterar
cualquiera de las vias de senalizacion de los GPCR implicados, por lo que el efecto sobre
procesos complejos como la neurotransmisién es dificil de predecir. Asi, seria interesante
estudiar si la liberacién de GABA y glutamato se modifican por la formacion de heterodimeros
D1R-GHSR y cual es el rol de Cay2.2, de otros subtipos de Cay e inclusive de otras proteinas

sinapticas en este mecanismo.

Interaccion entre D2R y GHSR

Los resultados de esta tesis indican que D2R y GHSR interaccionan fisicamente en nuestras
condiciones experimentales (figuras 7 y 8). Esta interaccion no modifica la inhibicion de las
corrientes Cay2.2 por la actividad evocada por agonista de GHSR (figura 9), mientras que la
inhibicion de las corrientes Cay2.2 producida por la activacién de D2R por su agonista es menor
en presencia de GHSR (figura 10). Esta disminucion es provocada especificamente por GHSR,
depende de su actividad constitutiva y se revierte inhibiendo Gq (figuras 10,12 y 13). En este
mecanismo encontramos que la causa de la menor inhibicidon por dopamina de las corrientes
Cav2.2 reside en la pérdida de la via dependiente de GBy en presencia de D2R-GHSR (figuras
11 y 14). Por otro lado, la coexpresion de D2R y GHSR disminuye las corrientes basales Cay2.2
de forma dependiente de la actividad constitutiva de GHSR e involucrando a Gq y Gy (figuras
15 a 20). Finalmente pudimos replicar en neuronas nuestro resultado respecto de la reduccion
de la inhibicién de las corrientes Cav2.2 por la actividad evocada por agonista de D2R por la
coexpresion de GHSR. Asi, observamos un menor efecto inhibitorio de un agonista especifico
para D2R sobre las corrientes de calcio nativas de neuronas hipotalamicas en cultivo

sobreexpresando ambos GPCRs (figura 24), mientras que las corrientes basales nativas no
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sufrieron cambios significativos (figura 27). Un resumen grafico de nuestros resultados se

muestra a continuacion (Esquema 5).

Actividad dependiente de agonista Actividad independiente de agonista

Copamina

Esquema 5. Modelo propuesto para el efecto de la heterodimerizacion de D2R y GHSR
sobre los canales Cayv2.2. La heterodimerizacion de D2R y GHSR reduce el efecto de la
actividad dependiente de agonista de D2R sobre Cay2.2 en presencia de GHSR por perdida de
la actividad GBy mientras que la actividad dependiente de agonista de GHSR sobre el Cay2.2 no
se altera por la presencia de D2R (izquierda). Por otro lado la heterodimerizaciéon ocluye la
inhibicién ténica de las corrientes Cay2.2 por GBy producida por la actividad independiente de
agonista de D2R y aumenta el efecto de la actividad constitutiva de GHSR sobre los Cay2.2

posiblemente exacerbando la activacion basal de Gq (derecha).

La inhibicién de las corrientes Cav2.2 por la actividad dependiente de ghrelina de GHSR no
se modificd en presencia de D2R y sus valores fueron similares a los reportados en un trabajo
previo de nuestro laboratorio (Lopez Soto et al.,, 2015). En los experimentos realizados en
neuronas transducidas con particulas lentivirales para sobreexpresar los GPCRs observamos

que el efecto de ghrelina sobre las corrientes de calcio nativas parece tener una tendencia (sin
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ser significativo) a ser menor en neuronas sobreexpresando D2R y GHSR que en aquellas que
solo sobreexpresan GHSR (figura 24). A partir de esta observacion seria importante aumentar
el tamafo muestral para decidir si el efecto es menor y también seria interesante realizar en el
sistema heterdlogo de expresion y en las neuronas curvas dosis-respuesta a ghrelina y calcular
las ECso en presencia o ausencia de D2R para determinar si la tendencia observada se debe a
cambios en la afinidad de GHSR por su ligando en los distintos sistemas experimentales. En
estudios previos demostramos que Cav2.2 no es el unico subtipo de Cay sensible a ghrelina
(Lopez Soto et al.,, 2015; Mustafa et al., 2017; Mustafa et al., 2019) entonces otra posible
explicaciéon para la tendencia observada en neuronas (figura 24) es que el efecto de ghrelina
sobre los distintos subtipos de Cay varie en presencia de D2R contribuyendo a la heterogeneidad
del efecto. En los trabajos que estudian el impacto funcional de la formacion de heterodimeros
D2R-GHSR no se informan alteraciones en la actividad dependiente de agonista de GHSR en
concordancia con los resultados que obtuvimos en esta tesis cuando ensayamos el Cay2.2 en
forma aislada (Kern et al., 2012; Damian et al., 2018).

Por otro lado, el efecto inhibitorio de la actividad dependiente de agonista de D2R sobre las
corrientes Cay2.2 disminuyd en presencia de GHSR (figura 10). Kisilevsky et al. demostraron
que la inhibicién del canal Cay2.2 por la activacion por agonista de D2R depende de Gi/o y de
GBy (Kisilevsky & Zamponi, 2008). En base a nuestros resultados proponemos que la
disminucion de la inhibicion de las corrientes Cay2.2 por dopamina se debe a la pérdida de la
participacion de GBy en la inhibiciéon del canal para lo cual se requiere que GHSR este activo
constitutivamente. Kern et al. mostraron que cuando D2R y GHSR heterodimerizan la actividad
dependiente de agonista de D2R aumenta la concentracion de calcio intracelular (Kern et al.,
2012). En este trabajo evaluan el mecanismo de esta via anémala de D2R en presencia de GHSR
utilizando un siRNA para silenciar a la proteina Gq y esta maniobra no evita el aumento de calcio
por dopamina en presencia de los dos GPCRs por lo que concluyen que este efecto no depende
de Gq. Sin embargo existen contradicciones en este reporte. Por un lado si bien los autores
realizan controles (midiendo el segundo mensajero IP1) para verificar que la actividad basal de
GHSR mediante Gq es abolida por el siRNA no realizan este experimento control en células
expresando ambos receptores. Por otro lado, ghrelina sigue liberando una cantidad apreciable
de calcio de reticulo en presencia del siRNA (~60% del control) en células expresando ambos
receptores. Nosotros pensamos que quizas el siRNA utilizado redujo parcialmente la
concentracion de Gq modificando la disponibilidad de esta proteina en la célula lo cual podria
reducir la actividad constitutiva de GHSR. Sin embargo, al exponer los heterodimeros a dopamina

o ghrelina, la proteina Gq remanente seria suficiente para sefalizar y aumentar el calcio
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intracelular. Quizas también otra proteina de la familia de Gq pueda tomar el lugar de la proteina
Gq silenciada (Krumins & Gilman, 2006). En base a los trabajos que citamos a continuacion y a
nuestras propias observaciones nosotros pensamos que la movilizacién de calcio intracelular por
dopamina observada por estos autores cuando D2R forma dimeros con GHSR estaria dada por:
la activacion de D2R que escinde la Gi/o acoplada aumentando la cantidad del dimero Gy libre
que, de alguna manera, provoca la exacerbacion de la actividad basal de Gq acoplada a GHSR
activando rio abajo PLC y liberando, finalmente, calcio del reticulo (Ross, 1989; Quitterer &
Lohse, 1999). En este contexto, Damian et al. evaluaron la presencia de FRET y demostraron
que cuando D2R y GHSR estan coexpresados las proteinas Gi y Gq interaccionan fisicamente
(Damian et al., 2018). Estos autores observaron que la activacion de D2R, pero no la de GHSR,
en el heterodimero aumenta el FRET entre Gi y Gqg. Por otro lado, SPA al igual que ghrelina
tampoco cambia el FRET entre las proteinas G. Anteriormente estos autores habian demostrado
que este agonista inverso evita que el complejo GHSR-Gq se forme (Damian et al., 2015). Al
igual que en nuestros experimentos, la implicancia de la actividad constitutiva fue estudiada
reemplazando GHSR por mutantes puntuales. Uno de los mutantes carece de dicha actividad,
F279L, y otros dos mutantes la poseen, M213K y S123A (Kern et al., 2012). Si bien los autores
afirman que la actividad constitutiva no afecta el efecto de dopamina sobre la movilizacion de
calcio intracelular en presencia de GHSR los resultados de este trabajo son dificiles de
interpretar. Por un lado el grado de FRET entre D2R y los mutantes es variado y por el otro, el
mutante sin actividad constitutiva no reduce totalmente, aunque si parcialmente, el aumento de
calcio intracelular por dopamina. Nuestros resultados muestran que el reemplazo de GHSR por
el mutante puntual sin actividad constitutiva, A204E, revierte la disminucion de la inhibicion de
las corrientes Cav2.2 por dopamina (figura 10). Si bien nosotros concluimos entonces que la
actividad constitutiva de GHSR es requerida para la disminucion del efecto de dopamina, no
indagamos sobre la capacidad de A204E para heterodimerizar con D2R en nuestras condiciones,
experimento que se encuentra pendiente. Por otro lado nuestros experimentos utilizando SPA,
como alternativa para abolir la actividad constitutiva, apoyan nuestra conclusién sobre el rol de
esta actividad de GHSR en el mecanismo. Seria oportuno sin embargo también ensayar la
presencia de FRET entre el D2R y GHSR en presencia de SPA.

En esta tesis realizamos un experimento control para demostrar la especificidad de la
interaccion entre D2R y GHSR reemplazando GHSR por otro GPCR acoplado a Gq. En este
experimento utilizamos el receptor de angiotensina Il tipo 1 (AT1R) (figura 13) y encontramos
que coexpresar este GgQPCR con D2R no cambia la accion de dopamina sobre Cay2.2 indicando

la especificidad de GHSR en el proceso. Indagando en la bibliografia notamos que esta
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conclusion es aun mas fuerte ya que AT1R no solo se acopla a Gq sino que ademas posee cierto
grado de actividad constitutiva (Petrel & Clauser, 2009) y tiene la capacidad de heterodimerizar
con D2R (Martinez-Pinilla et al., 2015). La formacion de estos heterodimeros no altera la
producciéon de AMPc por dopamina mientras que si impacta en las vias candnicas intracelulares
activadas por angiotensina Il (algo que no alcanzamos a probar en nuestro sistema
experimental). En conjunto estos resultados indican que al formar oligémeros los GPCRs y las
proteinas G asociadas adquieren caracteristicas particulares con consecuencias variables y
dificiles de predecir a nivel celular.

La heterodimerizacion de D2R y GHSR no solo reduce el efecto de dopamina sobre las
corrientes Cay2.2 sino que ademas modifica su via de senalizacién dramaticamente. Esto se
puede observar claramente en los experimentos donde inhibimos la actividad de GBy mediante
un péptido buffer que lo secuestra, MAS-GRK2-ct (Kammermeier & lkeda, 1999; Raingo et al.,
2007). MAS-GRK2-ct reduce en mas de un 70% la inhibicién de las corrientes Cav2.2 por
dopamina en células que solo expresan Cay2.2 y D2R, como se espera para un GPCR acoplado
a Gi/o. Por otro lado la pequefia inhibicion que produce dopamina en presencia de D2R y GHSR
es insensible a esta maniobra (figura 14). Otro dato que apoya esta idea es que en la curva
dosis-respuesta a dopamina (figura 11) la coexpresion de D2R y GHSR modifica el maximo de
inhibicion de las corrientes Cay2.2 sin un efecto claro sobre la ECso. Sin embargo debo aclarar
que la dispersién en los datos de la zona de las concentraciones intermedias es alta, por lo que
no podemos descartar una posible diferencia en la ECso al aumentar el tamafio muestral. Si solo
cambiara el maximo de inhibicion por dopamina en presencia de D2R y GHSR, entonces
dopamina se comportaria como agonista parcial de D2R para el efecto particular de inhibir las
corrientes de calcio (Wacker et al., 2017). Esto nos indicaria que la formacién de los dimeros
modifica las vias intracelulares activadas y no la capacidad de dopamina de unirse al receptor.
Por otro lado sobre la imposibilidad de GBy de inhibir las corrientes Cay2.2 en presencia de D2R
y GHSR proponemos dos alternativas: 1- como mencionamos antes la proteina Gq activada
constitutivamente por GHSR podria secuestrar GBy reduciendo su actividad sobre Cay2.2 y 2- la
formacion de los dimeros D2R y GHSR podria competir con la interaccion fisica de Cav2.2 con
D2R descripta anteriormente (Kisilevsky & Zamponi, 2008), reduciendo tal vez el contacto
Cav2.2-GBy. Experimentos de FRET o coimmmunoprecipitacion entre D2R y Cav2.2 serian utiles
para investigar si GHSR interfiere con esta interaccion.

Un resultado que obtuvimos al ensayar D2R en forma aislada de GHSR y que creo que vale
la pena discutir es el obtenido en la figura 22. En esta figura observamos que la sola coexpresion

de D2R inhibe ténicamente las corrientes Cayv2.2 en forma dependiente de GBy y, por ende, del
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voltaje. Basados en el reporte de Kisilevsky et al. mostrando que D2R aumenta el trafico de
Cay2.2 hacia la membrana plasmatica nosotros esperabamos que las corrientes basales Cay2.2
fueran mayores en presencia de D2R (Kisilevsky & Zamponi, 2008). Sin embargo, no
observamos cambios significativos de las corrientes basales por la coexpresion de Cayv2.2 y D2R
(figura 16). Por otro lado al indagar sobre la actividad constitutiva de D2R encontramos un trabajo
de revision que cuestiona la posibilidad de que D2R posea actividad constitutiva (Zhang et al.,
2014). Nuestros resultados muestran que la aplicacién de un prepulso libera inhibicién ténica
cuando Cay2.2 esta coexpresado con D2R pero no cuando esta solo, apoyando la idea de que
D2R activa constitutivamente GBy. Sin embargo al comparar la corriente basal de Cav2.2 en
presencia de D2R coexpresando o no MAS-GRK2-ct no observamos diferencias significativas
(figura 20). Una posible explicacion a esta observacion es que la interaccion entre D2R y Cay2.2
y el consecuente aumento del trafico del canal también dependan de la actividad constitutiva de
D2R y al inhibir los dos efectos (la inhibicion tonica y el aumento del trafico) en forma crénica por
la expresion del buffer de GRy no observemos diferencias.

En cuanto a que sucede con la actividad constitutiva de D2R cuando este dimeriza con GHSR
teniamos como antecedente el trabajo de (Evans et al., 2010). En este reporte la
heterodimerizacion del receptor de nociceptina, ORL-1, y los de opioides reduce la inhibicion de
las corrientes Cay2.2 por nociceptina. La causa de esta reduccion es que los canales estan
inhibidos en forma ténica por GBy cuando se forman los dimeros. En base a esto nosotros
esperabamos encontrar que la reduccién de la inhibicion dependiente de dopamina sobre el
Cav2.2 por la coexpresion de D2R y GHSR se correspondiera con una mayor inhibicion ténica
de las corrientes. Para nuestra sorpresa, encontramos que la inhibicién ténica de las corrientes
Cav2.2 mediada por GBy en presencia de D2R desaparecia cuando se coexpresaban D2R y
GHSR. En conjunto nuestros resultados nos permiten postular que la actividad constitutiva de
D2R existe y tiene dos posibles efectos sobre el Cay2.2: aumentar la densidad de Cav2.2 en la
membrana plasmatica como fue observado por (Kisilevsky & Zamponi, 2008), e inhibir
ténicamente las corrientes (figura 22). Esto podria ser confirmado con experimentos para evaluar
la cantidad de canal Cay2.2 en la membrana plasmatica y compararla con el nivel de corriente
idnica en presencia o no de MAS-GRK2-ct o un inhibidor de la proteina Gi/o (toxina pertussis).
Por otro lado el efecto de un inhibidor réapido de Gi/o como N-etilmaleimida (NEM) (Shapiro et al.,
1994) o de GBy como el compuesto M119 (Bonacci et al.,, 2006; Lehmann et al., 2008) nos
permitirian evaluar el aumento de la corriente en tiempo real ya que afectaria la inhibicion ténica
pero no modificaria el numero de canales en la membrana, en forma analoga al efecto del

prepulso despolarizante. Por ultimo, en la figura 16, observamos que al aumentar la relacion
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molar de D2R:Cay2.2 de 0,1 a 0,5 los niveles de corriente tienden a disminuir. Esto podria
deberse a que un aumento de la cantidad de GPCR correlacione con un aumento en la actividad
constitutiva y nos indicaria que la inhibicién ténica de las corrientes Cay2.2 en este caso superaria
el efecto de aumento del trafico de canal a la membrana plasmatica. Este “desbalance” a altos
niveles de expresion de D2R produciria mayor inhibicion de las corrientes dependiente de GBy
explicando la tendencia observada.

Tanto la coexpresion de D2R y GHSR como de D1R y GHSR disminuyen las corrientes
basales Cay2.2 (figura 16 y 4). En ambos casos la preincubacién con SPA y el reemplazo de
GHSR por A204E ocluyen la reduccion de la corriente (figura 17, 4 y 5). Una diferencia entre los
efectos de D1R-GHSR y D2R-GHSR es que la disminucion de la corriente basal por D1R-GHSR
parece ser mayor. Para la disminucién de la corriente por D1R-GHSR la relacién molar
GPCR:Cay2.2 = 0,1 fue suficiente para obtener niveles de corrientes casi nulos, mientras que
este efecto al coexpresar D2R y GHSR se alcanza recién a una relacion molar de 0,5. Otra
diferencia importante se encuentra en las vias de sefializacion. Por un lado el efecto producido
por D2R-GHSR requiere de la activacion constitutiva de la proteina Gq para la reduccion de las
corrientes basales Cay2.2 (figura 18) mientras que la disminucién de estas corrientes por la
coexpresion de D1R y GHSR depende de la actividad constitutiva de GHSR acoplada a la
proteina Gi/o (figura 6). En el trabajo previo realizado en nuestro laboratorio se demostré que la
actividad constitutiva de GHSR inhibe el trafico de Cay2.2 hacia la membrana cuando el receptor
se encuentra a altas relaciones molares respecto del canal por una via que involucra a Gi/o,
mientras que la activacion aguda de GHSR por ghrelina inhibe las corrientes a través de Gq
(Lopez Soto et al., 2015). La coexpresion de D1R y GHSR exacerbaria la via natural de la
actividad constitutiva de GHSR sobre Cayv2.2 mientras que la de D2R y GHSR activarian una
nueva via que también modula negativamente las corrientes Cay2.2 de forma crénica. En el caso
de D2R y GHSR evaluamos el rol de GBy en la accion basal de ambos GPCRs sobre Cay2.2.
Encontramos que inhibir GBy ocluye la disminucion de la corriente (figura 20) y nuestra
propuesta es que los dimeros Gy liberados de Gi/o por la actividad constitutiva de D2R son
transferidos a GHSR, exacerbando la activacién basal de la proteina Gq acoplada a este GPCR
que entonces es capaz de inhibir la corriente basal de Cav2.2 por un mecanismo que aun no
conocemos.

Por ultimo estudiamos el efecto dependiente e independiente de agonista sobre corrientes
Cav nativas de neuronas hipotalamicas transducidas con D2R, GHSR o ambos receptores. Al
igual que en células HEK293T, observamos una disminucion de la inhibicion de las corrientes

por un agonista de D2R en la condicidon sobreexpresando ambos receptores (figura 24). Por otro
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lado, la inhibicion de las corrientes ghrelina tuvo una tendencia a disminuir en esta condicion
(diferencia estadisticamente no significativa, figura 24). Ademas los niveles de corriente basal
de las neuronas no se afectaron por la sobreexpresion de D2R ni GHSR (figura 27). Estos
resultados que discrepan con lo obtenido en los experimentos de expresion heterdloga en
HEK293T abren la incégnita sobre si las actividades dependiente e independiente de agonista
de los GPCRs coexpresados sobre los Cay2.2 pueden extrapolarse a los otros subtipos de Cay.
Seria interesante repetir este experimento y evaluar la proporcion de corriente Cay nativa
sensible a toxinas especificas para los distintos subtipos de Cay.

En resumen, demostramos que la coexpresién de D2R y GHSR impacta sobre las corrientes
recombinantes Cayv2.2 y las corrientes Cay nativas de manera diferente a lo esperado para cada
GPCR por separado. Nuestros resultados sugieren que el efecto de dopamina sobre los canales
presinapticos puede ser modulado por la presencia del GHSR en la terminal presinaptica. Dado
que D2R se localiza en las terminales dopaminérgicas (Beaulieu & Gainetdinov, 2011), este
efecto podria reducir el feedback negativo de dopamina y por ende, incidir sobre su liberacion.
Ademas, ya que D2R y GHSR se expresan en otros tipos neuronales, como GABAérgicas (Wang
et al., 2014; Lopez Soto et al., 2015) y colinérgicas (Momiyama & Koga, 2001), este mecanismo
podria modificar también el efecto de dopamina sobre la liberacién de otros neurotransmisores.
Este mecanismo podria incidir en el efecto anorexigénico de dopamina originado en las neuronas
hipotalamicas de ratén, donde la coexpresion de ambos GPCRs es necesaria para que se
produzca la liberacion de calcio desde depdsitos intracelulares y la consecuente activacion
transcripcional (Kern et al., 2012). La modulacion diferencial de los Cay2.2 por dopamina en estas
neuronas podria contribuir modificando la comunicacién neuronal en este circuito que controla el
apetito.

Una pregunta importante que se genera a partir de nuestro estudio es como las neuronas
controlan este mecanismo regulatorio de las corrientes Cayv2.2. Una posibilidad es que esta
regulacién sea moderada por cambios en los niveles de formacion de los distintos heterémeros
y que esto ocurra a partir de cambios en el nivel de expresion de los GPCRs como se describe
en (Fernandez et al., 2018) para GHSR, en (Johnson & Kenny, 2010) para D2R y en (Alsio et al.,
2010) para D1R. Por otro lado, la modificacion de la actividad constitutiva del GHSR también
impactaria sobre este mecanismo. En este contexto, el péptido LEAP2 recientemente reportado
adquiere importancia dado que se propone que actua como un agonista inverso natural del
GHSR (M'Kadmi et al., 2019). Por ultimo el posible rol de la actividad constitutiva de D2R y D1R
abre la posibilidad de que agonistas inversos de estos GPCRs existan naturalmente y modulen

este proceso.
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CONCLUSIONES

. El efecto de la actividad dependiente de agonista de D1R y GHSR sobre los Cay2.2 no se

modifica por la coexpresion de ambos receptores.

. La coexpresion de D1R y GHSR reduce la corriente basal Cav2.2 en forma dependiente de

la actividad constitutiva de GHSR y de la proteina Gi/o

. El efecto de la actividad dependiente de ghrelina de GHSR sobre las corrientes Cay2.2 no

se modifica por la presencia de D2R.

. El efecto de la actividad dependiente de dopamina de D2R sobre las corrientes Cay2.2 se
reduce en presencia de GHSR en forma dependiente de la actividad constitutiva de GHSR y de
la proteina Gq. Este efecto se caracteriza por la reduccion de la eficacia de dopamina para inhibir

las corrientes Cay2.2 y por la pérdida de la via candnica de inhibiciéon a través de Gpy.

. La coexpresién de D2R y GHSR reduce la corriente basal Cay2.2 en forma dependiente de

la actividad constitutiva de GHSR, de la proteina Gq y de la subunidad GRy
. La sola expresién de D2R produce la inhibicién ténica de la corriente basal Cay2.2 mediada
por la subunidad GBy y dependiente de voltaje y este efecto es ocluido por la coexpresion de

GHSR

. La sobreexpresién de D2R y GHSR en neuronas hipotalamicas reduce el efecto inhibitorio

de dopamina sobre las corrientes Cay nativas.
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