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Resumen

Los canales de calcio operados por voltaje tipo Cay2 presinapticos acoplan la
despolarizacion de membrana al influjo de calcio, desencadenando la liberacién de
vesiculas sinapticas que contienen neurotransmisores. Existen muchos
mecanismos fisiolégicos que controlan la actividad de los Cay2, siendo los
receptores acoplados a proteina G (GPCR) uno de los mas efectivos. Esta
modulacion ocurre mediante la alteracion de la expresion, el trafico o el
funcionamiento de los Cay2 e impacta en la actividad neuronal. GHSR es un GPCR
que posee una alta actividad constitutiva -independiente de la unién a ligando- la
cual modula los Cay2 en un sistema de expresidon heterdlogo. A diferencia de la
funcion fisiologica de su actividad evocada por ghrelina, el rol de su actividad
constitutiva aun no se comprende completamente, debido a su naturaleza cronica y
a la falta de agonistas inversos especificos. GHSR se encuentra ampliamente
expresado en numerosos nucleos cerebrales con bajo acceso a la ghrelina
plasmatica como el hipocampo, donde se ha reportado que la aplicacion de ghrelina
exdgena provoca distintos efectos, como la reorganizacién y el aumento de la
densidad de espinas sinapticas, el incremento en la plasticidad a largo plazo y la
neurogénesis. Asi, en esta tesis postulamos que la modulacion de los Cay2 por la
actividad constitutiva de GHSR podria ser relevante en la neurotransmision
hipocampal.

Nuestra estrategia experimental consistid en realizar registros de patch-clamp
en configuracion de célula entera en cultivos hipocampales primarios de embriones
de 16-18 dias de ratones C57BL6 salvajes y deficientes en GHSR, luego de
manipular los niveles de expresion de GHSR mediante transduccion lentiviral.
Encontramos que la actividad constitutiva de GHSR reduce las corrientes nativas
Cay2.1 y Cay2.2, siendo el Cay2.2 el subtipo mas afectado. Luego, indagamos
acerca del mecanismo por el que ocurre esta modulacion mediante la coexpresion
de versiones fluorescentes de los Cay2 y GHSR en un sistema de expresion
heterélogo. Asi, encontramos que la reduccion de la corriente macroscopica
conlleva una reduccién de la densidad en membrana de Cay2.1 y Cay2.2, y
ademas, demostramos que esta forma constitutiva de inhibicién de los Cay por
GHSR depende de la presencia de la subunidad auxiliar Cayf3. Este subconjunto de

datos fue parte de dos trabajos publicados en colaboracidén con otros miembros de
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Resumen

nuestro laboratorio. Al evaluar si la modulaciéon de Cay2 por la actividad constitutiva
de GHSR afecta la transmisién sinaptica en el hipocampo, encontramos que ésta
conduce a una disminucion de la liberacion del neurotransmisor inhibitorio GABA
pero no de glutamato. Por otro lado, encontramos que GHSR no afecta la
neurotransmision inhibitoria o excitatoria independiente de los Cay ni la maquinaria
de exocitosis de vesiculas sinapticas. En base a nuestros resultados, postulamos
que la selectividad del efecto de GHSR esta vinculada con la mayor dependencia
de la neurotransmision GABAérgica del subtipo Cay2.2 respecto de Cay2.1. Esto es
coincidente con varios estudios que reportan una mayor dependencia de la
liberacion de GABA con los Cay2.2, mientras que la neurotransmision
glutamatérgica depende en mayor medida de los Cay2.1. Para evaluar las
consecuencias fisiolégicas del efecto que observamos en neuronas en cultivo
exploramos como afecta la actividad constitutiva de GHSR al circuito hipocampal
intacto. El giro dentado es el punto de ingreso al circuito principal de la formacion
hipocampal, y funciona como un filtro fuertemente controlado mediante
interneuronas locales. Observamos que la actividad constitutiva de GHSR reduce la
transmision GABAérgica local en el giro dentado en rebanadas horizontales de
cerebro de ratén, mientas que no modifica la salida excitatoria del giro dentado a
las neuronas piramidales de CA3.

En resumen, en este trabajo de tesis doctoral estudiamos el efecto de la
actividad constitutiva de GHSR sobre las corrientes Cay nativas y la transmision
sinaptica en neuronas del hipocampo, un area con acceso restringido a ghrelina. El
efecto de la actividad constitutiva de GHSR y su selectividad hacia la
neurotransmision GABAérgica dependiente de Cay2.2 podria tener importantes
implicancias en los procesos fisiologicos que dependen del hipocampo como el
aprendizaje y la memoria, en los cuales GABA ha ganado relevancia en los ultimos

anos.



Abstract

Cay2 channels couple membrane depolarization to calcium influx, triggering
synaptic vesicle release containing neurotransmitters. There are many physiological
mechanisms aimed at controlling Cay2 activity, GPCR activation being one of the
most effective. This modulation is achieved by altering the expression, trafficking, or
function of Cay channels affecting neuronal activity. GHSR is a GPCR that displays
high constitutive activity -independent from its endogenous ligand, ghrelin- which
has been described to regulate Cay2 in a heterologous system. Opposite to GHSR
ghrelin-induced active mode, its constitutive active mode function is less understood
due to its chronic nature and the scarcity of specific inverse agonists. GHSR is
highly expressed in many brain nuclei with restricted access to plasma ghrelin, as
the hippocampus, where exogenous ghrelin application results in reorganization and
increase in the density of dendritic spines, augmentation of long term potentiation
and neurogenesis. Hence, in this thesis we postulate that GHSR constitutive
activity-mediated modulation of Cay2 could be relevant in the hippocampus.

Our experimental strategy consisted in whole-cell patch-clamp recordings in
hippocampal primary cultures from 16-18 days old C57BL6 wild type and GHSR
deficient embryonic mice after manipulating GHSR expression with lentiviral
transduction. We found that GHSR constitutive activity impairs Cay2.1 and Cay2.2
native calcium currents, being Cay2.2 the most affected subtype. Then, we explored
the mechanism underlying this modulation using a heterologous expression system
to coexpress fluorescent versions of each Cay2 and GHSR. We found that the
reduction in the macroscopic current observed implies the reduction of Cay2.1 and
Cay2.2 membrane density, and we also demonstrated that this constitutive form of
GPCR inhibition of Cay depends on the presence of Cayf3 subunit. This data subset
was included in two peer-reviewed publications in collaboration with other lab
members. When we evaluated if Cay2 modulation by GHSR constitutive activity
could affect hippocampal Cay-dependent synaptic transmission, we found that the
Cay2 basal impairment observed leads to a decrease in GABA but not glutamate
release. We also found that GHSR does not affect Cay-independent synaptic
neurotransmission nor the release machinery.

We postulate that this selective effect is related to a higher Cay2.2 contribution

over Cay2.1 to GABA release. This is in agreement with several studies that report a
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Abstract

greater coupling of GABA release to Cay2.2, while glutamatergic neurotransmission
depends to a greater extent on Cay2.1. To evaluate the physiological consequences
of the effect we found in neurons in culture, we explored how GHSR constitutive
activity affects the intact hippocampal circuit. The dentate gyrus is the entry point to
the main circuit of the hippocampal formation, and it works as a filter strongly
controlled by local interneurons. We observed that GHSR constitutive activity
reduces local GABAergic transmission in horizontal mice brain slices, while it does
not affect the glutamatergic output of the dentate gyrus towards CA3.

In summary, in this thesis we aimed to study the effect of GHSR constitutive
activity on hippocampal presynaptic Cay currents and synaptic transmission in
neurons from the hippocampus, a brain area with restricted ghrelin access. The
effect of GHSR constitutive activity and its selectivity towards GABAergic
transmission relying on Cay2.2 could be of high relevance in hippocampal-
dependent physiological processes, in which GABA modulation has recently gained

attention.

10



Publicaciones

Los resultados de esta tesis doctoral forman parte de las siguientes

publicaciones:

GHSR constitutive activity impairs voltage-gated calcium channel (Cay)-
dependent inhibitory neurotransmission in hippocampal neurons.

Martinez Damonte Valentina, Rodriguez Silvia Susana and Raingo Jesica.

J Physiol. 2018 Nov; 596(22):5415-5428. doi: 10.1113/JP276256. Epub 2018
Oct 14.

PMID: 30199095

Constitutive activity of the Ghrelin receptor reduces surface expression of
voltage-gated Ca** channels in a CayB-dependent manner.

Mustafa ER, Lépez Soto EJ, Martinez Damonte V, Rodriguez SS, Lipscombe
D, Raingo J.BN- J Cell Sci. 2017 Nov 15; 130(22):3907-3917. doi:
10.1242/jcs.207886. Epub 2017 Oct 16.

PMID: 29038230

Constitutive and ghrelin-dependent GHSR activation impairs Cay2.1 and
Cay2.2 currents in hypothalamic neurons.

Lopez Soto EJ, Agosti F, Cabral A, Mustafa ER, Damonte VM, Gandini MA,
Rodriguez S, Castrogiovanni D, Felix R, Perellé6 M, Raingo J.

J Gen Physiol. 2015 Sep;146(3):205-19. doi: 10.1085/jgp.201511383. Epub
2015 Aug 17.

PMID: 26283199

11


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29038230
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29038230
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29038230
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29038230

Introduccién

«Yo diria [...] que la ciencia esta mucho mas cerca de la poesia que de la realidad,
que su funcién en el organismo de nuestra vida se parece mucho a la del arte. Sin
duda, en comparacion con una novela, la ciencia parece la realidad misma. Pero en
comparacion con la realidad auténtica se advierte lo que la ciencia tiene de novela,

de fantasia, de construccion mental, de edificio imaginario.»

-José Ortega y Gasset, Ideas y creencias
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Introduccion

Cay: canales de calcio operados por voltaje

Los canales de calcio operados por voltaje (Cay) son proteinas de membrana
que se expresan en la mayoria de las células excitables en las que permiten el
paso selectivo de iones calcio a través de la membrana plasmatica. Los Cay se
abren en respuesta a despolarizaciones transduciendo cambios en el potencial de
membrana en rapidos aumentos locales de la concentracién intracelular de calcio.
Debido al rol central del ion calcio en las cascadas de sefalizacion, estos
incrementos locales desencadenan una amplia gama de respuestas fisioldgicas,
como la secrecion hormonal, la contraccion muscular y la transmision sinaptica.

Los Cay son complejos heterotriméricos formados por una subunidad principal
Cayay y por las subunidades auxiliares regulatorias Cayf y Cayazd (Simms y
Zamponi, 2012; Felix et al., 2013; Dolphin, 2016). La subunidad Caya determina las
propiedades generales de los Cay, ya que posee los elementos basicos para su
funcionamiento, como el sensor de voltaje y el poro selectivo para el ion calcio. Los
Cay han sido clasificados segun las distintas subunidades Caya que los componen.
Se conocen diez genes que codifican para la subunidad principal de los Cay en
vertebrados que se agrupan en las familias Cay1, Cay2 y Cay3 (Ertel et al., 2000).
Las propiedades biofisicas de cada subtipo son diferentes, permitiendo que estos
canales tengan funciones especificas (Dolphin, 2012). Ademas, los distintos
subtipos de Cay son sensibles a diferentes toxinas naturales especificas, las cuales
permiten identificar la participacion de sus corrientes en los distintos procesos
celulares. Las subunidades Cayf y Caya.d poseen roles importantes en la
modulacién de los Cay. A diferencia de los Cay3, los Cay1 y Cay2 se expresan
generalmente junto a las subunidades auxiliares, las cuales promueven el trafico de
la subunidad principal desde el reticulo endoplasmatico hacia la membrana y la
estabilidad en la misma (Dolphin, 2012), modificando ademas las propiedades
cinéticas y su regulacion por segundos mensajeros. A su vez existen varios
subtipos de las subunidades auxiliares CayB y Caya2d0 que modifican
diferencialmente a los Cay.

En las neuronas, las funciones de cada subtipo de Cay son muy variadas y
dependen de su localizacion subcelular. Asi, los Cay pueden modular la actividad
eléctrica en el axén (Cay3) (Molineux et al., 2006), la transcripcion dependiente de

calcio en el soma (Cay1.2 y Cay1.3) (Wheeler et al.,, 2008), o la liberacion de
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Introduccion

neurotransmisores desde las terminales (Cay2.1, Cay2.2 y Cay2.3) (Dunlap et al.,
1995; Catterall y Few, 2008; Pan y Zucker, 2009). Los Cay presinapticos (Cay2)
permiten el acoplamiento entre la despolarizacién de la membrana plasmatica
producto de la llegada de potenciales de accién a la terminal presinaptica y el influjo
de calcio que conduce a la liberaciéon de neurotransmisores (Mochida, 2018). El
calcio que ingresa se une a distintas proteinas sensoras especificas disparando la
fusién de la membrana de las vesiculas sinapticas con la membrana plasmatica y la
consecuente liberacion de neurotransmisores. En particular, estos Cay se activan a
potenciales cercanos a cero y son sensibles a las toxinas naturales especificas w-
agatoxina IVA (Cay2.1) y w-conotoxina GVIA (Cay2.2) mientras para Cay2.3 no

existen toxinas especificas.

Cay y sinapsis

La sinapsis constituye la unidad funcional que permite la comunicacion entre
las neuronas. Es una estructura asimétrica muy especializada en la que los
neurotransmisores liberados de la terminal presinaptica al espacio intersinaptico se
unen a receptores de la neurona postsinaptica (Sudhof, 2014). Aunque todas
operan bajo el mismo principio basico, caracterizado por la rapidez y la precision de
los pasos involucrados en la transmision de la sefial, las sinapsis difieren
profundamente entre si en propiedades como la fuerza, la plasticidad y el grado de
sincronia con el disparo de potenciales de accion (Scimemi y Diamond, 2013).
Dado el rol central del calcio en la neurotransmisioén, la distribucion de los Cay en la
terminal presinaptica y su grado de proximidad con los sitios de liberacion de
neurotransmisores, asi como la identidad y contribucion de los distintos subtipos al
ingreso de calcio inciden fuertemente en las propiedades de la sinapsis (Nakamura
et al., 2015; Stanley, 2016). La cercania de los Cay2 a las vesiculas listas para ser
liberadas modifica la velocidad de deteccion del incremento local de calcio por las
proteinas sensoras localizadas en la membrana de las vesiculas. Por lo tanto, la
distancia entre los Cay2 y las vesiculas sinapticas, que puede estar en el rango de
los nanémetros (nanodominio) a micrometros (microdominio), modifica el grado de
acoplamiento entre los potenciales de accion y la liberacion de neurotransmisores
desde un nivel muy estrecho de asociacién hasta uno mas débil (Stanley, 2016). Se

ha descripto que este grado de acoplamiento varia con el subtipo de Cay2. En
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Introduccion

varias sinapsis donde el acoplamiento es fuerte se encontré que los Cay2.1 median
mayoritariamente la liberacion de neurotransmisor (Wu y Saggau, 1994; Mintz et al.,
1995; Reid et al., 1998; Wu et al., 1999). Los subtipos de Cay2 en la presinapsis
también contribuyen a la variabilidad entre las sinapsis por sus propiedades
biofisicas particulares y su sensibilidad diferencial a moduladores (Stanley, 2015).
En este contexto se ha encontrado cierta correlacién entre el tipo de sinapsis y la
identidad de los Cay que gobierna la neurotransmision. Asi, las sinapsis excitatorias
suelen depender de ambos subtipos, Cay2.2 y los Cay2.1, en distinta medida
(Luebke et al., 1993; Takahashi y Momiyama, 1993; Regehr y Mintz, 1994; Wheeler
etal.,, 1994), aunque Cay2.3 y Cay1.2 pueden estar también involucrados en
algunas circunstancias (Jensen y Mody, 2001; Dietrich et al., 2003). En cambio, las
sinapsis GABAérgicas tienden a utilizar mayoritariamente un subtipo u otro de Cay2
(Poncer et al., 1997; Brager et al., 2003); aunque algunas sinapsis inicialmente
expresan ambos subtipos de Cay2 para depender luego solo de Cay2.1 a medida
que maduran (Rosato-Siri et al., 2002).

Asi, la identidad de los Cay que median la transmision, sus particularidades y
la distancia de éstos a las proteinas sensoras de calcio constituyen factores
determinantes para la velocidad y eficacia de la transmisién sinaptica, por lo que la

regulacion de los Cay es critica para la neurotransmision.

Regulacién de Cay

Los mecanismos de regulaciéon de Cay2 incluyen la modulacion de las
propiedades intrinsecas de los Cay por el voltaje o por el propio calcio, la accién de
las subunidades auxiliares, la unioén directa de proteinas sinapticas y la regulacién
por cascadas activadas por receptores acoplados a proteina G (GPCR, de la sigla
en inglés para G protein-coupled receptor). La inactivacion dependiente de voltaje y
la dependiente de calcio son mecanismos de control que inactivan los Cay luego de
ser activados para que los cambios en la concentracion de calcio sean acotados en
el tiempo (Catterall, 2000; Budde et al., 2002; Christel y Lee, 2012). Cuando una
despolarizacion es sostenida en el tiempo, los Cay se inactivan provocando una
disminucién del ingreso de calcio, mientras que el propio flujo de calcio inactiva los
Cay2 de manera dependiente de calmodulina (Christel y Lee, 2012). Ambos

mecanismos de inactivacion evitan que la sefal de calcio se prolongue en el tiempo
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Introduccion

permitiendo que la neurona sea sensible a la llegada de un nuevo estimulo
despolarizante en intervalos de tiempo cortos. Ademas, las subunidades auxiliares
modulan la cinética de activacién, inactivacion y desactivacién (Campiglio y Flucher,
2015) en forma particular para cada subtipo de Cay (Bichet et al., 2000; Stotz y
Zamponi, 2001; Fang y Colecraft, 2011). Por otro lado, la interacciéon con proteinas
sinapticas presentes en las vesiculas también regula la actividad de los Cay2, como
es el caso de sintaxina 1, cuya interaccion con Cay2.1 o Cay2.2 disminuye la
probabilidad de apertura de estos Cay (Jarvis y Zamponi, 2001). Una de las formas
mas eficientes de regular los Cay es a través de la actividad de GPCRs debido a la
alta sensibilidad de los Cay a éstos (Currie, 2010), en particular la del subtipo
Cay2.2 (Colecraft et al., 2000; Agler et al., 2003). Este es un mecanismo compartido
por una gran variedad de moduladores, que funcionan como agonistas especificos
de los GPCRs, entre los que se encuentran los propios neurotransmisores (Hille,
1994; Currie, 2010). En el apartado siguiente abordamos los detalles de esta

modulacion que constituyen el nucleo de estudio de esta tesis.

La regulacién de Cay por receptores acoplados a proteina G

La activacion candnica de los GPCRs ocurre por la unidon de agonistas en el
lado extracelular. No obstante, muchos GPCRs poseen la capacidad de adquirir un
estado conformacional activo de manera independiente de ligando conocido como
actividad constitutiva (Bond y IJzerman, 2006). En sus estados activos los GPCRs
sefalizan a través de proteinas G conformadas por la subunidad principal Ga y la
subunidad GRy. Estas proteinas poseen actividad GTPasa, la cual es crucial para
su funcidén ya que se encuentran activas cuando poseen guanosin trifosfato (GTP,
de la sigla en inglés para guanosine triphosphate) en su estructura, e inactivas
cuando se trata de guanosin difosfato (GDP, de la sigla en inglés para guanosine
diphosphate). Los GPCRs pueden estar acoplados a uno o mas tipos de proteinas
G, las cuales cuando se activan liberan la subunidad GBy y permiten que Ga
desencadene la amplificacion de vias de sefalizacion. Los GPCRs regulan los
Cay2 generalmente en forma negativa, lo que conlleva una reduccion de la
liberacion de neurotransmisores (Catterall y Few, 2008; Zamponi y Currie, 2013). El
mecanismo mejor descripto de inhibicion de los Cay requiere la interaccioén fisica

entre GBy libre y los Cay2 (lkeda, 1996). Esta inhibicion de la corriente Cay es
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dependiente del voltaje, ya que la unién Gpy-Cay2 es removida por la
despolarizacién de la membrana (Jeong y lkeda, 2000). En cambio, la modulacién
de Cay a través de las proteinas Ga ha sido menos explorada. Se sabe que esta
inhibicion es independiente del voltaje, implica una amplificacion de sefial por
segundos mensajeros y puede involucrar cambios en los niveles de fosforilacion de
los Cay (Raingo et al., 2007) o en su densidad en membrana (Beedle et al., 2004;
Zamponi y Currie, 2013). Las caracteristicas de esta inhibicibn dependen de la
identidad de la subunidad de la proteina G involucrada. Existen distintos genes que
codifican para la subunidad Ga, las cuales se clasifican en tres familias principales:
Gs, Gi/o, y Gq. Esta inhibicion es mas lenta que la inhibicion mediada por GBy
debido a que involucra distintos pasos en las cascadas de sefalizacion. Las vias
mejor descriptas para esta inhibicidon son aquellas activadas por GPCRs acoplados
a Gq, que implican la deplecion de fosfatidilinositol difosfato en la membrana por
activacion de fosfolipasa C (Suh et al., 2010), la activacion de proteina quinasa C
(PKC) vy la sintesis de acido araquidénico (Delmas etal., 2005). Aunque el
mecanismo clasico por el que los GPCRs acoplados a Gi/o actuan sobre los Cay es
la inhibicion dependiente del voltaje por GBy, estos receptores también pueden
inhibir algunas formas de corte y empalme de Cay2.2 de manera independiente del
voltaje a través de activacion de tirosina quinasa por Ga (Raingo et al., 2007). Los
GPCRs pueden promover la remocion de los Cay de la membrana plasmatica por
internalizacion del Cay o del complejo Ca,-GPCR a través de mecanismos
dependientes o no de proteina G (Simms y Zamponi, 2012). En esta tesis
estudiamos la modulacién de los Cay por un GPCR en particular, el receptor de

ghrelina.

GHSR: el receptor de ghrelina

GHSR (de la sigla en inglés para growth hormone secretagogue receptor) es
el GPCR especifico de la hormona ghrelina. Esta codificado por un unico gen que
se expresa mayoritariamente en el sistema nervioso, particularmente en el
hipotalamo, aunque también se ha reportado su expresion en otras zonas donde no
se conoce su funcién en detalle, como la glandula pituitaria, el sistema
cardiovascular y el pancreas (Petersenn et al., 2001). El corte y empalme del

ARNm primario para GHSR da lugar a dos isoformas del receptor: GHSR1a,
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codificada por dos exones, y GHSR1b, codificada por un Unico exén. La isoforma
de este receptor con la que trabajamos es GHSR1a (en esta tesis, GHSR), la unica
para la cual se identifico la proteina nativa funcional (Kojima, 1999; Callaghan y
Furness, 2014). GHSR posee dos propiedades que lo caracterizan como un GPCR
particular: activa multiples cascadas de sefializacién y posee una elevada actividad
constitutiva. GHSR ha sido tradicionalmente descripto como un GqPCR, ya que la
activacion de GHSR desencadena a su vez la activacion de proteina Gq y de las
cascadas intracelulares correspondientes, incluyendo el aumento transitorio de la
concentracion intracelular de inositol trifosfato, de calcio y de la actividad de PKC
(Howard etal., 1996; Holst etal., 2003; Holliday etal., 2007). No obstante,
recientemente se ha descripto que GHSR también puede acoplarse a las proteinas
Gi/o y G12/13, asi como también a vias independientes de proteina G, como la que
recluta B-arrestina (Bennett et al., 2009; Evron, Sean M Peterson, et al., 2014). En
este sentido, recientemente hemos demostrado que una forma de modulacién de
Cay2 no depende de Gq, sino de Gi/o (Lépez Soto et al., 2015). En cuanto a la
segunda propiedad, si bien la mayoria de los GPCRs poseen algun porcentaje de
actividad constitutiva, ésta es en general muy baja. La actividad constitutiva se
observa cuando los GPCRs adquieren espontaneamente un estado conformacional
activo en ausencia de agonista, que es distinto a los estados activos en presencia
de agonista (Mary et al., 2012). En el caso de GHSR esta actividad es la mas alta
conocida para un GPCR, alcanzando, para la activacion de Gq, el 50 % de su
maxima actividad dada por una dosis saturante de ghrelina (Holst et al., 2007). La
actividad constitutiva de GHSR es muy superior a la del GPCR con mayor
homologia respecto a GHSR, el receptor de motilina (Holst etal., 2003), y
comparable con la de uno de los GPCR con actividad constitutiva mejor
caracterizado, el receptor viral ORF74 (Rosenkilde et al., 1999). Una herramienta
muy util para el estudio de la actividad constitutiva de GHSR es un mutante natural
puntual (GHSRA204E) en humanos que posee una sustitucion de alanina por
glutamato en una regidn extracelular del receptor, generando que la variante
GHSRAZ204E carezca por completo de actividad constitutiva (Pantel et al., 2006).
Por otro lado, la union de algunos ligandos, denominados agonistas inversos,
desplazan el equilibrio desde el estado conformacional activo basal hacia un estado
inactivo, disminuyendo el grado de actividad constitutiva de los GPCRs (Strange,

2002). En general, los agonistas inversos poseen sitios de union diferentes de los
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agonistas y muchas veces funcionan ademas como antagonistas. En cuanto a
GHSR, existe un péptido sintético denominado analogo de la sustancia P (del inglés
para [D-Arg1,D-Phe5,D-Trp7,9,Leu11]-substance P analogue, SPA) que funciona
como un potente agonista inverso (Holst et al., 2006). Sin embargo, este péptido
también actia como antagonista de baja eficiencia y posee otros blancos
neuronales que lo invalidan como herramienta experimental en sistemas nativos.
Recientemente se ha reportado el hallazgo de un antagonista natural de ghrelina
(Ge et al., 2018) que también posee cierto comportamiento como agonista inverso
(M'Kadmi et al., 2018) denominado LEAP2 (de la sigla en inglés para liver-
expressed antimicrobial peptide 2), el cual esta actualmente bajo intenso estudio.
Estos comportamientos duales no son excepcionales ya que muchos ligandos
sintéticos de GHSR tampoco funcionan estrictamente como agonistas, antagonistas
0 agonistas inversos sino que poseen caracteristicas mixtas dependiendo de las
vias que activan o inhiben, evidenciando la complejidad del funcionamiento de
GHSR (Ramirez et al., 2018).

La activacion de GHSR por su ligando endégeno ghrelina, una hormona
peptidica secretada por células endocrinas del tracto digestivo, ejerce un potente
efecto orexigénico a nivel central (Kojima, 1999). Cuando el estdmago esta vacio se
produce la secrecion de ghrelina hacia el torrente sanguineo, por el cual circula
hasta alcanzar el hipotalamo a través de capilares fenestrados de los dérganos
circunventriculares. Su accion resulta en un rapido aumento del apetito como
consecuencia de la estimulacién de las neuronas NPY/AGRP del nucleo arcuato del
hipotalamo (Perello et al., 2012). Pese a que GHSR se encuentra expresado en
otras areas del cerebro, ghrelina no puede atravesar libremente la barrera
hematoencefalica, de modo que solo algunos nucleos son sensibles a los niveles
de ghrelina en sangre (Cabral etal., 2015; Abizaid y Edwards, 2017; Cabral,
Cornejo, etal., 2017). Otro punto de acceso de ghrelina a los nucleos
extrahipotalamicos podria ser la barrera sangre-liquido cefalorraquideo a través de
los plexos coroideos o los tanicitos hipotalamicos, células ependimarias
especializadas a las que se les ha atribuido un rol de transporte de sustancias entre
el tercer ventriculo y la eminencia media. También se ha planteado la posibilidad de
que esta hormona se sintetice a nivel central pero los datos al respecto son
controversiales (Cabral, Lopez Soto, et al., 2017). Actualmente existe consenso en

que, de ocurrir, la sintesis local genera cantidades insignificantes de ghrelina en el
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sistema nervioso central del ratdén o la rata y que las neuronas que expresan GHSR
no reciben sinapsis de neuronas inmunoreactivas para ghrelina (Furness et al.,
2011). De esta manera, la falta de accesibilidad de ghrelina a aquellas zonas donde
no se registra su presencia pero si la de su receptor, como el hipocampo,
incrementa la relevancia de la caracteristica distintiva de GHSR, su alta actividad

constitutiva.

GHSR en el circuito hipocampal

El hipocampo esta constituido por un circuito neuronal glutamatérgico
principal, en el que la informacion fluye de manera unidireccional desde las células
granulares del giro dentado (GD), cuyos axones envian proyecciones a neuronas
piramidales en la region 3 del cuerno de Ammon (CA3) y estas a su vez forman
sinapsis con las neuronas piramidales de la region 1 del cuerno de Ammon (CA1).
Este circuito trisinaptico estd a su vez influenciado por multiples interneuronas
inhibitorias (Maccaferri y Lacaille, 2003; Houser, 2007; Mann y Paulsen, 2007). A
pesar de que esta area se encuentra alejada de los sitios por los que ghrelina
accede al cerebro, GHSR esta ampliamente expresado en el hipocampo,
particularmente en el GD (Zigman et al., 2006; Cabral et al., 2013; Mani et al., 2014,
2017) donde la aplicacién de ghrelina exdgena modula comportamientos vinculados
al valor hedodnico de los alimentos, la respuesta al estrés, la memoria espacial y el
aprendizaje (Diano et al., 2006; Atcha et al., 2009; Carlini et al., 2010; Chen et al.,
2011; Davis et al., 2011; Wang et al., 2013; Cahill et al., 2014; Zhao et al., 2014;
Kanoski y Grill, 2015; Kent etal.,, 2015; Hsu etal., 2016). Los mecanismos
vinculados a estas modulaciones del comportamiento incluyen la formacion de
espinas dendriticas, el desarrollo de potenciacién a largo plazo (Diano et al., 2006),
y la regulacion positiva de los receptores glutamatérgicos AMPA y NMDA (Cuellar y
Isokawa, 2011; Ribeiro et al., 2014; Ghersi et al., 2015). Si bien estos trabajos han
contribuido al conocimiento sobre el funcionamiento de GHSR, es dificil proyectar
un efecto fisioldégico considerando la ausencia de ghrelina en el hipocampo. En este
contexto, nosotros planteamos la posibilidad de que la actividad constitutiva de
GHSR sea fisiologicamente relevante en esta area. Existen evidencias que apoyan
nuestra hipotesis, entre ellas un estudio reciente que ha demostrado que los

ratones deficientes en GHSR presentan neurogénesis disminuida y una menor
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densidad de espinas sinapticas en el GD en comparacién con ratones salvajes,
asociandose estos efectos con un déficit cognitivo durante la realizacion de

diversas tareas (Hornsby et al., 2016).
En base a estos antecedentes en esta tesis indagamos los mecanismos y los

efectos de la actividad constitutiva de GHSR en el hipocampo enfocandonos en un

blanco corriente de la actividad de los GPCRs: los Cay
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Objetivos

Este trabajo tiene como objetivo general estudiar el efecto de la actividad
constitutiva del receptor de ghrelina, GHSR, sobre la actividad de los canales de
calcio presinapticos operados por voltaje tipo Cay2.1 y Cay2.2 y su impacto en la
neurotransmision hipocampal.

Basados en los antecedentes ya detallados proponemos completar los

siguientes objetivos especificos:

1- Estudiar el efecto de la actividad constitutiva de GHSR sobre las corrientes
de calcio nativas de neuronas hipocampales.

1a- Estudiar el efecto de la actividad constitutiva de GHSR sobre las corrientes
de calcio totales en neuronas hipocampales en cultivo y determinar cual es la
contribucién de los subtipos Cay2.1 y Cay2.2 a la corriente modulada.

1b- Estudiar si la inhibicion de Cay2.1 y Cay2.2 por la actividad constitutiva de
GHSR involucra la disminucion de la densidad de Cay2.1 y Cay2.2 en la membrana

plasmatica en células HEK293T transfectadas

2- Determinar el impacto de la actividad constitutiva de GHSR sobre la
transmisién sinaptica en el circuito hipocampal.

2a- Estudiar el efecto de la actividad constitutiva de GHSR sobre la
neurotransmision en neuronas hipocampales en cultivo.

2b- Estudiar el efecto de la actividad constitutiva de GHSR sobre la
neurotransmision en el circuito hipocampal (células granulares del GD y neuronas

piramidales de CA3) en rebanadas de cerebro de raton.
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1. Modelos experimentales

1.1. Células HEK293T

Como modelo de célula eucariota utilizamos la linea celular HEK293T,
derivada de la linea HEK293 (de la sigla en inglés para human embryo kidney 293).
Esta linea celular fue establecida mediante la transformacion con adenovirus de un
cultivo de células de rifidon humano embrionario. Esta variante posee el gen sensible
a la temperatura para el antigeno T del virus SV40 y constituye una linea celular
altamente transfectable y de uso frecuente para la expresion de proteinas
heterdlogas (Lin et al., 2014).

1.1.1. Cultivo de linea celular

Cultivamos las células HEK293T rutinariamente en botellas T25 (NEST
Biotechnology Co., cat#707003, Jiangsu, China) en Dulbecco’s modified Eagle
medium (DMEM, Laboratorios Microvet, cat#P3030, Buenos Aires, Argentina)
suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB, cat#1650-01, Internegocios,
Mercedes, Buenos Aires, Argentina). Mantuvimos las botellas en una estufa de
cultivo a 37 °C, en atmésfera con 5 % de CO;, y 95 % de aire. Para el repique y los
subcultivos, retiramos el medio de cultivo de las botellas y agregamos 3 ml de
solucion citrico salina conteniendo (en mM): 171,2 KCI y 17 Na3zCsHs07. Luego
monitoreamos el desprendimiento de las mismas durante 5 min. Una vez logrado el
desprendimiento de la monocapa celular, disgregamos las células por pipeteo. Para
el mantenimiento del cultivo celular en botellas T25 agregamos 0,5 ml de la
suspension celular en un volumen final de 5 ml de medio completo. Para los
subcultivos en placa de 35 mm agregamos 0,3 ml de la suspension celular por
placa de cultivo de 35 mm, en un volumen final de 2,5 ml de DMEM + 10 % SFB.
Incubamos estas placas en las mismas condiciones que las descriptas para las

botellas.

1.2. Animales

Los animales de laboratorio que utilizamos para realizar experimentos en esta
tesis doctoral fueron manipulados rutinariamente en forma semejante a la mayoria de
los laboratorios nacionales e internacionales que abordan una tematica de estudio

similar. Realizamos el presente estudio con la autorizacion del comité de ética del
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IMBICE, en estricta conformidad con las recomendaciones de la Guia para el
Cuidado y Uso de animales de laboratorio de los Institutos Nacionales de Salud,
EE.UU., e intentando minimizar el sufrimiento animal en cuanto fue posible.
(Expediente del Comité de Etica: 03-09-16 - “Caracterizacion de la modulacién de los

canales de calcio por receptores acoplados a proteina G”).

1.2.1. Origen y fuente de los animales

Llevamos a cabo este trabajo con animales C57BL/6 salvajes y deficientes en el
receptor de ghrelina, que no expresan este receptor (Zigman et al., 2005) derivados
de cruzas entre animales heterocigotas retrocruzados por mas de diez generaciones.
Criamos ratones de ambos sexos en el IMBICE bajo un ciclo de luz/oscuridad de 12
horas en una sala con temperatura constante (22 + 2 °C) con acceso a agua y
alimento ad libitum. Para el genotipado de los animales, realizamos una amplificacion
por la reacciéon de la polimerasa en cadena (de la sigla en inglés para polimerase
chain reaction, PCR) de secuencias especificas utilizando como molde ADN extraido

de la cola de los ratones.

1.2.2. Extraccion de ADN

Cortamos fragmentos de ~2 mm de las colas de los ratones o embriones a
genotipar y los colocamos en tubos eppendorf de 0,1 ml. Ahadimos 75 ul de una
solucion de NaOH 25 mM/ EDTA 0,2 mM. Colocamos los tubos en un ciclador
BioRad (T7100™ Thermal Cycler, Tecnolab, Buenos Aires, Argentina) y los
sometimos a un ciclo de 1 h (95 °C 45 min, 4 °C 15 min). Al finalizar este tiempo,
anadimos a cada tubo 75 pl de una soluciéon de Tris/HCI 40 mM pH 5,5.
Transvasamos el contenido de cada tubo a otro nuevo para eliminar restos de

tejido, y los conservamos a -20 °C hasta que lo utilizamos para la genotipificacion.

1.2.3. Genotipificacion de ratones salvajes y deficientes en GHSR.

Realizamos dos PCRs para cada ratén o embrién, una que amplifica el gen de
GHSR vy otra que amplifica el cassette TBC (de la sigla en inglés para transcription
blocking cassette), que interrumpe el gen GHSR en los animales deficientes en
GHSR. La amplificacion de una banda en la primera PCR y ninguna en la segunda,
indica que el ratdbn es homocigota para el genotipo salvaje; en cambio, la

amplificacion de una banda en cada PCR indica que el raton es heterocigota para
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GHSR; mientras que una banda sélo en la segunda PCR sefiala que el raton es
homocigota deficiente en GHSR. Indicamos a continuacion los cebadores utilizados
para cada reaccion y el tamano de banda que se obtiene en cada una:

-PCR1: banda de 184 pb

“Forward WT” 5’- GAGTGACAGGTAAGTGAGTGCG -3’

“‘Reverse WT” 5’- GTGCGAACATTAGCGATGAAAGG -3’

-PCR2: banda de 175 pb

“Forward TBC” 5- AAGAGCTACAGGAAGGCAGGTCA -3’

“‘Reverse TBC” 5- CCACTGCACGTCTCTCCCTATTT -3

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

2. Biologia molecular

2.1. Obtencion de clones para transfeccion

2.1.1. Cepa bacteriana

Para la amplificacion de plasmidos empleamos la cepa bacteriana DH5a de la
bacteria Escherichia coli. Esta cepa se caracteriza por su eficiencia de
transformacion con ADN no metilado (hsdR), la ausencia de actividad de
endonucleasa inespecifica | (endA1) -que permite preparaciones de plasmidos de
buena calidad- la resistencia a los fagos T1 (fhuA2) y la actividad de recombinacion
disminuida (recA1) -que incrementa la estabilidad de los insertos-. Esta cepa es

ademas sensible a ampicilina y kanamicina.
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2.1.2. Preparacion de bacterias competentes

Para obtener bacterias competentes seguimos los pasos del método Inoue,
para lo cual partimos de una reserva de la cepa DH5a de Escherichia coli,
sembrando una anzada en forma estéril sobre una placa de medio Luria Bertani
(LB, en %: 1,5 agar-agar,1 triptona, 0,5 extracto de levadura y 1 NaCl en agua
milliQ) sin antibidtico (ATB), que incubamos a 37 °C toda la noche. A la mafana
siguiente tomamos una colonia y la transferimos a 5 ml de medio LB, e incubamos
entre 6-8 h a 37 °C con agitacion. Con este cultivo inoculamos tres recipientes con
medio, cada uno conteniendo 100 ml de LB sin ATB. El primero recibié 4 ml de
cultivo, el segundo 1,6 ml y el tercero 0,8 ml. Incubamos los frascos toda la noche a
18 °C. Al dia siguiente realizamos lecturas de densidad optica a 600 nm hasta la
obtencion de un valor de 0,55 A en alguno de los tres cultivos. Transferimos este
ultimo a un bafo de hielo durante 10 min, y descartamos los otros dos.
Transcurridos los 10 min, realizamos una centrifugacion a 4000 r.p.m. por 10 min a
4 °C para precipitar las células, descartamos el sobrenadante, dejamos secar el
pellet durante 2 min y luego resuspendimos las células en 32 ml del buffer Inoue
(en mM: 55 MnCl,.4 H,0, 15 CaCl,.2H,0, 250 KCI, 10 PIPES pH 6,7) previamente
enfriado. Repetimos la centrifugacion y el secado y resuspendimos las células en 8
ml buffer Inoue al que afiadimos 0,64 ml de dimetilsulféxido. Por ultimo, separamos
esta suspension en alicuotas de 200 ul y las conservamos a -70 °C hasta su
utilizacion.

2.1.3. Transformacion de bacterias competentes con ADN plasmidico

Para realizar la transformacion de las bacterias competentes seguimos el
protocolo descripto por (Cohen, 1974). Para ello adicionamos 50 ng de ADN
plasmidico a 200 pl de la suspension de bacterias competentes e incubamos la
mezcla en hielo durante 30 min. Luego, la transferimos a un bafio de agua a 42 °C
para realizar un choque térmico de 45 s de duracion. Inmediatamente después,
colocamos el tubo en hielo, agregamos 800 ul de medio SOC e incubamos 40 min a
37 °C. Luego de la incubacion, sembramos las bacterias en placas de agar LB con
el antibidtico de selecciéon adecuado e incubamos a 37 °C durante una noche para
permitir el desarrollo de colonias transformantes.

2.1.4. Preparacion de ADN plasmidico a mediana escala (midiprep)

Inoculamos 200 ml de medio LB conteniendo la concentracion adecuada del

antibidtico de seleccion correspondiente con 0,5 ml de un cultivo primario de las
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bacterias que contenian el plasmido de interés, e incubamos el cultivo durante 12-
16 h a 37 °C con agitacion enérgica. Transcurrido ese tiempo, centrifugamos el
cultivo durante 30 min a 4000 r.p.m. a 4 °C para separar las bacterias. Realizamos
la obtencion del ADN plasmidico utilizando un kit comercial (QIAfilter® Plasmid Midi
Kit cat# 12145, Massachusetts, EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.1.5. Cuantificacion de ADN

Para la cuantificacién de muestras de ADN medimos la absorbancia a 260 nm
en el espectrofotometro NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific Inc., Delaware,
EE.UU.), siguiendo las especificaciones del fabricante. Como parametro de calidad
del ADN utilizamos las relaciones de absorbancia 260/280 y 260/230.

3. Expresion heterdéloga

3.1. Transfecciones transientes en células HEK293T en cultivo

Para la transfeccién transitoria de los distintos plasmidos utilizamos liposomas
cationicos comerciales (Lipofectamine 2000, Invitrogen® cat#11668-019,
Massachusetts, EE.UU.), el ADN de interés clonado en un vector de expresion
eucariota y células HEK293T crecidas al ~80-90 % de confluencia en placas de
cultivo de 35 mm. Utilizamos una mezcla de transfeccion siguiendo las
instrucciones del proveedor utilizando una relacién ADN/reactivo de transfeccién

1:2. Incubamos las células transfectadas 24-48 h.

3.2. Transduccién de cultivos neuronales hipocampales primarios con
particulas lentivirales

3.2.1. Produccién de particulas lentivirales

Utilizamos vectores lentivirales de tercera generacion con bioseguridad
incrementada (Tiscornia et al., 2006). Adicionalmente, ya que el virus del cual
derivan es un patégeno humano (virus de la inmunodeficiencia humana), durante la
realizacion de los experimentos que involucraron la produccion de lentivirus
seguimos estrictamente las normas de bioseguridad recomendadas por la American
Biological Safety Association.

Subcultivamos células HEK293T en medio DMEM + 10 % SFB hasta alcanzar
un 80 % de confluencia. Al dia 1 de obtenido el cultivo neuronal (dia in vitro, DIV),

sembramos las células HEK293T en placas de 100 mm de diametro. Al DIV 2, las
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cotransfectamos con los plasmidos codificantes para un sistema de lentivirus de
tercera generacion usando Lipofectamine 2000 (Invitrogen®). Una hora antes de la
transfeccion reemplazamos el medio de cultivo. Para la transfecciéon de una placa
utilizamos un total de 20 pg de plasmidos: 3,5 ug del plasmido de envoltura pCMV-
VSV-G, 6,5 ug de los plasmidos de empaquetamiento pMDLg /pRRE (4 ug), pRSV-
Rev (2,5 pg) (provistos gentilmente por el Dr. Ege Kavalali, Universidad de Texas,
EE.UU.) y 10 ug del vector de transferencia conteniendo GHSR (FU-GHSR-YFP-W)
o un mutante natural sin actividad constitutiva, GHSRA204E (FU-GHSR-A204E-
YFP-W), subclonados en nuestro laboratorio. Luego de la transfeccion, mantuvimos
las células en cultivo durante 48 h para permitir la produccion lentiviral. Para
infectar las neuronas con el medio propio del cultivo neuronal, reemplazamos el
medio de cultivo de las HEK293T por medio condicionado, el cual recolectamos el
DIV 4, centrifugamos a 750-1000 r.p.m. y filtramos con filtros de 0,22 ym de tamano
de poro.

3.2.2. Infeccién de cultivos neuronales

A continuacion, recolectamos el medio con los vectores lentivirales producidos
y centrifugamos durante 10 min a temperatura ambiente a 1000 r.p.m. El DIV 5,
filtramos el sobrenadante con filtros de 0,45 ym de tamafio de poro y usamos 500
ul de este filtrado para infectar cada pocillo conteniendo el cultivo primario
reemplazando el medio de cultivo durante 4 h. Conservamos el medio original del
cultivo neuronal durante esas 4 h a 37 °C en una atmosfera con 95 % airey 5 %
CO;, para reemplazarlo por el medio con los vectores lentivirales cumplido el tiempo

de infeccion.

4. Técnicas de Imagenes

4.1. Analisis de la funcionalidad de Cay2.1-GFP y Ca\2.2-GFP

Para estudiar la distribucion subcelular de los Cay utilizamos quimeras de las
subunidades principales Cay2.1 y Cay2.2 unidas a la proteina verde fluorescente
GFP (Green Fluorescent Protein) (Cay2.1-GFP y Cay2.2-GFP), cuya funcionalidad
evaluamos mediante patch-clamp, obteniendo valores similares a los registrados en
nuestro laboratorio utilizando las versiones no fusionadas de estos Cay ((Lépez
Soto et al., 2015), Cay2.1-GFP: -47,0 £ 14,5 pA/pF, n = 9; Cay2.2-GFP: -51,8 + 12,3
pA/pF, n =5).
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4.2. Coloracion de la membrana plasmatica

Subcultivamos células HEK293T transfectadas en una placa de cultivo de 35
mm de diametro con medio de cultivo. Transcurridas 48 h post transfeccion,
retiramos la placa de la estufa y reemplazamos el medio de cultivo por una solucion
del marcador de membrana plasmatica (Cel/MaskTM Orange Plasma membrane
Stain (Cogger et al., 2010)). Por cada placa de cultivo de 35 mm de diametro
utilizamos 1 ml de solucion a 1 uyg/ml en medio de cultivo.

Mantuvimos las células en estufa a 37 °C 1 min, luego de lo cual retiramos la
solucion del marcador de membrana y enjuagamos tres veces con buffer fosfato
salino (en mM: 137 NaCl, 2,7 KCI, 10 Na;,HPO4 y 2 KH;POy4, pH 7,4 con HCI) a 37
°C 1 min. A continuacién retiramos todo el liquido y colocamos con delicadeza un
vidrio limpio de 22 x 22 mm sobre la placa. Observamos el preparado en un
microscopio optico Nikon DS-Ri1 con cubo-filtros B2A y G2A.

4.3. Adquisicion de microfotografias y analisis de imagenes

Para obtener imagenes de fluorescencia utilizamos un microscopio 6ptico de
fluorescencia Nikon Eclipse 50i, equipado con cubo-filtros B2A y G2A, una camara
Nikon DS-Ri1 de tipo RGB, y para el analisis de imagenes aplicamos el software
libre de FIJI. Medimos la intensidad de fluorescencia como “densidad integrada”. La
“‘densidad integrada” es la suma de los valores de intensidad de los pixeles en la
imagen o seleccidn de interés, y es equivalente al producto del area y el valor gris

medio.
5. Cultivos neuronales primarios de raton

5.1. Preparacion de vidrios estériles para cultivo

Colocamos vidrios circulares de 12 mm de diametro y espesor 0,13-0,17 mm.,
en un contenedor cerrado y realizamos enjuagues sucesivos de media hora
cubriendo todos los vidrios una vez con xileno, dos veces con acetona, una vez con
etanol 100 % y una ultima vez con etanol 70 %. Luego los separamos y los dejamos
secar en toallas de papel limpias en una cabina de flujo laminar. Colocamos los
cubreobjetos limpios y secos con una pinza en una caja de Petri cubierta con papel

absorbente y los esterilizamos. Posteriormente, 24 h antes de utilizarlos, realizamos
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un recubrimiento con poli-L-lisina (Sigma Aldrich, cat#P8920, Buenos Aires,
Argentina)) para mejorar la adhesion celular. Para ello, colocamos los vidrios
estériles en una placa de cultivo de 24 pocillos (Greiner Bio-One, cat#662-160,
Kirchdorf an der Krems, Austria), los cubrimos con una solucion de poli-L-lisina
durante 1 h. Luego los enjuagamos tres veces con agua milliQ estéril y los dejamos

secar en una cabina de flujo laminar.

5.2. Extraccion y cultivo de neuronas hipocampales de raton

Obtuvimos los cultivos primarios de hipocampo de ratones salvajes y
deficientes en el receptor de ghrelina entre los dias embrionarios E16-E18.
Realizamos la dislocacion cervical de un total de diecisiete hembras prefiadas para
remover rapidamente los embriones. Inmediatamente los colocamos en medio
Hank estéril y frio (Microvet, cat#L2005-500, Buenos Aires, Argentina) para la
posterior extraccion de los cerebros. Disecamos los hipocampos, los colocamos en
medio Hank estéril y los enjuagamos dos veces. Luego, disociamos las células a 37
°C durante 20 min con tripsina 0,25 mg/ml (Microvet, cat#L2700-100, Buenos Aires,
Argentina). A continuacion, afiadimos 300 pyl de SFB para detener la digestion
enzimatica y 50 pl de 0,28 mg/ml desoxirribonucleasa | de pancreas bovino (Sigma
Aldrich, cat#D5025, Buenos Aires, Argentina). Disgregamos mecanicamente las
células usando diferentes pipetas con puntas de diametros consecutivamente mas
pequefos. Sembramos alrededor de 70.000 células en vidrios de 12 mm de
diametro previamente tratados con poli-L-lisina. Incubamos las células a 37 °C en
una atmosfera controlada de 95 % aire y 5 % CO, con medio de cultivo DMEM
(Microvet, Buenos Aires, Argentina)/F12 1:1 suplementado con B27 (1:50, GIBCO,
cat#17504-044, Thermo Fisher Scientific, Buenos Aires, Argentina), 10 % SFB, 0,25
% glucosa, 2 mM glutamina (G/BCO), 3,3 pg/ml insulina (Novo Nordisk
Pharmaceutical Industries, Inc., Buenos Aires, Argentina), 40 ug/ml sulfato de
gentamicina (Richet, Buenos Aires, Argentina), y 1 % de solucién de vitamina
(Microvet, Buenos Aires, Argentina). El 4 DIV reemplazamos |la mitad del medio de
incubacion por medio fresco conteniendo Ara-C, [-d-arabifurandsido citosina
(Sigma Aldrich, cat# C1768, Buenos Aires, Argentina), para alcanzar una

concentracion final de 5 uM en cada pocillo.
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6. Rebanadas de hipocampo de ratéon

Anestesiamos ratones salvajes y deficientes en el receptor de ghrelina con
isofluorano (2 %) y los decapitamos inmediatamente. Extrajimos rapidamente los
cerebros y preparamos rebanadas de 300 pm conteniendo el hipocampo
(Bischofberger et al., 2006; Xiong et al., 2017) en una solucion enfriada con hielo y
burbujeada con carbégeno 95 % O, /5 % CO, conteniendo (en mM): 110 cloruro de
colina; 25 glucosa; 25 NaHCOs3; 7 MgCly; 11,6 acido ascérbico; 3,1 sodio piruvato;
2,5KCI; 1.25 NaH,POy; 0.5 CaCl,. Transferimos inmediatamente las rebanadas a
una camara de incubacioén conteniendo liquido cerebroespinal artificial (aCSF, de la
sigla en inglés para artificial cerebrospinal fluid) equilibrado con carbégeno 95 %
02/5 % CO; conteniendo (en mM): 124 NaCl; 26,2 NaHCO3; 11 glucosa; 2.5 KClI; 2.5
CacCly; 1,3 MgCly; 1 mM NaH,PO,.

7. Patch-clamp en configuracion de célula entera

Realizamos los registros en cultivos primarios con un amplificador Axopatch
200b (Molecular Devices, San Jose, CA, EE.UU.), y los registros en rebanadas
finas de cerebro con un amplificador EPC7 (HEKA Electonik, Lambrecht/Pfalz,
Alemania). Los datos fueron tomados a 20 kHz y filtrados a 10 kHz (-3 dB) usando
el software PCLAMPS8.2 (Molecular Devices, San Jose, CA, EE.UU) o PatchMaster
(HEKA Electonik, Lambrecht/Pfalz, Alemania). Utilizamos microelectrodos de
registro constituidos por un alambre de plata clorurada (Ag/AgCl) incluido en una
micropipeta de vidrio/borosilicato (diametro externo 1,5 mm e interno 1,1 mm, King
Precision Glass Inc., cat#KG-33, California, EE.UU.), fabricadas con un estirador de
pipetas (Sutter Instrument Co., P-80, California, EE.UU.) y cargadas con la solucion
intracelular correspondiente segun cada experimento. Utilizamos electrodos con
una resistencia entre 2 y 5 MQ. Descartamos los registros con resistencias en serie
menores a 6 MQ, compensando al 80 % con 10 us /lag time y sustrajimos el leak
online usando un protocolo P/-4. Realizamos todos los registros a temperatura
ambiente (~24 °C).
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7.1. Cultivo primario

7.1.1. Corrientes de bario

Obtuvimos registros de patch-clamp con fijacién de voltaje en la configuracién
de célula entera entre los 5-21 DIV en neuronas de raton, en un potencial de
mantenimiento de -80 mV, y aplicando pulsos cuadrados a 0 mV durante 20 ms
cada 10 s. Para llenar los microelectrodos usamos una solucion interna
conteniendo (en mM): 134 CsCl, 10 EGTA, 1 EDTA, 10 HEPES, and 4 MgATP, pH
7,2 con CsOH. Mantuvimos las neuronas en una solucién con alta concentracion de
sodio, conteniendo (en mM): 135 NaCl, 4.7 KClI, 1,2 MgCl,, 2,5 CaCl,, 10 HEPES, y
10 glucosa, pH 7,4 con NaOH. Después de obtener la configuracion de célula
entera, registramos las corrientes, Cay reemplazando la solucién externa por una
alta en bario, conteniendo (en mM): 10 BaCl,, 110 cloruro de colina, 20 cloruro de
tetraetilamonio, 1 MgCl,, 10 HEPES, 10 glucosa, y 0,001 tetrodotoxina (TTX; Sigma
Aldrich, cat#T8024, Missouri, EE.UU.), pH 7,4 con CsOH.

7.1.2. Corrientes postsinapticas

Obtuvimos registros de patch-clamp con fijacién de voltaje en la configuracién
de célula entera entre los 12—-21 DIV en neuronas de ratén, en un potencial de
mantenimiento de -80 mV. Para llenar los microelectrodos usamos una solucion
interna conteniendo (en mM): 115 metanosulfonato de cesio, 10 CsCl, 5 NaCl, 10
HEPES, 20 cloruro de tetraetilamonio, 4 Mg-ATP, 0,3 NaGTP, 0,6 EGTA y 10 N-etil
bromuro lidocaina (pH 7,2 con CsOH). Utilizamos la solucién externa alta en sodio
previamente descripta, conteniendo ademas 6-ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona
(CNQX, 10 uM Alomone Labs, Jerusalem, Israel) y (2R)-amino-5-fosfopentanoato
(APV, 100 pM Alomone Labs, Jerusalem, Israel) o picrotoxina (50 uM, Sigma
Aldrich, Buenos Aires, Argentina) para aislar las corrientes postsinapticas
inhibitorias (IPSCs de la sigla en inglés para inhibitory postsynaptic currents) y las
excitatorias (EPSCs, de la sigla para excitatory postsynaptic currents)
respectivamente. Para obtener respuestas evocadas, estimulamos eléctricamente
las neuronas con un potencial de mantenimiento -80 mV mediante electrodos de
platino paralelos (1 ms de duracion; amplitud de 20 mA). Para registrar las
corrientes postsinapticas miniatura inhibitorias y excitatorias (mIPSCS y mEPSCs),
afadimos TTX 1 uM. Para la Figura 10, registramos las respuestas pareadas a
pulsos pareados, variando el intervalo entre estimulos entre 20 y 200 ms. Para la

Figura 9, variamos la concentracion de CaCl, entre 0,5y 10 mM.
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7.1.3. Choque hiperosmotico

Medimos la respuesta al choque hiperosmatico por la aplicacion de un pulso
de una solucion de sacarosa a 0,5 M como el movimiento de carga producido
mientras se mantenia a las neuronas a -80 mV. Medimos la carga como el area

integrada 3 s antes y después del pico de la respuesta.

7.2. Rebanadas de hipocampo

7.2.1. Corrientes postsinapticas

Mantuvimos las rebanadas obtenidas a temperatura ambiente en aCSF.
Realizamos registros en la configuracién de célula entera con fijacién de voltaje o
de corriente con un microscopio invertido Recordings Zeiss Examiner.A1 a 25 °C en
esta misma solucién con un flujo constante de 2,5ml/min. Monitoreamos la
resistencia de acceso mediante un pulso cuadrado de —10 mV. Como en el cultivo
primario, anadimos CNQX y APV, o picrotoxina a la solucion de registro para aislar
las IPSCs y EPSCs. Descartamos aquellos registros en los que la resistencia de
acceso vario >20 %. La solucidén interna que utilizamos para examinar la
excitabilidad neuronal contuvo (en mM): 140 gluconato de potasio, 5 NaCl, 5 KCI, 4
MgCl,, 0,6 EGTA, 10 HEPES, 3 Na,ATP, and 0,3 Na,GTP (pH 7,3 con KOH). Para
evocar tanto las IPSCs como las EPSCs utilizamos un electrodo concéntrico bipolar
FHC que colocamos en la capa de células granulares del hipocampo. Para los
registros con fijacion de voltaje mantuvimos las células a -80 mV, mientras que
realizamos los registros con fijacién de corriente usando una serie de pulsos
cuadrados (desde -80 a 100 pA) para inducir potenciales de accion (5 pA por pulso,

de 400 ms de duracion).

8. Drogas

En algunos experimentos de imagenes en células HEK293T transfectadas
aplicamos el bloqueante especifico de la proteina Gi/o, toxina pertussis (PTx, 1 uM,
Sigma Aldrich, cat#P7208, Buenos Aires, Argentina); o el agonista inverso SPA (1
MM, Biotechnology, Texas, EE.UU.).

En algunos registros de patch-clamp en los cultivos neuronales primarios

aplicamos los bloqueantes especificos de los canales de calcio operados por voltaje
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Cay2.1, w-agatoxina-IVA (0.2 pM, Peptides International, Louisville, KY, EE.UU.); y

Cay2.2, w-conotoxina-GVIA (1 uM, Alomone Labs, Jerusalem, Israel).

9. Analisis Estadistico

Analizamos estadisticamente los datos obtenidos con el software GraphPad
Prism 6 (GraphPad Software Inc., California, EE.UU.). Evaluamos la conformidad
con una distribucion normal con el test de Kolmogorov—Smirnov, y la homogeneidad
de varianzas con los tests de Bartlett (datos con distribucion normal) o de Brown-
Forsythe (datos con distribucion no normal). Obtuvimos los valores de p a partir del
test t de Student o del test de comparacién mdultiple de varianzas de una via
ANOVA con el post test de Tukey (datos con distribucion normal); o a partir del test
de Mann-Whitney o el test de comparacion multiple de varianzas no paramétrico
Kruskal-Wallis test con el post test de Dunn (datos con distribucién no normal),
después de intentar la transformacién de los datos. Indicamos el test especifico
usado y el tamafio de la muestra para cada conjunto de datos en la leyenda de las
figuras. Consideramos que una diferencia es estadisticamente significativa para
valores de p<0,05. En las figuras 1 y 10, indicamos esta significancia estadistica
mediante asteriscos, mientras que en las demas indicamos los valores de p.
Expresamos los datos como la media % el error estandar de la media, y los puntos

individuales como puntos negros.
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En esta primera seccion describimos los resultados obtenidos al evaluar el
efecto de la actividad constitutiva de GHSR sobre las corrientes Cay nativas de
neuronas hipocampales y exploramos, ademas, aspectos relacionados al

mecanismo subyacente en un sistema de expresion heterdlogo.

Objetivo 1a- Estudiar el efecto de la actividad constitutiva de GHSR
sobre las corrientes de calcio totales en neuronas hipocampales en cultivo y
determinar cual es la contribucién de los subtipos Cay2.1 y Cay2.2 a la

corriente modulada.

Para determinar si la actividad constitutiva de GHSR afecta las corrientes Cay
totales de neuronas hipocampales en cultivo, realizamos registros de patch-clamp
en la configuracion de célula entera con fijacién de voltaje. Dado que la actividad
constitutiva depende directamente de los niveles de expresion del receptor (Lopez
Soto etal., 2015), registramos las corrientes Cay nativas totales en cultivos
hipocampales primarios donde manipulamos el nivel de expresion de GHSR. Los
cultivos primarios hipocampales fueron obtenidos a partir de ratones salvajes
(indicados como wt por wild type en las figuras), que expresan niveles nativos de
GHSR, o de ratones deficientes en este receptor (indicados como def en las
figuras), que poseen un TBC que interrumpe el gen que codifica para GHSR.
Ademas, para tener wuna condicion con altos niveles de expresion,
sobreexpresamos GHSR mediante la transduccién con vectores lentivirales
desarrollados en el laboratorio (indicados como +GHSR en las figuras). Se ha
descripto que estos vectores lentivirales transducen el ~80 % de las neuronas en
cultivo (Bender et al., 2007; Li et al., 2010). Para asegurar que el efecto observado
se debiera exclusivamente a la actividad constitutiva de GHSR y no a la maniobra
de transduccion, también transdujimos algunos cultivos con la versiéon de GHSR
que carece de actividad constitutiva GHSRA204E aunque conserva la misma
actividad evocada por ghrelina (indicados como +A204E en las figuras).

En estas condiciones, encontramos que las corrientes Cay totales aumentaron
significativamente después del DIV 7 tanto en los cultivos salvajes como en los
deficientes en GHSR y que la sobreexpresion de GHSR suprimié este incremento
en ambas condiciones (Figura 1). Es importante sefialar que el incremento en la

amplitud de la corriente fue mayor en las neuronas de los cultivos deficientes en
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GHSR que en las de los cultivos salvajes. Ademas, los niveles de corriente en los

cultivos con sobreexpresion de GHSR fueron de la misma magnitud en las dos

condiciones.
A 150 wt B 150- def
O Sin transducir O Sintransducir
@ +GHSR B+GHSR
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Figura 1: El nivel de expresion de GHSR afecta el incremento temporal de las
corrientes Cay nativas totales en neuronas hipocampales en cultivo. Niveles de
corriente Iz, de neuronas hipocampales en cultivo salvajes (A, wt) y deficientes en GHSR (B,
def) transducidas con lentivirus codificando para GHSR (+GHSR) o sin transducir (sin
transducir) entre los 5 y 14 DIV. Significancia estadistica evaluada mediante el test de
Mann-Whitney (n=122, entre 3-12 por condicién).

En cultivos maduros (>14 DIV) en los que se observa el efecto de la actividad
constitutiva de GHSR sobre los niveles de corriente Cay no encontramos diferencias
entre las neuronas con sobreexpresion de GHSRAZ204E y la condicion salvaje
(Figura 2).
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En conjunto, estos resultados indican que la expresion de GHSR reduce los
niveles de corriente Cay en neuronas hipocampales en cultivo y que este efecto

esta relacionado con su actividad constitutiva.

def ] wt ~ Wt+GHSR
AZOO cono A200 aga "EOO
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* 0 B 83 BN -l |
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Figura 3: La expresion de GHSR reduce la contribuciéon de Cay2.2 a la corriente Cay
total. A- Curso temporal de la aplicaciéon de 1 yM w-conotoxina-GVIA (cono) y 0,2 yM w-
agatoxina-IVA (aga) sobre las corrientes g, B- valores promedio de la corriente lg, y C-
porcentaje promedio de inhibicion de neuronas hipocampales en cultivo >12 DIV
deficientes en GHSR (def), salvajes (wt) y salvajes transducidas con lentivirus codificando
para GHSR (wt+GHSR). Significancia estadistica evaluada mediante Kruskal Wallis
ANOVA vy post- test de Dunn.

Para comenzar a indagar en los efectos de la actividad constitutiva de GHSR
sobre la neurotransmision hipocampal, exploramos la contribucion de los dos
principales subtipos de Cay presinapticos a la corriente reducida por GHSR. Para
ello, evaluamos el efecto de los inhibidores de los dos principales Cay presinapticos
sobre las corrientes Cay totales de neuronas maduras (w-conotoxina-GVIA,
inhibidor especifico de Cay2.2 y w-agatoxina-IVA, inhibidor especifico de Cay2.1)
deficientes en GHSR y salvajes con o sin sobreexpresion de GHSR (Figura 3).
Encontramos que w-conotoxina-GVIA inhibié en menor medida la corriente Cay en
la condicion salvaje (~35 %) y de sobreexpresion de GHSR (~15 %), respecto a la
condicion deficiente en GHSR (~45 %); mientras que w-agatoxina-IVA inhibié en
magnitudes comparables la corriente Cay en todas las condiciones (~20 %). Estos
datos sugieren que la actividad constitutiva de GHSR afecta en mayor medida a las

corrientes Cay2.2 que a las Cay2.1 en neuronas hipocampales en cultivo. Cabe
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sefalar que en estos experimentos pudimos reproducir nuestros resultados previos
(Figura 2), ya que observamos corrientes Cay totales menores en la condicion
salvaje y con sobreexpresion de GHSR en comparacion con la condicion deficiente
en GHSR.

Estos experimentos en conjunto muestran que la actividad constitutiva es
capaz de modular los niveles de corriente Cay nativas en cultivos hipocampales
primarios, y que existe un efecto diferencial mayor sobre Cay2.2 que sobre Cay2.1.
En el siguiente apartado, indagamos en aspectos del mecanismo subyacente a esta

modulacion.

Objetivo 1b- Estudiar si la inhibicion de Cay2.1 y Cay2.2 por la actividad
constitutiva de GHSR involucra la disminucion de la densidad de Cay2.1 y

Cay2.2 en la membrana plasmatica en células HEK293T transfectadas.

Datos previos de nuestro laboratorio muestran que la coexpresion de GHSR
produce una reduccion cronica de la corriente Cay2.1 y Cay2.2 que sélo se revierte
con preincubaciones prolongadas con SPA, el agonista inverso de GHSR (Lépez
Soto et al., 2015). Basandonos en ello, y en trabajos que indican que algunos
GPCRs modulan el trafico de los Cay, postulamos que la inhibicion de la corriente
Cay2 por la actividad constitutiva de GHSR esta vinculada a una disminucion de la
densidad en membrana de los Cay2. Los resultados de esta seccién forman parte
de dos trabajos de nuestro laboratorio, en los que mostramos que una menor
expresion en membrana de los Cay2 y la participacion de la subunidad auxiliar
CayP estan asociadas al mecanismo por el cual la actividad constitutiva de GHSR
reduce la corriente de Cay2 en un sistema de expresion heterdlogo y en neuronas
hipotalamicas (Lopez Soto et al., 2015; Mustafa et al., 2017).

Como parte de mi contribucién a estos trabajos, puse a punto un método para
monitorear el patron de distribucion de los Cay que consistio en la coexpresion de
versiones de los Cay fusionadas con la proteina fluorescente GFP, las subunidades
auxiliares y GHSR en células HEK293T, a las cuales incubé con un marcador de
membrana plasmatica rojo fluorescente (Ver métodos).
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Figura 4: La actividad
constitutiva de GHSR
reduce la expresion en
membrana de Cay2.1-GFP.
A- Fotomicrografias y B-
valores promedio del
porcentaje de la sedal
fluorescente verde en
membrana de células
HEK293T transfectadas con

Control O i _
+GHSR = Cay2.1-GFP, sus subunidades

p<0.0001 . +A204E O auxiliares (Control) con GHSR
b GHSRA204E, y preincubadas

o no con 1 yM SPA o 500
ng/ml  PTx. Las sefales
fluorescentes verde y roja
corresponden a Cay2.1-GFP y
al marcador de membrana
CellMask, respectivamente.
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Con estos experimentos, determinamos que la sefal fluorescente de Cay2.1-
GFP (Figura 4) y de Cay2.2-GFP (Figura 5) en la membrana plasmatica fue
significativamente menor en las células transfectadas con GHSR con respecto a
aquellas transfectadas con GHSRA204E. Ademas, para verificar que efectivamente
la reduccién de la densidad de Cay2 en la membrana plasmatica se debia a la
actividad constitutiva, realizamos dos experimentos: preincubamos las células
coexpresando las quimeras y GHSR con SPA, el agonista inverso de GHSR, y con
PTx, un inhibidor especifico de la proteina Gi/o involucrada en la via de reduccion
de las corrientes Cay2 macroscopicas por la actividad constitutiva de GHSR (Lépez
Soto et al., 2015). En ambas condiciones, el porcentaje de sefal fluorescente verde
en la membrana fue similar a la condicion de Cay2.1-GFP y Cay2.2-GFP en
ausencia de GHSR o con coexpresion de GHSRA204E.
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Figura 5: La actividad
constitutiva de GHSR
reduce la expresion en
membrana de Cay2.2-GFP.
A- Fotomicrografias y B-
valores de porcentaje
promedio de la sedal
fluorescente verde en
membrana de células
HEK293T transfectadas con
E(gﬂté%lai Cay2.2-GFP, sus subunidades

auxiliares (Control) con GHSR

=0.0001 +AZ204E 0 GHSRA204E, y preincubadas
o no con 1 uM SPA o 500
ng/ml PTx. Las sefales
fluorescentes verde vy roja
corresponden a Ca2.2-GFP y
al marcador de membrana
CellMask, respectivamente.
Significancia estadistica
evaluada mediante Kruskal—
Wallis y post test de Dunn.
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Asi, este conjunto de datos acomparado del estudio de las corrientes Cay que
forma parte de la tesis doctoral de Javier Lopez Soto, nos permitié concluir que la
inhibicion de las corrientes de Cay2.1 y Cay2.2 por la actividad constitutiva de
GHSR involucra la disminucion de la densidad de estos canales en la membrana
plasmatica. Posteriormente, continuamos este estudio en conjunto con E. Roman
Mustafa, donde profundizamos en el mecanismo detras de este efecto. Dado que el
correcto trafico de los complejos Cay2 a la membrana plasmatica depende de las
subunidades auxiliares Cayp y Caya,0 en el complejo Cay, ensayamos el efecto de
la actividad constitutiva de GHSR en presencia o ausencia de dichas subunidades.
Para esto, realizamos los experimentos de distribucion en la membrana plasmatica
de la quimera Cay2.2-GFP en presencia o ausencia de las subunidades CayBs y
Caya20¢. Como esperabamos, la sefal en membrana en ausencia de una de las
dos subunidades CayBs o Caya0s fue menor que en presencia de ambas
subunidades (Figura 6, comparacion entre barras blancas +Cay; 6 +Cay020,
versus +Cay 3 +Cay020+), evidenciando la importancia de las mismas para el trafico

del canal.

43



Resultados — Capitulo |

Cay2.2
GFP

MP

O
g
=
30 p<0,0001 Control O
p=0.0074 +GHSR ®
o P=0.0001

-
*an

—_—
e

F membranade
Ca2.2-GFP (%)

(]

+ CayP3, + Cayu,0y + CayB, + Cay0,0,

Figura 6. La actividad constitutiva de GHSR reduce la densidad de Cay2.2 en la
membrana plasmatica de manera dependiente de la presencia CayB; pero no de
Cay0,8,. Fotomicrografias y porcentajes promedio de la sefal fluorescente verde en
membrana de células HEK293T transfectadas con Cay2.2-GFP en presencia o en
ausencia de las subunidades auxiliares Caya,01 o Ca\B3; (+ Caya,04, +CayBs), sin (Control)
y con GHSR (+GHSR). Las sefiales fluorescentes verde y roja corresponden a Cay2.2-
GFP y al marcador de membrana CellMask, respectivamente. Significancia estadistica
evaluada mediante el test de Mann Whitney. Escala = 10 ym

En presencia de ambas subunidades auxiliares, corroboramos que la
densidad de Cay2.2 en membrana disminuia con la coexpresion de GHSR (Figura
6, +CayPs +Cayaz04). Al realizar este mismo experimento en ausencia de Cay020,
observamos que la coexpresion de GHSR redujo la sefal de Cay2.2-GFP en
membrana en una proporcion similar a la observada en presencia de ambas
subunidades Ca\B3 y Caya201 (Figura 6, +Cayf3). En contraste, cuando estudiamos
el efecto de la coexpresion de GHSR en ausencia de CayB3, no observamos una
disminucion de la sefal de Cay2.2-GFP en membrana (Figura 6, +Caya,01), 0 que
indica que la subunidad Cayf3 es necesaria para el efecto de la actividad constitutiva
de GHSR sobre los Cay2.2.

Para confirmar el rol de la subunidad Cay en el efecto de la actividad
constitutiva de GHSR sobre la distribucion de los Cay2, evaluamos si GHSR es
capaz de modificar la distribucidon subcelular de Cay3.2, un subtipo de Cay cuyo
trafico a la membrana plasmatica es independiente de las subunidades auxiliares

CayB y Caya20 pero que, no obstante, es capaz de interactuar con éstas cuando se
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encuentran coexpresados (Wyatt et al., 1998; Dolphin et al., 1999; Dubel et al.,
2004; Arias etal, 2005). Utilizando una quimera fluorescente de Cay3.2,
observamos que en ausencia de la subunidad Cay3 no hubo diferencias en la
distribucion de la sefial en membrana entre la condicion control y la condicién con
sobreexpresion de GHSR (Figura 7, -CayB3). Sin embargo, la incorporaciéon de la
subunidad CayB; fue suficiente para que Cay3.2 adquiriera sensibilidad a la
actividad constitutiva de GHSR. Ademas, esta reduccion de la densidad en la
membrana plasmatica de Cay3.2-GFP fue revertida por la preincubacién con el

agonista inverso de GHSR (Figura 7, +Cayf33).
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Figura 7: La actividad constitutiva de GHSR reduce la densidad en membrana de
Cay3.2 solo en presencia Cayfs;. Fotomicrografias y porcentajes promedio de la senal
fluorescente verde en membrana de células HEK293T transfectadas con Ca\,3.2-GFP
(Control) y GHSR (+GHSR). y GHSR preincubadas con SPA 1uM (+GHSR+SPA), en
presencia (+Cay3) o ausencia (-Cayf3) de Cayf3; . Las senales fluorescentes verde y roja
corresponden a Cay3.2-GFP y al marcador de membrana CellMask, respectivamente.
Significancia estadistica evaluada mediante el test de Mann Whitney o de Kruskal-Wallis
con el post test de Dunn. Escala = 10 ym.

Este conjunto de resultados, junto con otros experimentos de electrofisiologia
(realizados en paralelo como parte de la tesis doctoral de E. Roman Mustafa)
indican que el efecto de la actividad constitutiva sobre los Cay implica una
reduccion en la densidad de los Cay en la membrana plasmatica dependiente de la

subunidad Cayf, extendiendo este efecto a distintos subtipos de Cay.
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Tras demostrar que la actividad constitutiva de GHSR reduce las corrientes
Cay nativas totales en cultivos hipocampales e identificar parte de su mecanismo,

exploramos cual es el impacto de esta actividad basal en la neurotransmision.
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En esta seccion, evaluamos cual es el impacto del efecto de la actividad
constitutiva sobre los Cay en la actividad sinaptica del hipocampo utilizando dos

modelos experimentales: cultivos primarios y rebanadas de cerebro de ratén.

Objetivo 2a- Estudiar el efecto de la actividad constitutiva de GHSR

sobre la neurotransmisiéon en neuronas hipocampales en cultivo.

Los principales neurotransmisores rapidos en el sistema nervioso central son
glutamato y GABA, los cuales poseen receptores ionotropicos que al ser activados
producen corrientes despolarizantes excitatorias (glutamato) o hiperpolarizantes
inhibitorias (GABA) en el cerebro adulto. La entrada de calcio a través de los Cay es

fundamental para la liberacidon de estos neurotransmisores.
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Figura 8: La expresion de GHSR modifica exclusivamente la transmision inhibitoria
dependiente de Cay. Trazos representativos de A-EPSCs y B-IPSCs evocadas por
estimulos eléctricos (indicados por las flechas negras) y valores de amplitud promedio en
neuronas hipocampales maduras (>14 DIV) salvajes (wt) y deficientes en GHSR (def)
transducidas o no con lentivirus codificando para GHSR (+GHSR) o GHSRA204E
(+A204E) o sin transducir (sin transducir). Significancia estadistica evaluada mediante
Kruskal Wallis ANOVA vy post test de Dunn.
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Asi, en este apartado utilizamos estrategias experimentales que nos
permitieran distinguir entre la liberacién de GABA y la de glutamato dependiente e
independiente de calcio, para diferenciar el impacto del efecto de la actividad
constitutiva de GHSR sobre los Cay de otros blancos posibles.

Primero evaluamos el efecto de la expresiéon de GHSR sobre la actividad
sinaptica dependiente de calcio. Utilizando la misma estrategia experimental para
manipular la cantidad de GHSR que usamos para el registro de las corrientes Cay,
registramos las EPSCs e IPSCs evocadas por estimulacion de campo en cultivos
hipocampales maduros (>14 DIV) obtenidos a partir de ratones salvajes o
deficientes en GHSR con o sin sobreexpresion de GHSR o GHSRA204E. Para la
neurotransmision glutamatérgica, encontramos que la amplitud de las EPSCs no se
modifico por la sobreexpresion de GHSR ni de GHSRAZ204E en los cultivos salvajes
ni en aquellos deficientes en GHSR (Figura 8A). En cambio, la sobreexpresion de
GHSR, pero no la de GHSRA204E, redujo la amplitud de las IPSCs
significativamente tanto en los cultivos salvajes como en los deficientes en GHSR
(Figura 8B). Estos resultados indican que la expresiéon de GHSR ejerce un efecto
inhibitorio selectivo sobre la neurotransmision GABAérgica dependiente de calcio.
Sin embargo, considerando que i- el vector lentiviral que utilizamos para la
sobreexpresion de GHSR posee un promotor ubicuo (pUBC, promotor de
ubiquitina), ii- que tanto las EPSCs como las IPSCs son dependientes de las
corrientes Cay, Yy iii- que la actividad constitutiva de GHSR reduce las corrientes
Cay totales, habriamos esperado que ambos tipos de corrientes postsinapticas se
vieran afectados.

Una posibilidad para explicar esta selectividad es que el efecto de GHSR
estuviera vinculado con un cambio en la sensibilidad al calcio de las sinapsis
GABAérgicas o glutamatérgicas que se sumase al efecto inhibitorio sobre las
corrientes Cay. La sensibilidad al calcio es una propiedad de las sinapsis que refleja
la eficiencia con la que el calcio que ingresa a través de los Cay produce la
liberacion de neurotransmisores. Nuestra hipétesis se basa en las diferencias que
existen en las propiedades de liberacion entre ambos subtipos de presinapsis
(Moulder et al., 2007; Bragina et al., 2010; Grgnborg et al., 2010; Williams et al.,
2010). Para evaluar la sensibilidad al calcio en nuestras condiciones de trabajo,
registramos las EPSCs e IPSCs a cinco concentraciones diferentes de calcio

externo entre 0,5 y 10 mM en cultivos salvajes y deficientes en GHSR. Un cambio
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en la sensibilidad al calcio se habria observado como una modificacion de la
pendiente de la rectas obtenida al graficar la magnitud de las corrientes
postsinapticas versus el logaritmo de la concentracién de calcio. Al realizar estos
graficos no encontramos diferencias en las pendientes de las rectas para las
EPSCs ni para las IPSCs (Figura 9). Este resultado indica que el efecto diferencial
de GHSR sobre las IPSCs no reside en un cambio en la sensibilidad al calcio de las
sinapsis. Por otro lado, encontramos que los ratones deficientes en GHSR
presentaron mayores IPSCs para todas las concentraciones de calcio ensayadas,
lo que se evidencido como un aumento en el valor absoluto de la ordenada al origen
de la recta para las IPSCs versus calcio (Figura 9B). Asi, esta observacion
concuerda con nuestra hipétesis segun la cual GHSR modula el numero de Cay
disponibles para acoplar la despolarizacién a la liberacion de vesiculas. En
conjunto, estos datos indican que la actividad constitutiva de GHSR ocasiona un

cambio en el numero de Cay disponibles solamente en las sinapsis inhibitorias.
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Figura 9: La actividad constitutiva de GHSR no afecta la sensibilidad al calcio de las
EPSCs/IPSCs. Valores promedio de A- EPSCs y B- IPSCs a diferentes concentraciones
de calcio ([Ca*?], escala logaritmica) y regresion lineal de neuronas hipocampales de >14
DIV salvajes (wt, circulos) y deficientes en GHSR (def, cuadrados). Parametros de ajuste
de la regresion lineal: test de pendientes de las EPSCs: F=1,2298, DFn=1, DFd=75,
p=0,271, pendiente combinada= 0,5761 r’(wt)=0,7167, r’(def)=0,5260; test de la ordenada
al origen: F=0,0203 DFn=1 DFd=76 p=0,887, ordenada combinada=2,7799. (n=79, entre 3-
12 por cada valor promedio). Test de pendientes de las IPSCs: F=0,6996, DFn=1, DFd=81,
p=0,4054, pendiente combinada=0,5015 rz(wt)=0,5170, r2(def)=0,5888; test de la ordenada
al origen F=29,3249, DFn=1, DFd=82, p<0.0001, ordenada (wt)=-0,50 + 0,05 nA, ordenada
(def)=-0,82 £ 0,06 nA. (n=85, entre 3-13 por cada valor promedio).
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Segun nuestras observaciones, la actividad constitutiva de GHSR modificaria
selectivamente la cantidad de Cay disponibles en las sinapsis GABAérgicas. Para
testear esta hipdtesis, medimos el cociente entre las respuestas postsinapticas
evocadas por pulsos pareados consecutivos con diferentes intervalos de tiempo
(PPR, de la sigla en inglés para paired pulse ratio). Esta es una manera de estimar
la probabilidad de liberacidon de neurotransmisor, una magnitud de naturaleza
presinaptica. Este cociente puede ser mayor o menor que 1, segun se observe
facilitacion o depresion sinaptica. La facilitacion sinaptica se asocia con una
acumulacion de calcio en la terminal sinaptica entre el primer y el segundo pulso,

producto de una baja probabilidad inicial de liberacion. En cambio, la depresion
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Figura 10: El cociente de pulsos pareados (PPR) se modifica por los niveles de
expresion de GHSR solo para la transmisién inhibitoria. Valores promedio de PPR de
A- EPSCs y B- IPSCs a diferentes intervalos entre estimulos (20-200 ms) de neuronas
hipocampales de >14 DIV deficientes en GHSR (def) y salvajes transducidas o no (wt) con
lentivirus codificando para GHSR (wt+GHSR) y trazos representativos de las EPSCs e
IPSCs normalizadas para las condiciones de neuronas salvajes sobreexpresando GHSR
(wt+GHSR) y deficientes en GHSR (def) evocadas por estimulos depolarizantes de 1 ms
con un intervalo entre pulsos de 20 ms. Significancia estadistica evaluada mediante
Kruskal Wallis ANOVA y post test de Dunn (n=283, entre 4-11 por condicion).
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sinaptica se atribuye a una probabilidad inicial de liberacion alta, de manera que
una menor cantidad de vesiculas esta disponible para ser liberada por el segundo
pulso (Zucker y & Regehr, 2002). La actividad constitutiva de GHSR, al disminuir la
disponibilidad de Cay2, reduciria la probabilidad inicial de liberaciéon de vesiculas
sinapticas, dejando un mayor numero de vesiculas disponibles para ser liberadas
por un segundo estimulo. Asi, esto se traduciria en un aumento en el PPR para la
neurotransmision inhibitoria. Como puede observarse en la Figura 10, nuestras
predicciones fueron corroboradas experimentalmente ya que el PPR para la
neurotransmision inhibitoria aumenté de acuerdo con la expresion de GHSR. La
diferencia observada en el PPR para la neurotransmision inhibitoria se extinguié a
intervalos entre pulsos mayores, en concordancia con el hecho de que un mayor
intervalo de tiempo entre pulsos permite el reabastecimiento de vesiculas
sinapticas, (Figura 10B). En contraposicion, el PPR para la neurotransmision

excitatoria fue similar entre las distintas condiciones a todos los intervalos entre
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Figura 11: La frecuencia de las mEPSCs y mIPSCs independientes de Cay no se ve
afectada por la actividad constitutiva de GHSR. Valores promedio de frecuencia, y
trazos representativos de A- mEPSCs y B- mIPSCs en neuronas hipocampales maduras
(>14 DIV) salvajes (wt) y deficientes en GHSR (def) transducidas con lentivirus codificando
para GHSR (+GHSR) y GHSRA204E (+A204E) o sin transducir (sin transducir). Tanto las
MEPSCs como las mIPSCs fueron registrados en presencia de 1 yM TTX y de 100 uM de
CdCl,, el bloqueante de Cay. Significancia estadistica evaluada mediante Kruskal Wallis
ANOVA y post test de Dunn.
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pulsos ensayados (Figura 10A).

Para estudiar si la actividad constitutiva de GHSR modifica la
neurotransmision a través de otros posibles blancos ademas de los Cay, evaluamos
el efecto de la sobreexpresion de GHSR sobre la liberacion de neurotransmisor
independiente de Cay con dos paradigmas experimentales: el registro de corrientes
postsinapticas miniatura (mIPSCs y mEPSCs) y de la respuesta postsinaptica a un
choque hiperosmotico, ambos en presencia de 1 yM de TTX, un bloqueante de los
canales de sodio operados por voltaje y de 100 uM de CdCl,, un bloqueante de los
Cay. Esta maniobra farmacologica anula la posibilidad de que se produzcan
disparos de potenciales de accion y la consecuente entrada de calcio a través de
los Cay. En el primer conjunto de experimentos, medimos la frecuencia de mEPSCs
y mIPSCs, y no encontramos diferencias entre las condiciones experimentales en
ningun caso (Figura 11). Luego, al evaluar la carga movilizada por la aplicacion de
una solucién hiperosmatica conteniendo 0,5 M de sacarosa, tampoco encontramos
diferencias entre las distintas condiciones experimentales (Figura 12). Esta
maniobra permite evaluar el tamafo del pool de vesiculas listas para liberarse
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Figura 12: La respuesta a la aplicacién de una soluciéon hiperosmética de sacarosa
no se ve afectada por la actividad constitutiva de GHSR. Trazos representativos y
valores promedio de la carga movilizada en neuronas hipocampales maduras (>14 DIV)
salvajes (wt) y deficientes en GHSR (def) transducidas con lentivirus codificando para
GHSR (+GHSR) y GHSRA204E (+A204E) o sin transducir (sin transducir) como respuesta
a la estimulacién con una solucién 0,5 M de sacarosa en presencia de 1 yM y de 100 uM
de CdCl,, el bloqueante de Cay. Significancia estadistica evaluada mediante Kruskal
Wallis ANOVA y post test de Dunn.
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(ready releasable pool), una variable que incide en la magnitud de la corriente
postsinaptica. Por otro lado, teniendo en cuenta que GHSR puede encontrarse
expresado tanto pre- como postsinapticamente, verificamos si el efecto observado
sobre la neurotransmision estaba compensado o acompanado por alguna
modificacion de naturaleza postsinaptica. Para ello, examinamos la amplitud de las
mIPSCs y mEPSCs en neuronas que expresan o no GHSR o su version mutante,
ya que esta medida refleja la disponibilidad de receptores en la membrana
postsinaptica. Como se observa en la Figura 13 la amplitud de las mIPSCs y
mEPSCs fue igual en todas las condiciones experimentales permitiéndonos
descartar un efecto sobre la densidad de receptores en la postsinapsis.

Este conjunto de datos sugieren que el origen del efecto de la actividad
constitutiva de GHSR sobre la neurotransmisién inhibitoria esta limitado a la
modulacion negativa de la densidad de los Cay presinapticos, descartando otros

mecanismos postsinapticos o presinapticos independientes de Cay.
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Figura 13: La amplitud de las mEPSCs y mIPSCs independientes de Cay no se ve
afectada por la actividad constitutiva de GHSR. Valores promedio de amplitud de
MEPSCs y mIPSCs de neuronas hipocampales maduras (>14 DIV) salvajes (wt) y
deficientes en GHSR (def) transducidas con lentivirus codificando para GHSR (+GHSR) y
GHSRAZ204E (+A204E) o sin transducir (sin transducir). Tanto las mEPSCs como las
mIPSCs fueron registradas en presencia de 1 uM TTX y de 100 uM de CdCl,, el
bloqueante de Cay. Significancia estadistica evaluada mediante Kruskal Wallis ANOVA y
post test de Dunn.

Luego intentamos entender por qué el efecto de la actividad constitutiva de
GHSR es selectivo para las sinapsis inhibitorias. En base a los resultados
mostrados en la figura 3 que indican una mayor contribucion del subtipo Cay2.2 a la
corriente total inhibida por GHSR, es posible plantear que la especificidad del efecto
se deba a un acople diferencial de las IPSCs a los Cay2.2 respecto de los Cay2.1.

Entonces analizamos el efecto de la aplicacion de w-conotoxina-GVIA (bloqueador
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de Cay2.2) sobre las IPSCs y las EPSCs en cultivos salvajes. Encontramos que w-
conotoxina-GVIA redujo en mayor medida la amplitud de las IPSCs que de las
EPSCs (37,7 £ 4,1 %, n=9 versus 21,23 £ 3,3 %, n=7, p=0,0097, test t de Student)
en los cultivos salvajes. Por otro lado evaluamos el efecto de w-conotoxina-GVIA y
w-agatoxina-IVA en cultivos salvajes sobreexpresando o no GHSR (Figura 14). En
estos experimentos encontramos nuevamente que la sobreexpresion de GHSR
redujo en un ~50 % la amplitud de las IPSCs (Figura 14A). Al evaluar el efecto de
las toxinas sobre la amplitud de las IPSCs encontramos que las IPSCs de cultivos
salvajes con sobreexpresion de GHSR sodlo fueron un ~20 % sensibles a w-
conotoxina-GVIA, mientras que en los cultivos salvajes sin transducir el porcentaje
fue de ~40 %. En concordancia con nuestra hipétesis, la sensibilidad a w-
agatoxina-1VA fue similar en los cultivos salvajes sobreexpresando o no GHSR, ~15
% (Figura 14B y C). Por lo tanto, la dependencia de las IPSCs de Cay2.2 fue mayor
que la de Cay2.1 en los cultivos salvajes. Cabe senalar que la sobreexpresion de
GHSR redujo la dependencia porcentual de las IPSCs a Cay2.2 sin modificar la
dependencia de Cay2.1. En conjunto, nuestros resultados sugieren que la
especificidad del efecto de la actividad constitutiva de GHSR sobre la
neurotransmision inhibitoria reside en una reduccidon mayor de las corrientes
Cay2.2, de las cuales depende mayoritariamente la liberacion de GABA, respecto

de las corrientes mediadas por Cay2.1, en nuestras condiciones experimentales.
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Figura 14: La inhibicién de la transmisién inhibitoria producto de la expresion de
GHSR esta relacionada con una dependencia mayor de las IPSCs de Cay2.2. A-
Amplitud promedio de IPSCs y B- trazos representativos de las IPSCs normalizadas antes
(control) y después de la aplicacion sucesiva de 1 yM de w-conotoxina-GVIA (cono) y 0,2
MM de w-agatoxina-IVA (aga), C- porcentaje de inhibicion de neuronas de >12 DIV
salvajes (wt) y salvajes transducidas con lentivirus codificando para GHSR (+GHSR).
Significancia estadistica evaluada mediante el test t de Student.
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Objetivo 2b- Estudiar el efecto de la actividad constitutiva de GHSR

sobre la neurotransmision en el circuito hipocampal en rebanadas de cerebro.

Después de caracterizar el efecto de la actividad constitutiva de GHSR en
cultivos hipocampales primarios y habiendo obtenido datos que muestran un rol
importante de esta actividad basal en la neurotransmision inhibitoria, exploramos
cual era el impacto de esta modulacion en el circuito hipocampal intacto. Para ello,
instalé, junto con otros becarios del laboratorio, una unidad para registros
electrofisiolégicos en rebanadas de cerebro de roedores. Ademas, en 2017, obtuve
una beca para asistir a un curso de técnicas avanzadas para el estudio de la
sinapsis, en el Campus de neurociencias de Bordeaux, donde aprendi los detalles

necesarios para poner a punto la técnica a mi regreso.
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Figura 15: La actividad constitutiva de GHSR no afecta las propiedades
electrofisiolégicas de dos tipos de neuronas hipocampales. A- Esquema del
hipocampo indicando las zonas de registro, la capa de las células granulares del giro
dentado (Capa G del GD) y la capa de células piramidales de CA3 (Capa pir de CA3).
Caracterizacion electrofisioldgica de neuronas B- granulares y C- piramidales salvajes (wt)
y deficientes en GHSR (def) mostrando los valores de potencial de reposo promedio
(Vieposo), trazos representativos de registros en fijacion de corriente, los valores de
potencial umbral promedio para el disparo de potenciales de accion (Vymwra) ¥ l0S valores
de resistencia de entrada promedio (Ri.u). Significancia estadistica evaluada mediante el
test de Mann-Whitney.

El circuito clasico principal de la formacién hipocampal es de caracter
excitatorio. El giro dentado (GD), que constituye el filtro de entrada de la
informacion que ingresa al hipocampo, recibe inervacion de la corteza entorrinal a

través de la via perforada, y envia sus proyecciones al area CA3 mediante las
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fibras musgosas, y ésta al area CA1 por las vias colaterales de Schaffer. Este
circuito glutamatérgico se encuentra modulado por una gran variedad de
interneuronas inhibitorias, tanto de forma ténica como a través de circuitos de
alimentacion y retro-alimentacion. GHSR se encuentra expresado en estas tres
regiones, especialmente en el GD (Guan et al., 1997; Mani et al., 2014, 2017). En
este contexto y basandonos en los resultados obtenidos en cultivos primarios,
pensamos que GHSR podria tener un rol importante en esta area, regulando la
neurotransmisiéon inhibitoria en el GD. Como primer paso, corroboramos que la
actividad constitutiva de GHSR no afecta el potencial de reposo, el potencial umbral
de disparo ni la resistencia de input, propiedades intrinsecas de las células
granulares que forman el GD y de las neuronas piramidales de CA3 (Figura 15).
Luego evaluamos si la expresion de GHSR afectaba la actividad sinaptica del
GD y de CAS3 de ratones salvajes y deficientes en GHSR. Primero medimos la
magnitud de las IPSCs intra-GD registrando en las células granulares (CG-IPSC), y
colocando el estimulador en esta misma area, como se muestra en el esquema de

la figura 16A. Encontramos que la magnitud de las CG-IPSCs obtenidas a partir de
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Figura 16: Impacto del efecto de la actividad constitutiva de GHSR en el circuito
hipocampal. A-Esquema del hipocampo mostrando las posiciones del estimulador
extracelular y de los electrodos de registro en la capa de las células granulares del giro
dentado (Capa G del GD) y de la capa de células piramidales de CA3 (Capa pir de CA3) y
trazos representativos y valores de amplitud promedio de B- CG-IPSC y C- PIR-EPSC de
neuronas piramidales salvajes (wt) y deficientes en GHSR (def). Significancia estadistica
evaluada mediante el test de Mann-Whitney.
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ratones salvajes fueron significativamente menores que aquellas obtenidas a partir
de ratones deficientes en GHSR (Figura 16B). Esto indicaria que la presencia de
GHSR es capaz de modular el circuito hipocampal a nivel del GD. A continuacion,
para analizar si el efecto de la expresion de GHSR afecta también la inervacion
excitatoria del GD a CA3, registramos las EPSCs en CA3 manteniendo la posicion
del estimulador en la capa de las células granulares del GD (Figura 16A), sin
observar diferencias entre los ratones salvajes y deficientes en GHSR (Figura 16C).

Los resultados de esta ultima parte nos permiten concluir que la actividad
constitutiva de GHSR puede modular la neurotransmision hipocampal regulando la
transmision inhibitoria intra-GD, sin afectar la actividad glutamatérgica que impacta
sobre CA3, ni las propiedades intrinsecas de las neuronas principales de estas

regiones hipocampales.
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En esta tesis mostramos que la actividad constitutiva de GHSR regula la
neurotransmision inhibitoria en neuronas hipocampales. Nuestros resultados
sugieren que esta alteracién depende de un efecto presinaptico mediado por la
inhibicion de las corrientes Cay2.2 que afecta particularmente la liberaciéon de
GABA.

La capacidad de las células de detectar y reaccionar ante sefiales quimicas
externas —como hormonas, neurotransmisores o iones- es indispensable para
muchas de las funciones de los seres vivos. Los GPCRs son un tipo de receptores
de membrana conservados en todos los organismos eucariotas esenciales para
esta comunicacion (Shalaeva et al., 2015). Los GPCRs acoplan la union de
ligandos a un sitio especifico con la activaciéon de proteinas G determinadas que
desencadena un abanico de acciones en el interior celular. Los ligandos capaces
de unirse a un GPCR pueden activar las vias intracelulares asociadas en distintos
grados, lo que se conoce como eficacia. En particular, la observacion de que la
unidn de algunos ligandos genera una eficacia negativa llevé al descubrimiento de
la actividad constitutiva de los GPCRs en los anos ‘90 (Costa y Cotecchia, 2005).
Pronto se comprendié que la actividad constitutiva es la capacidad de los GPCRs
de adquirir una conformacion activa aun en ausencia de ligando y que, los ligandos
con eficacia negativa son en realidad agonistas inversos (Bond y IJzerman, 2006).
La actividad constitutiva de los GPCRs se ha observado en sistemas heterdlogos y
nativos a distintos niveles de expresion de receptor (Smit et al., 2007) indicando
que la sola expresion de los GPCRs constitutivamente activos puede ejercer una
modulacion celular cronica. La actividad constitutiva se ha observado en mas de 60
GPCRs -de los ~750 conocidos- acoplados a distintas proteinas G y expresados
tanto en humanos como en otras especies (Seifert y Wenzel-Seifert, 2002). Como
mencionamos antes, el receptor de ghrelina posee la mayor actividad constitutiva
conocida, alcanzando el SPA, su agonista inverso, una eficacia negativa de
magnitud comparable a la eficacia de ghrelina (Holst et al., 2003; Sivertsen et al.,
2013). La actividad constitutiva de GHSR ha sido un fenémeno dificil de abordar
experimentalmente debido a su naturaleza cronica y a la falta de especificidad de
SPA, el cual posee otros efectores celulares como el receptor de bombesina, el de
neurokinina 1 y el del péptido liberador de gastrina (Jarpe et al., 1998; Djanani
et al.,, 2003; MacKinnon et al., 2005). La mayoria de los trabajos avocados a la

investigacion de la actividad constitutiva de GHSR han indagado en los
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mecanismos moleculares utilizando sistemas de expresion heterdlogos y evaluando
la activaciéon de vias intracelulares en respuesta a ligandos sintéticos, que
funcionan como agonistas inversos con diferente eficacia (Els et al., 2012; McCoull
et al., 2014; Daina et al., 2018).

La actividad constitutiva de GHSR y la mediada por ghrelina poseen
importantes diferencias en la sefalizacion intracelular que desencadenan y en la
temporalidad en que se producen sus efectos. Los datos previos de nuestro
laboratorio refuerzan esta diferencia funcional de ambos modos de activacion de
GHSR actuando sobre un blanco comun: los canales de calcio activados por voltaje
(Lépez Soto et al., 2015). Aunque los Cay son muy sensibles a la activacion de
GPCRs, el impacto de la actividad constitutiva sobre los mismos ha sido poco
explorado. Nosotros hemos demostrado recientemente que estos dos modos de
activaciéon de GHSR son capaces de afectar a los Cay2 reduciendo los niveles de
corriente. Una hipodtesis plausible era que la actividad evocada por ghrelina y la
actividad constitutiva utilizaran la misma cascada de sefializaciéon para inhibir los
Cay y que el efecto final fuera una suma de la activacién basal de esa via a la que
se adicionara una activacion extra por la union de ghrelina al GHSR. Sin embargo,
nuestros estudios demostraron que se trata de mecanismos radicalmente distintos
que senalizan a través de diferentes proteinas G: la unién de ghrelina a GHSR
actua a través de Gq, mientras que el efecto de la actividad constitutiva esta
mediado por Gi/o. Estudios sobre las vias de sefalizacion de GHSR han
identificado a la proteina Gq como la principal efectora de ambos modos de
activacion de GHSR desde su descubrimiento, por lo que comunmente se describe
a este receptor como un GgPCR (Howard et al., 1996; Holst et al., 2003; Malagon
et al., 2003). Sin embargo, existen antecedentes demostrando que GHSR también
puede activar otras proteinas G ademas de Gg como Gs (Kohno et al., 2003),
G12/13 (Evron, Sean M. Peterson, et al., 2014) y Gi/o (Dezaki et al., 2007). En el
caso de Gi/o, estudios tanto de ensayos de unién de [35S]-GTPyYS en un sistema
de expresion heterologo (Bennett et al., 2009) como de reconstitucion de GHSR en
discos lipidicos han confirmado que tanto la actividad constitutiva de GHSR como la
evocada por ghrelina pueden activarla, y que la aplicacion de SPA es capaz de
revertir la activacion basal de esta proteina G (Damian et al., 2012; Mary et al.,

2012). Respecto de la escala temporal de los efectos de GHSR sobre los Cay,
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hemos encontrado que el mediado por ghrelina es rapido, ya que puede observarse
una disminucion en tiempo real de las corrientes tras la aplicacién aguda de
agonista, y que es también parcialmente reversible mediante un pulso de voltaje
breve. En contraposicion, el efecto basal de GHSR dependiente de Gi/o sobre los
Cay es de caracter cronico e implica, como mostramos en esta tesis, una

disminucion de la densidad de Cay en membrana (Lopez Soto et al., 2015).

Ahora bien, ¢como se puede abordar el estudio del efecto de la activacion de
estas vias a nivel cerebral? Si bien el efecto orexigénico de ghrelina sobre
neuronas hipotalamicas ha sido el mas estudiado (Nakazato et al., 2001; Mason
etal.,, 2014), GHSR también se expresa en poblaciones neuronales extra
hipotalamicas (Zigman et al.,, 2006), lo que sugiere que este receptor posee
funciones fisiologicas adicionales al control del apetito. GHSR se encuentra
ampliamente expresado en todo el hipocampo (Zigman et al., 2006; Cabral et al.,
2014; Mani et al., 2014, 2017). En esta area, la actividad de GHSR desencadenada
por ghrelina exogena controla la actividad neuronal a través de diversos
mecanismos como el aumento de la densidad de receptores postsinapticos y del
namero de espinas dendriticas (Diano etal., 2006; Ribeiro etal, 2014). El
hipocampo es una zona de gran interés para el estudio de la actividad constitutiva
de GHSR ya que, pese a ser uno de los nucleos cerebrales que cuenta con elevada
expresion de GHSR, no esta ubicado en la cercania de las areas con acceso a la
ghrelina plasmatica. Para abordar el estudio de la accion de la actividad constitutiva
de GHSR en el hipocampo en esta tesis nos basamos en tres aspectos: por un
lado, en nuestros resultados preliminares que muestran una alta sensibilidad de los
Cay a la actividad constitutiva; por otro, en el hecho de que muchos GPCRs
modulan los circuitos neuronales actuando sobre la liberacion de neurotransmisores
(Catterall y Few, 2008); y por ultimo, en el rol fundamental de los Cay2 para la
liberacion de neurotransmisores (Dunlap et al., 1995). EI modelo experimental
principal utilizado en esta tesis fueron los cultivos primarios de neuronas del
hipocampo de ratones salvajes o deficientes en GHSR y la estrategia de
sobreexpresion de GHSR con lentivirus. Los cultivos neuronales primarios son
ampliamente usados para estudiar las propiedades de la transmision sinaptica, ya
que constituyen un preparado con un ambiente controlado que permite recapitular

las propiedades de las neuronas in vivo (Basarsky et al., 1994; Matteoli et al., 1995;
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Verderio et al., 1999; Maximov et al., 2007). La maniobra de sobreexpresion de
GHSR nos permite suponer homogeneidad en su expresion en los distintos
subtipos neuronales debido a que la misma es dependiente de un promotor
universal (pUBC). Los cultivos primarios exhiben un intenso crecimiento axonal y
dendritico, asi como la formacion de sinapsis maduras de manera controlada en un
periodo acotado de tiempo. De este modo, pudimos estudiar como la actividad
constitutiva impacta sobre la densidad de corriente Cay2 y sobre las propiedades
sinapticas en un intervalo de tiempo critico. Complementamos nuestro estudio con
analisis de la distribucién de Cay en un sistema de expresion heterdlogo para
indagar en algunos detalles del efecto de GHSR y con registros de actividad
sinaptica en rebanadas de cerebro para recapitular nuestros hallazgos en los

cultivos primarios.

En nuestros experimentos en cultivos primarios observamos que las neuronas
deficientes en GHSR mostraron un nivel de corriente Cay total aumentado respecto
de las neuronas salvajes, y que la sobreexpresion de GHSR evit6 el incremento de
la corriente Cay observado a través de los dias de cultivo (Figura 1). Podemos
afirmar que este efecto es producto de la actividad constitutiva, dado que en la
condicion con sobreexpresion de la versidon mutante de GHSR sin actividad
constitutiva, GHSRA204E, no observamos diferencias con la condicion control
(Figura 2). Este primer resultado condice con nuestros estudios previos en los que
mostramos que la sobreexpresién de GHSR en cultivos hipotalamicos reduce la
corriente Cay nativa total. Otros grupos han mostrado que los niveles de ARNm y
de proteina en neuronas hipocampales cultivadas revelan que el perfil de expresion
de GHSR esta regulado durante el desarrollo de la sinapsis in vitro, exhibiendo un
incremento significativo entre los DIV 7 a 21 (Lattuada et al., 2013; Ribeiro et al.,
2014), en concordancia con el curso temporal en el que observamos un fuerte
incremento en la corriente Cay total en las neuronas deficientes en GHSR. Ademas,
el hecho de que la actividad constitutiva de GHSR reduzca el aumento progresivo
de la corriente Cay concuerda con el caracter crénico del efecto de esta actividad.
Respecto del mecanismo subyacente a esta modulacion, recientemente se ha
descripto que los GPCRs pueden regular la distribucion o densidad en membrana
de Cay mediante cambios en el trafico de estos canales desde o hacia la
membrana (Davidova D., 2014; Ferron, 2014; Nakamura et al., 2015; Schneider
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et al., 2015). Estos mecanismos difieren de la modulacién candnica de los Cay por
la activacion de GPCRs, que involucra cambios en la cinética de activacion y
deactivacidon como asi también la modificacién en la dependencia del voltaje por
union directa de GBy y la fosforilacién a través de distintas proteinas quinasas
(Burgoyne y Weiss, 2001; Catterall y Few, 2008). Entre los GPCRs que regulan el
trafico de los Cay se encuentran los receptores ORL1 (de la sigla en inglés para
opiod receptor-like type 1), de dopamina. ORL1 reduce la densidad de Cay en
membrana plasmatica tras la aplicacion prolongada de agonista, incrementando el
trafico de Cay a endosomas tempranos o a lisosomas (Altier et al., 2006). También
se ha descripto que este mismo receptor puede internalizar el complejo GPCR-
Cay2.2 en forma independiente de ligando (Beedle et al., 2004). Por otro lado, los
receptores de dopamina D1R y D2R al activarse por su ligando se cointernalizan
con el Cay (Kisilevsky y Zamponi, 2008) mientras que, en ausencia de su agonista,
D1R interactua directamente con Cay2.2 aumentando su expresion en membrana
(Kisilevsky et al., 2008). En el caso de GHSR, en experimentos en los que
utilizamos quimeras de Cay2.1 y Cay2.2 fusionadas a GFP observamos que la
alteracion de las corrientes Cay por la actividad constitutiva esta vinculada con una
disminucién en la densidad de Cay en la membrana plasmatica (Figura 4 y 5), dado
que la sefal fluorescente verde en membrana disminuyé con la coexpresion de
GHSR y que esto pudo ser revertido mediante la coexpresion del mutante
GHSRA204E, o la preincubacion con SPA. Ademas, confirmamos que esta
modulacion depende de la activacion de Gi/o (Figura 4 y 5, (Lopez Soto et al., 2015;
Mustafa et al., 2017)), ya que la preincubacion con PTx también fue capaz de
restituir los valores de intensidad de fluorescencia a los de la condicion control. Por
otro lado datos de nuestro laboratorio han mostrado que las quimeras de Cay con
GFP quedan retenidas en compartimentos intracelulares, colocalizando con
marcadores del reticulo endoplasmatico (Mustafa et al., 2017). Asi, postulamos que
el efecto de GHSR sobre la corriente Cay implica una reduccion del trafico desde el

sistema de endomembranas hacia la membrana plasmatica.

Existen varios aspectos interesantes que se desprenden de nuestras
observaciones sobre la modulacién del trafico de Cay por GHSR. Por un lado,
tenemos pendiente la identificacién del mecanismo que media entre la activacion de

Gi/o y el secuestro de los Cay en los compartimentos intracelulares. Aqui no solo
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seria importante indagar en los segundos mensajeros involucrados sino también en
qué parte de la estructura de los Cay2 esta involucrada. En esta tesis observamos
que el efecto de la actividad constitutiva de GHSR sobre la expresion de los Cay en
membrana depende de la presencia de la subunidad auxiliar Cay3 (Figuras 6 y 7).
Ademas, la inclusién de CayB3; en estos experimentos nos permitid extender el
efecto de la actividad constitutiva a los Cay3, subtipo cuyo trafico es independiente
de las subunidades auxiliares. Otros estudios han establecido que Ca\f estimula el
trafico de los Cay hacia la membrana plasmatica enmascarando un dominio de
retencion en el reticulo endoplasmatico y evitando asi la ubiquitinizacion del canal y
su degradacion en el proteasoma (Catterall, 1995; Altier etal., 2011; Fang y
Colecraft, 2011; Simms y Zamponi, 2012; Yeon etal.,, 2018). Nuestros datos
respecto de la relevancia de Cayf3 en la accion basal de un GPCR sobre los Cay se
suman al ya conocido rol de esta subunidad auxiliar en el efecto agudo de GPCRs
sobre estos canales (Zamponi y Currie, 2013; Lépez Soto et al., 2015). Por otro
lado, existe la posibilidad que GHSR pueda senalizar basalmente sin estar inserto
en la membrana plasmatica. En este sentido, se ha descripto que varios GPCRs
pueden activar cascadas de sefalizacion intracelular aun estando internalizados, en
particular aquellos receptores acoplados a Gs y Gi/o (Calebiro et al., 2010; Lohse y
Hofmann, 2015). Estos receptores internalizan independientemente de las
proteinas G de membrana plasmatica e interactian con otras presentes en
compartimentos intracelulares (Calebiro et al., 2010). Si bien la sefializacion a
través de Gq activada por ghrelina requeriria la presencia de GHSR en membrana
(Holliday etal., 2007), es posible que GHSR actue desde compartimentos
intracelulares acoplado basalmente a Gi/o para modular el trafico de los Cay. Una
posibilidad es que actue luego de ser internalizado, ya que se ha mostrado que este
receptor se desensibiliza rapidamente ante la aplicacion de ghrelina (Camina et al.,
2004; Portelli et al., 2012) y que la actividad constitutiva de GHSR promueve su
internalizacion (Holliday et al., 2007). Por otro lado, GHSR podria comenzar a
senalizar desde su sintesis en los compartimentos intracelulares. En nuestro
conocimiento no existen descripciones claras en la bibliografia sobre cuando ocurre
el acoplamiento de GPCRs a las proteinas G en las células. Por ultimo, nuestro
descubrimiento de que la actividad constitutiva de GHSR modula el trafico de los
Cay hacia la membrana plasmatica junto con nuestros datos sobre el impacto de

este efecto en las sinapsis nos permite pensar que GHSR podria modular el trafico
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de los Cay hacia las terminales presinapticas. Las neuronas estan muy
especializadas para transportar proteinas a lo largo del axén hacia la terminal
presinaptica (Hirokawa y Takemura, 2005; Gibbs et al., 2015). Respecto a esto, si
bien los experimentos de transporte axonal in vitro poseen algunas limitaciones y/o
desventajas —como el tamafo de la proteina o el curso temporal de los protocolos
experimentales- habria sido interesante evaluar el efecto de GHSR sobre el
transporte nativo de sondas fluorescentes fusionadas a Cay (Alloatti et al., 2018).
Corroborar que GHSR modula el trafico axonal de Cay, resaltaria la relevancia de
esta regulacion en funciones neuronales como el desarrollo, la neurogénesis adulta
y periodos de formacién activa de nuevas sinapsis, incluyendo fendmenos de
plasticidad vinculados al aprendizaje (Bergami et al., 2015; Nakamura et al., 2015)

que dependen del trafico activo de Cay hacia las terminales.

En base a lo anterior, ;cdmo podrian las neuronas moderar el efecto crénico
de este GPCR con actividad basal? Por un lado, el nivel de expresiéon de GHSR
puede aumentar en estados metabdlicos de restriccion caldrica como el ayuno (Kim
et al., 2003; Fernandez et al., 2018), lo que incrementaria directamente los niveles
de actividad basal en las neuronas. Por otra parte, se ha descripto que GHSR
puede heterodimerizar con otros GPCRs (Kern et al.,, 2015; Schellekens et al.,
2015; Wellman y Abizaid, 2015). Respecto de esto, en nuestro laboratorio estamos
abordando la posibilidad de que la asociacién con los receptores para dopamina
modifique la sefalizacion basal de GHSR. Finalmente, la actividad constitutiva de
GHSR podria ser regulada por agonistas inversos naturales aun no identificados.
En este sentido, nuestro grupo ha mostrado previamente que el efecto crénico
sobre los Cay por la actividad constitutiva del receptor de melanocortinas tipo 4
puede ser revertido por su agonista inverso natural, el péptido relacionado a Agouti
(Agosti et al., 2017). Pese a los esfuerzos de varios grupos de investigacion todavia
no se ha descubierto un agonista inverso natural especifico para GHSR, y se sigue
intentando desarrollar un agonista inverso sintético especifico que permita aislar los
efectos fisioldgicos de la actividad basal de este receptor (Holst et al., 2006, 2007;
Moulin, Demange, et al., 2007; Moulin, Ryan, et al., 2007; Damian et al., 2012; Els
etal., 2012). En este marco, el reciente descubrimiento de LEAP2, el péptido
enddgeno que funcionaria como agonista inverso ademas de como antagonista de
GHSR (Al-Massadi et al., 2018; Ge et al., 2018; M’Kadmi et al., 2018) constituye
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una importante herramienta para profundizar el conocimiento sobre este efecto
fisiolégico en el control de la alimentacion y ademas refuerza la relevancia de esta
actividad basal, delineada sélo por algunos estudios in vivo (Petersen PS, 2009; Els
et al., 2012; Uchida et al., 2013).

Los resultados de la primera seccion demuestran que la actividad constitutiva
de GHSR afecta la densidad de Cay2 en membrana y reduce consecuentemente
las corrientes Cay2. Este efecto impactaria directamente en la presinapsis donde
una disminucion de la cantidad de Cay2 reduciria la liberacion de
neurotransmisores. Las neuronas se comunican principalmente a través de sinapsis
quimicas que garantizan el rapido flujo de informacién mediante una serie de
eventos altamente coordinados que ocurren en pocos milisegundos. Los Cay
presinapticos juegan un papel esencial en este proceso, que comenzo a elucidarse
a partir del trabajo de Bernard Katz y Ricardo Miledi en la unién neuromuscular
(Katz y Miledi, 1967). Ante la llegada de un potencial de accion a la terminal
presinaptica, se produce la apertura de los Cay presinapticos. El flujo de calcio a
través de los Cay2 es detectado por proteinas especificas de las vesiculas
sinapticas que desencadenan la liberacion de neurotransmisores. Por lo tanto, el
control de la actividad de Cay2 es esencial para modular los procesos neuronales
(Catterall y Few, 2008). Esto puede lograrse mediante distintos mecanismos como
cambios en su cinética de activacion y desactivacion (Burgoyne y Weiss, 2001;
Catterall y Few, 2008) o cambios en su distribucién o densidad en membrana
(Davidova D., 2014; Ferron, 2014; Nakamura et al., 2015; Schneider et al., 2015).
Por lo tanto, cambios en la cantidad de Cay disponibles por la actividad constitutiva
de GHSR podrian constituir un mecanismo para el control de la actividad neuronal.
Es dificil evaluar experimentalmente una variacion en el numero de Cay
involucrados en la liberacion de neurotransmisores. Los métodos no
electrofisiolégicos incluyen entre otros la identificacion mediante el uso de
anticuerpos especificos contra los Cay (Westenbroek et al., 1992) o contra sus
bloqueantes especificos (Cohen etal., 1991) o la microscopia electronica con
inmunomarcado con particulas de oro y microscopia de superresolucion (Nakamura
et al., 2015). Muchos de estos estudios requieren tecnologia de punta o explotan
las ventajas que presentan ciertas sinapsis con morfologia o tamafos que facilitan

su estudio, como el cdliz de Held. Los experimentos electrofisiologicos que
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realizamos en esta tesis junto con datos que muestran que las propiedades
biofisicas de los canales no varian por accién de la actividad constitutiva de GHSR
(Lépez Soto et al., 2015) nos permiten sugerir —aunque de manera indirecta- que el
efecto basal de este receptor esta relacionado con un cambio en el numero de Cay

en la presinapsis.

La comunicacién quimica rapida entre las neuronas del sistema nervioso
central estd mediada principalmente por la liberacién de los aminoacidos glutamato
y GABA. Estos neurotransmisores generan respuestas antagdnicas en las
neuronas postsinapticas, que pueden ser excitatorias (glutamato) o inhibitorias
(GABA). Al evaluar el impacto del efecto de GHSR sobre los Cay en la
neurotransmision encontramos que solamente la liberacion de GABA -y no la de
glutamato- se vio afectada (Figura 8). Si la selectividad del efecto sobre la
neurotransmision inhibitoria se debiera exclusivamente a una expresion diferencial
de GHSR en las neuronas GABAérgicas, las EPSCs deberian reducirse en la
condicion de sobreexpresion del receptor. Por otro lado, a pesar de que glutamato y
GABA comparten los mecanismos basicos de liberacion, numerosos estudios
apuntan a diferencias en las propiedades entre estas presinapsis. Por lo tanto, para
intentar comprender la selectividad del efecto de GHSR sobre GABA, primero
decidimos descartar la accion de GHSR sobre mecanismos de liberacion de
neurotransmisores independientes de Cay que pudieran estar sesgando o
enmascarando el impacto de la disminucion de la densidad de Cay sobre la

neurotransmision.

Un posible blanco adicional de la acciéon de GHSR es la maquinaria de
exocitosis de las vesiculas sinapticas. Varios trabajos han sefalado algunas
diferencias en la distribucion de estas proteinas entre las sinapsis GABAérgicas y
glutamatérgicas (Bragina et al., 2010; Boyken et al., 2013). Una de estas proteinas
es Vamp1, localizada exclusivamente en las vesiculas GABAérgicas, para la que
recientemente se demostro que RBFOX1 -una proteina de unién a ARN- estabiliza
Su mensajero exclusivamente en interneuronas (Vuong et al., 2018). Por otro lado,
la comparacion cuantitativa del perfil de proteinas asociadas a vesiculas
identificadas como glutamatérgicas o GABAérgicas ha indicado que las vesiculas

GABAérgicas parecen poseer menores cantidades de sinaptotagminas que las
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glutamatérgicas (Grgnborg et al, 2010). Para descartar un efecto de GHSR
diferencial en la liberaciéon de GABA y glutamato que dependa del aparato de
exocitosis evaluamos la sensibilidad al calcio como la pendiente de la curva del
tamano de las EPSCs e IPSCs versus la concentracion de calcio externo (Figura 9)
y observamos que la actividad constitutiva de GHSR no las modifica. Por otro lado,
observamos un desplazamiento de la recta de las IPSCs hacia magnitudes
mayores en ausencia de GHSR. Este cambio concuerda con una mayor
disponibilidad de calcio para la liberacién que podria deberse a una mayor cantidad
de Cay en la presinapsis en ausencia de GHSR. Evaluamos ademas la accién de la
aplicacion de una solucion hiperosmotica de sacarosa, maniobra que provoca la
liberacion del pool de vesiculas disponibles para ser liberado en forma
independiente de los Cay (Rosenmund y Stevens, 1996). Esta medida no revelo
diferencias en los tamanos de los pooles originadas por la actividad constitutiva de
GHSR (Figura 12). Por ultimo, medimos la frecuencia de las mEPSCs y de las
mIPSCs. Cambios en la frecuencia de los eventos miniatura podrian indicar un
efecto de la actividad constitutiva de GHSR a nivel presinaptico independiente de
los Cay. Sin embargo, no encontramos diferencias entre las distintas condiciones
experimentales (Figura 11). Para descartar la incidencia de un mecanismo
postsinaptico analizamos la amplitud de las mEPSCs y mIPSCs. Cambios en el
tamano de los eventos estan vinculados con cambios en la densidad de receptores
postsinapticos. No encontramos diferencias entre las distintas condiciones con
diferentes niveles de expresion de GHSR (Figura 13). Por ultimo, para reforzar la
idea de que el efecto que observamos se debe a la accion de la actividad
constitutiva de GHSR sobre la presinapsis, evaluamos ademas si el cociente entre
pulsos pareados (PPR) se modifica a distintos niveles de expresion de GHSR. Este
fendmeno de plasticidad a corto plazo indica modificaciones de tipo presinaptico y
depende de la probabilidad de liberacién de neurotransmisor (Katz y Miledi, 1968;
Zucker y & Regehr, 2002). Si bien la medida de PPR como estimador de la
probabilidad de liberacion es mas adecuada en registros pareados, también se ha
validado su uso para registros de corrientes postsinapticas por estimulacion de
campo (Maximov et al., 2007). Por otra parte, aunque los fenbmenos de plasticidad
a corto plazo son especificos de cada sinapsis, su medida constituye una
herramienta valida para analizar el efecto de una intervencion como la

sobreexpresion de GHSR en cultivos primarios. Nosotros encontramos que la
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actividad constitutiva modifica el PPR solo para la liberaciéon de GABA sin afectar el
de glutamato para intervalos entre pulsos cortos (Figura 10). En conjunto, estos
resultados indican que la actividad constitutiva de GHSR modula la
neurotransmisién inhibitoria hipocampal actuando sobre una estructura presinaptica

esencial para la liberacion de neurotransmisores: los Cay.

Si la selectividad del efecto de GHSR sobre GABA no depende de la
expresion diferencial de GHSR ni estd compensada por modificaciones de otros
blancos, diferentes a los Cay, que inciden en la neurotransmision ¢jpor qué la
actividad constitutiva de GHSR impacta s6lo sobre las IPSCs y no sobre las
EPSCs? Considerando como unico blanco de GHSR a los Cay se puede postular
que la selectividad esté dada por diferencias en el grado de acoplamiento de la
liberacion de GABA vy glutamato a los Cay como asi también en el subtipo de Cay.
El grado de acoplamiento determina la eficiencia de la neurotransmisién y demarca
importantes diferencias entre las sinapsis. Asi podriamos plantear que la liberacion
de GABA esta acoplada mas débilmente a la entrada de calcio que la de glutamato
y que, por lo tanto, se veria mas afectada por una reduccion del numero de Cay
disponibles. Esto podria deberse a una dependencia diferencial de la liberacion de
GABA y glutamato con los subtipos de Cay presinapticos. Respecto de esto se ha
mostrado que los Cay2.1 estan mas fuertemente acoplados a las vesiculas
sinapticas, y que poseen una probabilidad de apertura superior a la de los Cay2.2 a
potenciales despolarizantes (Stanley, 2015). Ademas, un estudio disefiado para
entender el rol de Cay2.1 y de Cay2.2 en la liberacion de neurotransmisor, usando
como estrategia la sobreexpresion en neuronas hipocampales en cultivo tanto de
versiones de Cay2.1 y Cay2.2 permeables como impermeables, ha demostrado que
existen diferencias en la interaccion de estos canales con sitios de union
especificos (slots) de la terminal pre-sinaptica, regulando la participacion relativa de
cada subtipo en la liberacion de neurotransmisores. En particular, el numero de
Cay2.1 satura un subgrupo de slots, imponiendo un limite superior a la eficacia
sinaptica de estos Cay. Cabe resaltar que la sobreexpresion de Cay2.2 no resulté
en un incremento de la amplitud de las EPSCs, pese a que la corriente Cay se vio
aumentada (Cao y Tsien, 2010). Segun estos estudios, las sinapsis gobernadas
principalmente por el Cay2.2 serian mas sensibles a cambios en el numero de Cay

disponibles para activarse por un potencial de accién en comparacion con las
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terminales enriquecidas en Cay2.1. Por otro lado, investigaciones en diferentes
areas del cerebro han sefialado una correlacion entre el subtipo de Cay que media
la liberacién y el grado de acoplamiento (Eggermann et al., 2013). Adicionalmente,
varios grupos han mostrado que durante la maduracion de las sinapsis ocurre un
cambio en la dependencia del subtipo de Cay que controla la liberacion de
glutamato, pasando de una mayor dependencia de Cay2.2 a una de Cay2.1.
(Scholz y Miller, 1991; Iwasaki et al., 2000; Pravettoni et al., 2000; Cao y Tsien,
2010). En contraposicion, se ha demostrado que la liberacion de GABA exhibe una
dependencia mayor del influjo de calcio a través del Cay2.2 a medida que maduran
las sinapsis (Basarsky et al., 1994). Nosotros observamos que la corriente Cay
reducida por la sobreexpresion de GHSR es mayoritariamente Cay2.2 en neuronas
(Figura 3). En este contexto, encontramos que el efecto selectivo de GHSR sobre la
liberacion de GABA esta relacionado con una mayor dependencia de las IPSCs de
Cay2.2 en neuronas de mas de 14 DIV (Figura 14) indicando que existe una
dependencia diferencial de las IPSCs y EPSCs con cada subtipo de Cay. Habria
resultado valioso evaluar mediante la utilizacion de quelantes el grado de
acoplamiento de cada uno de los subtipos a la liberacidn de neurotransmisores. Si
la distancia entre los Cay y los sensores de calcio fuera pequena, solo el quelante
rapido de calcio BAPTA, pero no el quelante lento, EGTA, dispondria de tiempo
suficiente para capturar el calcio que difunde desde los Cay a los sensores de
calcio y por tanto para reducir la liberacién de neurotransmisor. Por el contrario, si
la distancia de acoplamiento fuera mayor, tanto el quelante rapido como el lento de
calcio habrian sido efectivos. Estos experimentos adicionales nos permitirian
asegurar que el grado de acoplamiento de la liberacion de GABA a los Cay es
menor que el de glutamato. En esa situacion estariamos en condiciones de afirmar
qgue una reduccién en la cantidad de Cay disponibles por la actividad constitutiva de
GHSR afectaria mayoritariamente a las sinapsis GABAérgicas que dependen del

subtipo menos acoplado, Cay2.2.

Nuestros resultados muestran la influencia de GHSR en la transmision
hipocampal a través de una propiedad poco estudiada, su actividad constitutiva, y
sobre un blanco hasta ahora inexplorado, los Cay y la neurotransmisién inhibitoria.
Hasta nuestro trabajo solo se habia explorado el efecto de la activacion aguda de

GHSR por ghrelina en el hipocampo sefialando a la neurotransmision
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glutamatérgica como principal blanco de la accidén de ghrelina, principalmente en la
region CA1. En primer lugar, la administracion sistémica de ghrelina promueve la
reorganizacion (Berrout y Isokawa, 2012) e incrementa la densidad de espinas
sinapticas a la vez que ratones nulos para ghrelina presentan una menor densidad
de espinas sinapticas con respecto a animales salvajes en esta area y presentan
problemas para desempefiarse en pruebas de memoria (Diano et al., 2006). Por
otro lado, ghrelina desencadena el reclutamiento de receptores AMPA a las
sinapsis (Ribeiro et al., 2014), y aumenta la expresién de las subunidades NR2B
(Ghersi et al., 2015), y la fosforilacion de las subunidades NR1 (Muniz y Isokawa,
2015) las cuales juegan un rol importante en la plasticidad a largo plazo y el
aprendizaje regulando la tasa de apertura y la expresion del receptor NMDA (Chen
y Roche, 2007; Valenzuela Harrington et al., 2007). La aplicacion de ghrelina
exdgena también induce la potenciacion a largo plazo en esta area asi como en el
GD (Diano etal., 2006). En contraste, nosotros no encontramos que la
neurotransmision excitatoria se viera afectada por la actividad constitutiva de
GHSR. Respecto de esto es importante recordar que GHSR puede acoplarse a
distintas proteinas G. Mientras que nuestros resultados sobre las corrientes Cay
basales, que regulan la liberacion de GABA, son desencadenados por la activacion
de Gi/o, generalmente los efectos de ghrelina son mediados por Gq (Callaghan y
Furness, 2014). Por otro lado, es interesante mencionar que la aplicacion exdégena
de ghrelina puede afectar a neuronas GABAérgicas en otras areas como el
hipotalamo (Lépez Soto et al., 2015), el area postrema (Cabral, Cornejo, et al.,
2017) y el nucleo central de la amigdala (Cruz et al., 2012). Una posibilidad a
considerar es que una disminucion en la actividad GABAérgica contribuya a los
procesos neuronales en el mismo sentido que un aumento en la actividad
glutamatérgica. Por ejemplo, la estabilidad de las espinas sinapticas depende
fuertemente del balance excitatorio-inhibitorio (Smart y Halpain, 2000), y se ha
reportado que la disminucién en la transmisién GABAérgica produce un aumento
del numero espinas sinapticas en CA1 (Murphy etal., 1998). Por otra parte,
observamos que la actividad constitutiva de GHSR no modifica las propiedades
intrinsecas de las células granulares del GD ni de las neuronas piramidales de CA3,
acotando el efecto de la expresiéon del receptor a la modulacién de los Cay (Figura
15B y C). Habria sido factible observar alguna modificacion en estas propiedades,

dado que se ha descripto que la aplicacion de ghrelina incrementa la frecuencia de
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disparo de las células dopaminérgicas presentes en la substantia nigra pars
compacta mediante la inhibicion de los canales de potasio operados por voltaje Kv7
(Shi et al., 2013). Nosotros no encontramos diferencias en el potencial de reposo ni
en el umbral para el disparo de potenciales de accion entre ratones salvajes y
deficientes de GHSR. Aunque no evaluamos la frecuencia de disparo en
condiciones de reposo, el hecho de que estas propiedades no se modifiquen nos
permitiria reforzar la significancia de la diferencia entre las vias intracelulares
reclutadas por la activacion basal de GHSR y la evocada por ghrelina. Asi, nuestros
estudios sugieren que la actividad constitutiva de GHSR contribuiria a mayores
niveles de excitacion neuronal de manera indirecta mediante una reduccion de la

neurotransmision inhibitoria.

En la ultima seccion de esta tesis realizamos registros en rebanadas de
cerebro de ratén para evaluar si la modulacion de la transmision GABAérgica por la
actividad constitutiva de GHSR impacta sobre el circuito hipocampal intacto.
Nuestros datos indican que GHSR es capaz de modular la neurotransmision
inhibitoria del GD (Figura 16B). EI GD es el punto de ingreso al circuito trisinaptico
hipocampal, y es una estructura clave en muchos modos de aprendizaje (Burgess,
2002; Leutgeb et al., 2005; Bakker et al., 2008) que dependen de la terminacion y la
separacion de patrones (Kesner y Rolls, 2015; Lopez-Rojas y Kreutz, 2016). Las
células granulares del GD se caracterizan por una baja resistencia de acceso, un
potencial de membrana en reposo hiperpolarizante (Mongiat et al., 2009; Liu et al.,
2012; Ramirez et al., 2013; Denny et al., 2014; Danielson et al., 2016) y una baja
frecuencia de disparo en condiciones de reposo (Krueppel etal., 2011). Su
actividad esta fuertemente controlada por una importante innervacion GABAérgica
(Nitz y McNaughton, 2004; Sambandan et al., 2010; Dieni et al., 2012; Pernia-
Andrade y Jonas, 2014; Temprana et al., 2015). Estas caracteristicas permiten a
estas neuronas funcionar como filtros de la informacién que ingresa al hipocampo.
De hecho, la variacion de los circuitos inhibitorios determina que las células
granulares en desarrollo sean mas sensibles a estimulos de alta frecuencia que las
maduras (Pardi et al., 2015). El funcionamiento de una sinapsis como filtro de
informacion se puede ajustar modulando la probabilidad de liberacion inicial (Citri y
Malenka, 2008). Si la actividad constitutiva de GHSR reduce la probabilidad de

liberacion inicial a intervalos de tiempo cortos (Figura 10), una mayor expresion de
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GHSR inclinaria a las células granulares a funcionar mas como filtros de paso alto,
ya que trenes de potenciales de accion de alta frecuencia tendrian mas
probabilidad de transmitirse que aquellos de baja frecuencia. Los axones de las
células granulares, las fibras musgosas, inervan las dendritas de las neuronas
piramidales de CA3. Nosotros no encontramos diferencias significativas entre las
condiciones salvaje y deficiente en GHSR en la salida excitatoria del GD a CA3
(Figura 16C), indicando que la presencia de GHSR en el GD afecta exclusivamente
a la transmision GABAérgica. Ademas, en concordancia con la selectividad del
efecto de la actividad constitutiva de GHSR sobre sinapsis dependientes de Cay2.2,
se ha mostrad que en las fibras musgosas en CA3 los Cay2.2 median la
transmisidon en menos sitios de liberacion que los Cay2.1, los cuales son ademas
capaces de reclutar sitios adicionales y que cada subtipo contribuiria a mecanismos
contrapuestos de plasticidad sinaptica de corto plazo (Chamberland et al., 2017).
Asi, los experimentos realizados en esta tesis apoyan la importancia de la

regulacién del circuito hipocampal por la neurotransmision inhibitoria.

¢ Cual seria la identidad de las interneuronas que median el efecto de la
actividad constitutiva de GHSR? Muchas clases de interneuronas hipocampales
diferentes residen dentro del GD en las tres capas que lo conforman y tienen
proyecciones dendriticas y axonales dentro de éste. Estas pueden subdividirse
segun su morfologia, la distribucion de sus somas y sus axones, sus blancos
postsinapticos, la expresion de proteinas caracteristicas y sus propiedades
electrofisiolégicas (Houser, 2007). Ademas, la localizacién de la sinapsis que
forman con las células postsinapticas también determina roles diferentes para cada
subtipo de interneurona. Las células canasta (BC, de la sigla en inglés basket cells)
y las células del hilus relacionadas con la via de asociacién comisural (HICAP, del
inglés hilar commissural-association pathway-related cells) se encuentran ubicadas
en la base de la capa de células granulares y sus axones generan inhibicion a nivel
perisomatico (BC) y de las dendritas proximales (HICAP). En base a la expresion
de marcadores inmunocitoquimicos estos dos subtipos morfolégicos de
interneuronas han sido identificados como parvalbumina (BC, PV+) vy
colecistoquinina (HICAP, CCK+) positivos. Por estar ubicadas en la zona de
estimulacién que usamos para nuestros experimentos, las CCK+ y las PV+

constituyen dos poblaciones de interneuronas del GD que podrian ser candidatas a
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mediar el efecto de GHSR en las CG-IPSCs. Ademas, un elegante estudio ha
correlacionado la identidad inmunocitoquimica de las interneuronas del GD con el
subtipo de Cay2 que media la liberacion de GABA (Hefft y Jonas, 2005). Asi, la
transmision inhibitoria de las CCK+ esta acoplada a Cay2.2 mientras que en las
PV+ depende de Cay2.1. Considerando que nuestros datos muestran que la
liberacion de GABA depende fuertemente de la corriente Cay2.2, podriamos pensar
que el efecto de GHSR podria ejercerse sobre las neuronas CCK+. Ademas, estos
mismos autores han determinado que las terminales de las células CCK+ poseen
un acoplamiento menor de los Cay al sensor de calcio, y han postulado que la
diferencia entre ambos tipos de sinapsis puede estar relacionada con la expresion
especifica de diferentes sensores de calcio, sugiriendo que la liberacién asincronica
observada en las CCK+ podria depender de sinaptotagmina 7. Adicionalmente, han
demostrado que las sinapsis GABAérgicas sincronicas poseen una dependencia
menor de sinaptotagmina 1 que las glutamatérgicas (Kerr et al., 2008), proponiendo
que la especificidad en el acoplamiento puede estar dada por una expresion
selectiva de subtipos de Cay. Por otro lado, recientemente se ha reportado que en
la corteza insular de rata las terminales GABAérgicas pueden expresar
diferencialmente un subtipo de Cay u otro, y que estos subtipos determinan la
probabilidad de liberacion de cada terminal (Yamamoto y Kobayashi, 2018). Estos
datos sumados a que la expresion de GHSR podria no ser homogénea en las
interneuronas del hipocampo, como ocurre con otros receptores (Lambert y Wilson,
1993; Rusakov et al., 2004) nos permiten proponer una regulacién fina del circuito
hipocampal por la combinacion de la expresién diferencial de los subtipos de Cay y
la actividad constitutiva de GHSR.

En los ultimos afios ha cobrado relevancia el fenomeno de coliberacion de
neurotransmisores de una misma terminal sinaptica. La adhesion generalizada a la
idea de John Eccles —en base a los estudios de Henry Dale de 1935- de que cada
neurona podia liberar sélo un tipo de neurotransmisor (Burke, 2006), dificultd
durante varias décadas la aceptacion de la existencia de este evento. En este
contexto, la modulacién selectiva de GHSR podria tener importancia regulando de
manera fina la liberacion de GABA versus glutamato en una misma sinapsis. La
coliberacion se ha observado en diferentes partes del cerebro para distintas

combinaciones de neurotransmisores, en general asociaciones de GABA o
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glutamato con otros neuropéptidos pero también entre GABA y glutamato, pese a
sus efectos claramente contrapuestos (Granger et al., 2017). Una de las zonas
donde se ha descripto mas exhaustivamente es en las fibras musgosas que inervan
CA3 a partir del GD, donde la coliberacién ocurre durante etapas tempranas del
desarrollo y luego de incrementos en la actividad incluyendo episodios epilépticos.
También se ha sefialado la posibilidad de que este tipo de liberacion ocurra en
situaciones fisiolégicas en el circuito hipocampal maduro (Munster-Wandowski
et al., 2013), como un mecanismo de modelar la respuesta postsinaptica con alta
precision (Somogyi, 2006). Complementariamente, también se ha descripto la
expresion del transportador vesicular de glutamato tipo 3 (VGLUT3) en las
interneuronas CCK+ del GD (Somogyi et al., 2004). La expresion de VGLUT3 es
uno de los indicios asociados con la coliberacion de glutamato en terminales
GABAérgicas, colinérgicas, dopaminérgicas y serotoninérgicas, mientras que
VGLUT1 y VGLUT2 parecen ser exclusivos de sinapsis glutamatérgicas puras
(MUnster-Wandowski et al., 2013; Zimmermann et al., 2015). La expresién de
GHSR en las células granulares podria contribuir a minimizar la interferencia por la
liberacion de GABA en la transmisiéon excitatoria hacia CA3, mientras que
exacerbaria el efecto de la liberacion de glutamato en las interneuronas CCK+

moderando la inhibicién de las células granulares.

El efecto de GHSR selectivo sobre la neurotransmision GABAérgica
dependiente de Cay2.2 podria tener importantes implicancias en los procesos
fisiologicos del hipocampo como el aprendizaje y la memoria. Estas funciones
dependen en gran medida de la plasticidad de las sinapsis excitatorias. Sin
embargo, recientemente se ha evidenciado que las interneuronas GABAérgicas
pueden tener un impacto importante en estos procesos, modificando el balance
excitatorio-inhibitorio y la plasticidad de las neuronas excitatorias principales (Flores
y Méndez, 2014; Ramaswamy, 2015). Tradicionalmente se ha asociado a ghrelina
con el control central del apetito principalmente a nivel hipotalamico (Cowley et al.,
2003). Mas recientemente se han vinculado los efectos de GHSR con procesos en
otras areas del cerebro como el sistema limbico y el hipocampo, que poseen un
acceso restringido a ghrelina. En este sentido se ha sugerido que en tiempos de
escasez de alimentos, la capacidad de recordar un entorno con disponibilidad de

alimento aumentaria las posibilidades de supervivencia (Zeltser etal., 2012;
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Hornsby et al., 2016). Esto concuerda con un estudio en el que se ha demostrado
que el ayuno prolongado estimula la neurogénesis y la separacién de patrones en
el hipocampo (Hornsby et al., 2016). Este trabajo asocia estos efectos a una amplia
expresion de GHSR en la zona subgranular del GD (SGZ), area en que se
encuentran las células neurales progenitoras que dan lugar a las células granulares
nuevas. Por otro lado, se ha descripto que las interneuronas CCK+ ubicadas en el
GD regulan la neurogénesis del hipocampo en adultos (Masiulis et al., 2011). Asi, el
efecto de GHSR sobre la neurotransmision GABAérgica en el hipocampo podria
contribuir a la modulacién de los procesos cognitivos asociados al control de la

homeostasis energética.
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e En esta tesis demostramos el impacto de la reduccion de la corriente Cay2.2
por la actividad independiente de agonista de GHSR exclusivamente en la

transmision GABAérgica en el hipocampo.

e Encontramos que la selectividad de este efecto radica en una mayor

dependencia de la liberaciéon de GABA de los Cay2.2 respecto de los Cay2.1.

e Contribuimos ademas a demostrar que el mecanismo de accion de la
actividad constitutiva sobre Cay requiere la presencia de CayB e involucra la
inhibicion del trafico desde compartimentos intracelulares hacia la membrana

plasmatica.
e En conjunto nuestros datos nos permiten proponer un rol fisioldgico

especifico para un GPCR con actividad constitutiva que se expresa a altos niveles

en areas a las que su ligando enddgeno no tiene acceso.
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