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Prefacio

El presente trabajo de tesis tuvo como finalidad estudiar la regulaciéon en la expresion de la
subunidad auxiliar Cava8-1 de los canales de Ca?* dependientes de voltaje de alto umbral de
activacion (HVA), por el factor de crecimiento epidérmico (EGF). El trabajo se realiz6 en el
Laboratorio 55 del Departamento de Biologia Celular del Centro de Investigacién y de Estudios
Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (Cinvestav-IPN). La tesis fue dirigida por el Dr. Diego
Ricardo Félix Grijalva, investigador titular del Departamento de Biologia Celular del Cinvestav-IPN,
y por el Dr. José Alejandro Sandoval Romero, profesor titular de la Facultad de Estudios Superiores
Iztacala de la Universidad Nacional Auténoma de México. El desarrollo experimental de esta tesis
contd con la asesoria del Dr. Eduardo Monjaraz Guzman, profesor titular y director del Instituto
de Fisiologia de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, del Dr. José Segovia Vila,
investigador titular del Departamento de Fisiologia, Biofisica y Neurociencias del Cinvestav-IPN,
del Dr. Antony Boucard Jr. y del Dr. Enrique O. Herndndez Gonzdalez ambos investigadores titulares
del Departamento de Biologia Celular del Cinvestav-IPN. Durante el tiempo que duré mi
Doctorado fui beneficiada con una beca académica otorgada por del Consejo Nacional de Ciencia
y Tecnologia (Conacyt).

Parte de los resultados de esta tesis fueron presentados en el Congreso de Investigacion
Cientifica The lon Channel Regulation Conference: Molecules to Disease de la Federacidon de
Sociedades Americanas de Biologia Experimental (FASEB por sus siglas en inglés) en el trabajo
titulado: Regulation of the Ca?* channel a26-1 subunit expression by epidermal growth factor
(EGF), el cual se celebré en la ciudad de Lisboa, Portugal en el mes de julio del afio 2019. De igual

manera, los resultados de esta tesis se presentaron en el Congreso Anual de la Sociedad



Norteamericana de Neurociencias (SfN) en el trabajo titulado: Epidermal growth factor (EGF)
regulates the expression of Ca?* channel a5-1 auxiliary subunit via the ERK/Elk-1 signaling
pathway, el cual se celebré en la ciudad de Chicago, Illinois (Estados Unidos de Norteamérica), en
el mes de octubre del afio 2019.

Este trabajo fue aceptado para su publicacidn en la revista American Journal of Physiology,
Endocrinology and Metabolism con el titulo “Regulation of the Ca®* channel a.5-1 subunit
expression by the Epiderman Growth Factor via the ERK/ELK-1 signaling pathway”, en el mes de

mayo del afio 2020.



Resumen

Los canales de Ca?* dependientes de voltaje (Cay) se expresan en células enddcrinas donde
contribuyen a la secrecion hormonal. Se sabe que diversos factores de crecimiento, incluido el
factor de crecimiento epidérmico (EGF), afectan la expresion de los canales Cay. Estudios previos
han mostrado que el EGF aumenta las corrientes de Ca?* en la linea celular GH3, proveniente de
un adenoma hipofisiario, al aumentar el nUmero de canales Cay de alto umbral de activacion
(HVA) en la membrana plasmatica, lo que resulta en una mayor secrecion de la hormona
prolactina (PRL). Sin embargo, se sabe poco sobre los mecanismos subyacentes a esta regulacion.
En el presente trabajo de tesis se muestra que el EGF aumenta la expresién de la subunidad
auxiliar Cavaz6-1, un componente molecular importante de los canales HVA. El analisis in silico
del promotor del gen CACNA2D1 que codifica para la subunidad Cava26-1 reveld la presencia de
sitios de wunidon para factores de transcripcion activados por la via de sefializacidon
Ras/Raf/MEK/ERK. Los ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina y de mutagénesis sitio
dirigida mostraron que el factor de transcripcién ELK-1 es crucial para la regulaciéon de la expresion
de CACNA2D1 en respuesta al EGF. Ademads, aqui se presentan evidencias de que el EGF aumenta
la expresion membranal de Cava;6-1, y que la sobreexpresidon de ELK-1 incrementa la densidad
de la corriente de Ca?* a través de los canales HVA, mientras que el silenciamiento de ELK-1
disminuye la expresion funcional de estos canales. De manera interesante, los ensayos de
liberacion hormonal revelaron que la sobreexpresion de Caya8-1 aumenta la secrecién de PRL.
Estos resultados revelan un nuevo mecanismo molecular por el cual el EGF al activar la via de
sefalizacion Ras/Raf/MEK/ERK/ELK-1 puede influir de manera determinante en la expresion de

los canales de HVA y en la conducta secretora de las células adenohipofisiarias.



Abstract

Voltage-gated Ca?* (Cay) channels are expressed in endocrine cells where they contribute to
hormone secretion. Diverse chemical messengers including epidermal growth factor (EGF) are
known to affect the expression of Cay channels. Previous studies have shown that EGF increases
Ca?* currents in GH3 pituitary cells by increasing the number of high voltage-activated (HVA) Cay
channels at the cell membrane, which results in enhanced prolactin (PRL) secretion. However,
little is known regarding the mechanisms underlying this regulation. Here, we show that EGF
increases the expression of the Cava,6-1 subunit, a key molecular component of HVA channels.
The analysis of the gene promoter encoding Cava,6-1 (CACNA2D1) revealed binding sites for
transcription factors activated by the Ras/Raf/MEK/ERK signaling cascade. Chromatin
immunoprecipitation and site-directed mutagenesis showed that ELK-1 is crucial for the
transcriptional regulation of CACNA2D1 in response to EGF. Furthermore, we found that EGF
increases the membrane expression of Cayva26-1 and that ELK-1 overexpression increases HVA
current density, while ELK-1 knockdown decreases the functional expression of the channels.
Hormone release assays revealed that Cava;6-1 overexpression increases PRL secretion. These
results suggest a mechanism for how EGF by activating the Ras/Raf/MEK/ERK/ELK-1 pathway may

influence the expression of HVA channels and the secretory behavior of pituitary cells.



1. Introduccion

1.1 Estructura y funcion de los canales de Ca?* dependientes de voltaje.

Los canales idnicos son complejos proteicos presentes en la membrana plasmatica que contienen
un poro que permite el flujo selectivo de iones. Se conocen distintos tipos de canales idnicos los
cuales se clasifican de acuerdo con su selectividad idnica y de acuerdo a los estimulos que los
activan (Aidley & Stanfield, 1996; Hille, 2001). Los canales de Ca%* dependientes de voltaje (Cay)
son complejos heteromultiméricos que se encargan de regular la entrada de Ca®* a la célula en
respuesta a los cambios en el potencial de la membrana. Los canales Cay llevan a cabo una doble
funcién de seiializacién; en primer lugar, la corriente de cationes entrante provoca cambios en el
potencial de membrana plasmatica en las células excitables y en segundo lugar, son responsables
de los cambios en la concentracidn intracelular de Ca2* que activan distintas vias de sefializacién
en el interior celular. Asi, el Ca?* que entra a la célula actia como un segundo mensajero
intracelular convirtiendo las sefiales eléctricas en sefales bioquimicas a través de las cuales se
regulan una gran variedad de eventos celulares como la contraccion muscular, la expresién
génica, la regulacion enzimatica, la fecundaciodn, la secrecidén de neurotransmisores y hormonas,
entre muchas otras (Hofmann et al., 1999; Lacinova, 2005; Catterall, 2011).

Los canales Cay estan compuestos por una proteina principal conocida como subunidad
Caval (190-250 kDa), la cual forma el poro conductor de los iones y contiene los elementos
moleculares que conforman el sensor de voltaje del canal. En la actualidad se conocen diez
isoformas de la subunidad principal Caval, codificadas por 10 genes distintos, y aunque la
estructura molecular es muy similar entre ellas, se les atribuyen distintas caracteristicas biofisicas

y farmacolégicas. La subunidad Caval tiene una estructura modular formada por cuatro dominios



repetidos (I-1V) los cuales estdn integrados por seis segmentos transmembranales (S1-S6). La
region del poro (PD) esta constituida por el asa que une a los segmentos S5 y S6 de cada dominio
repetido. Por otro lado, el dominio sensor de voltaje (VSD) lo componen los segmentos S1 a S4
de cada dominio repetido. El segmento S4 es una a-hélice que contiene aminodacidos cargados
positivamente los cuales son capaces de detectar cambios en el voltaje transmembranal (Fig. 1;

Catterall, 2011).

1Q

C

Figura 1. Estructura de la subunidad principal Cayai de los canales de Ca?* dependientes de
voltaje. La figura muestra un esquema que ilustra la arquitectura molecular de la subunidad
formadora del poro Cavai con sus 4 dominios repetidos (I, Il, Ill, IV). VSD, dominio sensor de
voltaje; PD, dominio del poro conductor de iones; AID, dominio de interaccién con la subunidad
auxiliar CayB; 1Q, dominio de interaccién con calmodulina (modificada de Savalli et al., 2016).

Como se menciond anteriormente, las subunidades Cavai estan codificadas por 10 genes
distintos que pueden ser clasificados a su vez en 3 familias distintas como se describe a
continuacion. Con base en sus propiedades funcionales elementales, las subunidades Cava; se
clasifican en dos tipos, de bajo umbral (LVA; por sus siglas en inglés), y de alto umbral de
activacion (HVA; por sus siglas en inglés). Ademds, conforme a sus propiedades biofisicas y
farmacoldgicas, las subunidades Cava; se clasifican en cinco tipos conocidos como T, L, P/Q, Ny
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R (Fig. 2). Dentro de esta clasificacion, el tipo T es el Unico que pertenece a la clasificacién de bajo

umbral de activacién (Hille, 2001; Catterall, 2011).
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Figura 2. Distintos tipos de canales de Ca?* dependientes de voltaje. La subunidad Cavas se divide

en 3 grupos de acuerdo con la identidad de su secuencia de aminoacidos, conocidos como Cavl,
Cav2 y Cay3. Los canales Cay1 y Cayv2 son de alto umbral de activaciéon (HVA) e incluyen a los tipos
L, P/Q, Ny R. Los canales Cay3 son de bajo umbral de activacidn (LVA) o tipo T. Los nombres con
los que se conocia originalmente a las distintas subunidades Ca,ai se muestran en azul, y los
nombres de los genes que codifican para cada subunidad se muestran en verde (modificada de
Dolphin, 2012).

Las subunidades principales Cavai pueden estar reguladas por proteinas que forman parte
del complejo del canal, las cuales son consideradas subunidades auxiliares (Cavo28, CavB y en
algunas ocasiones Cavy). Estas subunidades se encuentran asociadas solamente con los canales
HVA (Fig. 3), pues los canales LVA sélo requieren de la subunidad principal Cayvai para funcionar
correctamente. Asi, las subunidades auxiliares regulan distintas propiedades de los canales como

su traslado y estabilizacion en la membrana plasmatica, y su degradacién. De igual manera,
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participan en la regulacion de la cinética de la corriente que fluye a través de la subunidad

principal formadora del poro conductor (Dolphin, 2012; 2013; Felix et al., 2013).
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Figura 3. Estructura de los canales Cay HVA. La figura muestra un esquema de la estructura

Out
n

-

molecular de los canales Cay HVA con la subunidad principal Cavas, y las subunidades auxiliares
CavP y Cava6 (tomada de Dolphin, 2018).

La subunidad auxiliar CavB (50-65 kDa) es una proteina citoplasmatica que interacciona
mediante su dominio GK con el dominio de interaccién alfa (AID, por sus siglas en inglés) que se
localiza en el asa intracelular que une los dominios | y Il de la subunidad Cava; (Catterall, 2011).
Se han descrito 4 isoformas de Cavp (CavpBi—CavPs) codificadas por 4 genes distintos. Entre sus
funciones principales, se ha encontrado que Cayp tiene efectos sobre las propiedades biofisicas
del canal, su envio hacia la membrana plasmatica y su degradacién generando un aumento en la
densidad de la corriente. De igual manera, modula la cinética de la corriente haciendo mas rapida
tanto su activacion como su inactivacidon (Lacinova, 2005; Gandini et al., 2014; Campiglio &

Flucher, 2015).
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La subunidad auxiliar Cawy (~32 kDa) es una glicoproteina con 4 segmentos
transmembranales que se expresa en los tejidos muscular y nervioso. Se han encontrado 8
isoformas de esta proteina siendo Cavyi y Cavy: las mas estudiadas por sus funciones en el
musculo estriado y en el cerebro, respectivamente. Se ha observado que Cavy: tiene efectos
inhibitorios sobre la actividad del canal Cayl.1 estabilizando el estado inactivo del mismo
(Lacinova, 2005; Gandini et al., 2014; Campiglio & Flucher, 2015), mientras que Cavyy: inhibe la
expresion funcional de los canales neuronales recombinantes Cay2.2 en células HEK-293
(Sandoval et al., 2007).

Por su parte, la subunidad auxiliar Cava,6 (~170 kDa) es una proteina extracelular
altamente glicosilada que se encuentra anclada a la membrana celular por un enlace
glicofosfatidilinositol (GPI). Esta proteina estd compuesta por dos péptidos (a2 y §) unidos por un
enlace disulfuro los cuales estdn codificados por un sdélo gen. Dicho gen da lugar a una pre-
proteina que es procesada proteoliticamente para formar los dos péptidos (Ellis et al., 1988; De
Jongh et al., 1990; Jay et al., 1991; Gurnett et al., 1996; Davies et al., 2010). El péptido a, contiene
cuatro dominios Cache y un dominio similar al factor A de Von Willebrand (VWA) de interaccion
proteina-proteina, el cual a su vez cuenta con un dominio MIDAS (metal ion-dependent adhesion
site; Dolphin, 2013; Felix et al., 2013). Gracias a un estudio reciente de la estructura del complejo
del canal Cavl.1 se determind que aparentemente los dominios VWA y Cache de Caya0 se unen
a las asas extracelulares de los segmentos transmembranales en los repetidos | y Il de la
subunidad Caval (Wu et al., 2015; Wu et al., 2016). Es importante recalcar que para que esta
subunidad auxiliar cumpla la funcién de regular los canales Cay debe de estar en su forma madura,

es decir, que tanto su estructura como sus modificaciones postraduccionales son de suma
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importancia para su correcto funcionamiento (Fig. 4). Diversos estudios han mostrado que tanto
el péptido az como el & y su correcto procesamiento proteolitico son importantes para que la
subunidad completa ejerza su regulacidn funcional sobre los canales Cay (Gurnett et al., 1996;
1997; Andrade et al., 2007; Kadurin et al., 2016; Ferron et al., 2018). También se sabe que la
formacién del enlace disulfuro entre cisteinas conservadas en a; y 8 es necesaria para generar el

aumento en la densidad de la corriente de Ca®* (Calderén-Rivera, et al., 2012).
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Figura 4. La subunidad auxiliar Caya26 de los canales de Ca?*. La figura representa la estructura
de Cavod y su procesamiento post-traduccional hasta llegar a su forma madura (tomada de
Dolphin, 2018).

Existen 4 isoformas de la subunidad auxiliar a6 (Cava26-1 a Cava.6-4) cada una de ellas
codificada por un solo gen (Tabla 1). La subunidad Cava,6-1 fue la primera en ser caracterizada a
partir del mdsculo esquelético y es la mas estudiada debido a que se expresa en una amplia

variedad de tejidos (Ellis et al., 1988; Brickley et al., 1995; Klugbauer et al., 1999; Qin et al., 2002).
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Gen Proteina Expresion tisular principal

Musculo liso, cardiaco y esquelético. Tejido enddcrino.

CACNA2D1 az6-1 Sistema nervioso central y periférico
CACNA2D2 a;6-2 Sistema nervioso central
CACNA2D3 a;6-3 Sistema nervioso central y periférico
CACNA2D4 w:6-4 Retina. Tejido enddcrino

Tabla 1. Clasificacion de la subunidad auxiliar Cava,6. Expresion tisular predominante de cada
isoforma de la subunidad auxiliar Cava,6 (modificada de Dolphin, 2013).

Pese a que no se conoce completamente su relevancia funcional, se sabe que Cavazb
produce un incremento en la densidad de la corriente de Ca%* debido a un aumento en la
expresion de canales HVA en la membrana celular, indicando asi un posible papel en el tréficoy
degradacion de los mismos (Felix, 1999; Canti et al., 2005; Andrade et al., 2009; Dolphin, 2013;
Campiglio and Flucher, 2015). En cuanto a esta funcidn, se ha observado que en células HEK-293
que expresan el complejo Cav2.2a1/B1b este se internaliza mas lentamente cuando se expresa
junto con la subunidad a6-1 (Bernstein & Jones, 2007). Sin embargo, estudios recientes
muestran que Cava;6 aparentemente no tiene un efecto sobre la endocitosis de los canales
Cav2.2 indicando asi que el efecto es posiblemente sobre el trafico de los mismos (Cassidy et al.,
2014). En este sentido, se ha observado que la LRP1 (low density lipoprotein receptor-related
protein-1) y su chaperona RAP promueven la expresién funcional de Cay2.2 al favorecer la
maduracion y trafico de la subunidad auxiliar Cava,6 (Kadurin et al., 2017). Aun cuando existen
numerosos reportes acerca del papel de esta subunidad auxiliar sobre el aumento en el nimero
de canales en la membrana, no se conoce de manera precisa el mecanismo molecular de esta

funciodn.
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Asimismo, se ha observado que Cavond participa en la modulacién de las propiedades
biofisicas de los canales Cay al modificar la dependencia al voltaje tanto de su activacién como de
su inactivacion. De manera general, Cavood genera un desplazamiento en sentido
hiperpolarizante en la dependencia al voltaje de la inactivacién en estado estacionario, y en
algunas ocasiones también causa una hiperpolarizacién en la dependencia al voltaje de la
activacion (Felix et al., 1997; Felix et al., 2013; Dolphin, 2018). Se ha reportado que este efecto se
debe a que la subunidad auxiliar modula la cinética de activacién al unirse a los dominios sensibles
al voltaje en Cavai (dominios I-1ll) y modificar su sensibilidad al voltaje (Savalli et al., 2016).

Cavaxd es también blanco de un grupo de moléculas con efecto analgésico llamados
gabapentinoides (GBP) los cuales se unen a una secuencia de tres argininas (RRR) localizada en la
region N-terminal del dominio VWA (Gee, et al., 1996; Dolphin, 2012). La unién de
gabapentinoides a Cava6-1 previene su reciclaje a partir de endosomas positivos para Rabl1l
hacia la membrana plasmatica generando una disminucion en la expresiéon funcional de los
canales Cay y por lo tanto una reduccidn en la densidad de la corriente de Ca?* (Tran-Van-Minh &
Dolphin, 2010).

1.2 Acople excitacidn-secrecion.

Uno de los multiples procesos celulares que son regulados por los canales Cay es la secrecién de
hormonas y neurotransmisores. A este mecanismo se le conoce como acople excitacidon-secrecion
y es un proceso regulado por CaZ* en el cual el estimulo de las células secretoras tiene como
respuesta la liberacidon de moléculas al medio extracelular. Esta liberacidn se genera por la fusién

de las vesiculas secretoras con la membrana plasmatica. Se sabe que este proceso celular se
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favorece gracias a la interaccion funcional que existe entre los canales Cay y las proteinas que
forman la maquinaria de secrecion (Gandini & Felix, 2012).

La liberacién de hormonas comienza con un estimulo (excitacion) que genera la
despolarizacién de la membrana ocasionando la apertura de los canales Cay. El Ca?* que entra a
través de estos canales genera un aumento en la concentracidn intracelular de Ca?*
principalmente en regiones cercanas a la membrana plasmdtica en donde se encuentran las
vesiculas secretoras. El Ca’* se une a distintas proteinas de la maquinaria de secrecién
provocando la fusion de las vesiculas con la membrana plasmatica y la subsecuente liberacién de
su contenido (Gandini & Felix, 2012). Por otra parte, las células enddcrinas también pueden
secretar hormonas en respuesta a estimulos no excitadores como la unién de ligandos a
receptores de membrana acoplados a proteinas G (Misler, 2009).

Existe una amplia variacién en la exocitosis de vesiculas dependiendo del tipo célular y de
factores como sensibilidad al Ca*, velocidad de fusidn de las vesiculas dependiente de Ca?*, entre
otras. La secrecidén rapida de neurotransmisores es el proceso mas estudiado, sin embargo, se ha
descrito también una secrecién mas lenta la cual se lleva a cabo en células neuroenddcrinas y
enddcrinas. En estas células, debido a que las vesiculas secretoras no se encuentran ancladas a la
membrana, como es el caso de las células neuronales, para que se active la via de exocitosis es
necesario una despolarizacion de membrana prolongada. Por lo tanto, en células enddcrinas la
exocitosis dependiente de Ca?* consta de dos pasos; la unidn de las vesiculas al sitio de liberacion
y la fusion de estas vesiculas a la membrana plasmatica (Martin, 2003; Stojilkovic et al., 2005).

La maquinaria de secrecidon estd compuesta por diversas proteinas las cuales cumplen

funciones especificas durante la secrecidon de neurotransmisores y hormonas, estas proteinas
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forman el complejo o familia SNARE (soluble NSF attachment protein receptor). Las proteinas
SNARE se encargan de regular la fusidn de vesiculas secretoras a la membrana plasmatica. Cuando
la concentracién intracelular de Ca?* aumenta en respuesta al estimulo, la proteina
sinaptotagmina regula la fusidn de la membrana celular mediante la asociacion de proteinas v-
SNARE, ubicadas en las vesiculas secretoras, con proteinas t-SNARE en la membrana plasmatica
(Dhara et al., 2018).

La sinaptotagmina es una proteina que se encuentra en la cara externa de la membrana de
las vesiculas secretoras que actia como sensor de Ca®* ya que contiene dos dominios homadlogos
a la proteina cinasa C (PKC) que unen Ca?* llamados C2A y C2B (Perin et al., 1990; Brose et al.,
1992). La fusién y posterior secrecién se inicia con la unién de Ca?* a la sinaptotagmina generando
un cambio conformacional que interrumpe la interaccién de la maquinaria de secrecion con Cavai
y CavB (Fig. 5; Felix et al., 2013). Estudios previos muestran la interaccién de la sinaptotagmina
con los canales Cay en una regién denominada synprint ubicada en el asa intracelular que une los
dominios Il y Il de la subunidad principal Cavai. De igual manera, se ha encontrado interaccion
entre esta region y proteinas del complejo SNARE, las cuales, de manera interesante se unen
diferencialmente entre tipos celulares. Se ha reportado que las proteinas SNARE se asocian con
los canales tipo P/Q (Cav2.1) y tipo N (Cav2.2) en neuronasy con los canales tipo L (Cayv1.2 y Cav1.3)
en células endécrinas (Mochida et al., 1996; Catterall, 1999). Asimismo, se ha encontrado una
interaccidn entre proteinas de la familia RIM (efectores de Rab3) y los canales tipo P/Q, Ny L que
afecta la secrecién tanto de hormonas en células enddcrinas como de neurotransmisores en

células nerviosas (Zhong et al., 1999; Kiyonaka et al., 2007; Gandini & Felix, 2012).
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Figura 5. Acoplamiento excitacidén- secrecién. Interaccion funcional entre canales Cay y la
magquinaria de secrecion. La proteina RIM interacciona con la subunidad auxiliar Cayp y con la
GTPasa pequeia Rab3 en las vesiculas secretoras. La sinaptotagmina funciona como sensor de
Ca%* (tomada de Felix, et al., 2013).

1.3 Canales de Ca?* en células hipofisiarias: cambios inducidos por el EGF.

Como se menciond anteriormente, los canales Cay se expresan en una amplia variedad de tejidos
como el sistema nervioso, el corazén, el musculo esquelético, el oido interno y las glandulas
enddcrinas. En las células enddcrinas, los canales Cay estan involucrados en la regulacién de
procesos como la diferenciacidn celular, la transcripcion de genes y la secrecién hormonal, entre
otros. La glandula pituitaria o hipdfisis es considerada la glandula mas importante del sistema
enddcrino debido a que regula las actividades de las otras glandulas enddécrinas en el organismo.
Esta dividida en dos regiones principales, la neurohipdfisis y la adenohipdfisis. La primera esta
compuesta por las terminales nerviosas de las neuronas hipotaldamicas sostenidas por células
gliales denominadas pituicitos. A lo largo de los axones se transportan las hormonas oxitocina y

vasopresina, también llamada hormona antidiurética (ADH), las cuales son liberadas a la
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circulacidn en el I6bulo posterior. La adenohipdfisis estd compuesta por los I6bulos intermedio y
anterior. El l6bulo intermedio lo componen los melanotropos que secretan B-endorfinas y
melanotropinas (a- y B-MSH). Por otra parte, el I6bulo anterior estd compuesto por seis tipos
celulares distintos encargados de secretar diversas hormonas. Los gonadotropos, liberan
gonadotropinas (FSH y LH), los lactotropos secretores de prolactina (PRL), los somatotropos
productores de hormona de crecimiento (GH), los tirotropos secretores de tirotropina (TSH) y los
corticotropos que secretan adrenocorticotropina (ACTH) (Stojilkovic et al., 2010).

Existen distintas lineas celulares provenientes de la hipdfisis, una de ellas es la linea celular
GH3. Las células GH3, provienen de un adenoma hipofisiario de rata y pertenecen a una poblacidn
del Iébulo anterior conocida como lactosomatotropos. Una de las caracteristicas principales de
los lactosomatotropos es que tienen la capacidad de secretar tanto hormona de crecimiento (GH)
como prolactina (PRL). Sin embargo, estas células pueden diferenciarse en somatotropos clasicos
(secretores exclusivos de GH) o lactotropos clasicos (secretores exclusivos de PRL; Stojilkovic et
al., 2010). Esta linea celular presenta corrientes de Ca®* a través de canales Cay tanto LVA como
HVA. Asi, se ha identificado la expresidn los tres tipos de canales LVA (Cav3.1, Cay3.2 y Cay3.3;
Mudado et al., 2004; Toledo et al., 2012), mientras que de los canales Cay HVA, se ha detectado
el ARN mensajero para Cayl.2, Cavl.3, Cav2.1y de las subunidades auxiliares CavB1, Cavp2, CavB3
y CayB4 (Liévano et al., 1994; Safa et al., 2001). Asimismo, existen reportes que muestran la
expresion del ARN mensajero para Cava6 en células GH3 (Safa et al., 2001; Qin et al., 2002).

La diferenciacién a los distintos tipos celulares de la adenohipdfisis depende de varios
elementos, uno de ellos es la exposicién a factores o estimulos externos como los factores de

crecimiento, entre los que destaca el factor de crecimiento epidérmico (EGF; Stojilkovic et al.,
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2010). El EGF es un polipéptido de 53 aminoacidos que se origina por el procesamiento
proteolitico de su precursor, y que posee dos regiones hidrofdbicas, una que contiene un péptido-
sefial y otra que lo ancla a la membrana celular. El receptor a EGF (EGFR), también conocido como
ErbB1 o HER1, es un receptor transmembranal con actividad de tirosina cinasa intrinseca. Cuando
el EGF se une a su receptor, éste forma dimeros con otros EGFRs activando su autofosforilacién y
desencadenando la activacion de vias de sefializacion como Ras/Raf/MEK/ERK, JAK/STAT,
PI3K/AKT/mTOR y PLCy/PKC, las cuales regulan importantes procesos fisiolégicos como la
proliferacion, migracién y diferenciacién celulares (Zeng & Harris, 2014).

En cuanto al papel de los factores de crecimiento en la hipdfisis, diversos estudios han
mostrado que el tratamiento con EGF incrementa la sintesis y secrecién de PRL (Schonbrunn et
al., 1980; Kiino & Dannies, 1981; White & Bancroft, 1983; Prager et al., 1988). Asimismo, Felix y
colaboradores (1995) mostraron que el tratamiento créonico con EGF induce la diferenciacion de
las células GH3 a lactotropos clasicos. Mediante ensayos de inmunocitoquimica, en ese trabajo
se muestra un aumento en el numero de células GH3 productoras de PRL en respuesta al
tratamiento crénico (6 d) con 5 nM de EGF (Fig. 6A). Los resultados de dicho estudio muestran
asimismo que este incremento es dependiente del tiempo de incubacidn con el EGF, y no se asocia

con cambios en la cantidad de células productoras de GH (Fig. 6B).
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Figura 6. El EGF induce la diferenciacion a células productoras de PRL en la linea celular GH3.
(A) Porcentaje de células GH3 inmunorreactivas a la hormona de crecimiento (GH) o prolactina
(PRL) en condiciones control o después del tratamiento con EGF (5 nM) por 6 d. (B) Curso
temporal del efecto del EGF sobre el porcentaje de células GH3 que contienen ya sea GH o PRL
(modificado de Felix et al., 1995).

Se sabe, asimismo, que el papel de los canales idnicos en las células hipofisiarias se centra
en regular tres procesos fundamentales, la transduccién de la actividad eléctrica, la sefializacién
por Ca%*y la secrecidn de hormonas. Los canales Cay participan en estos tres procesos al contribuir
a determinar cambios transitorios en la concentracién intracelular de Ca?*. Sin embargo, estos
canales podrian ademas estar participando en otros procesos celulares como la expresién génica
(Stojilkovic et al., 2010).

De manera interesante, se ha reportado que la diferenciacidon de las células GH3 en
respuesta al tratamiento crénico (5-6 d) con EGF, se asocia con un aumento en la densidad de la
corriente a través de canales HVA (Felix et al., 1995). Estos estudios muestran también que el
incremento en las corrientes es dependiente del tiempo de incubacién con el EGF y que el
tratamiento con el factor de crecimiento parece no producir alteraciones en las propiedades

biofisicas de los canales, como la conductancia y la inactivacion en el estado estacionario (Meza
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et al., 1994). Por otro lado, al activar las corrientes LVA con pulsos a -30 mV no se observaron
cambios entre las condiciones control y de tratamiento con EGF. En conjunto, estos resultados
sugieren que el aumento en la densidad de corriente a través de canales HVA generado por el
tratamiento con EGF podria estar relacionado con un incremento en el nimero de canales

funcionales en la membrana celular (Fig. 7).
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Figura 7. El EGF incrementa la densidad de las corrientes de Ca%* (HVA) en las células GH3. Trazos
representativos de las corrientes de Ca%* inducidas por pulsos a -30 y +20 mV en células control
(A) y en células tratadas por 5 d con 5 nM de EGF (B). (C) Densidad de corriente maxima a -30 y
+20 mV en células control o incubadas por 5-6 d con 5 nM de EGF (modificado de Meza et al.,

1994).

1.4 Cambios en la expresion de Cava6-1 inducidos por el EGF.

Como se menciond anteriormente, el tratamiento cronico con EGF induce un cambio en la
proporcién de células con un fenotipo secretor dual de PRL y GH (lactosomatotropos) a uno de
células exclusivamente secretoras de PRL (lactotropos) en cultivos de la linea celular GH3.
Asimismo, se sabe que el tratamiento con EGF se asocia con un incremento en la proporcion de
canales HVA funcionales en la membrana plasmatica de las células GH3 y también se sabe que

una de las funciones principales de la subunidad auxiliar Cava;6-1 es aumentar el nimero de
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canales de Ca?* HVA en la membrana plasmatica. Por ello resulta razonable plantearse el papel
gue pudiera estar jugando el EGF sobre la expresion de la subunidad Cava,6-1.

De igual manera, dado que se sabe que las vias de sefializacidn activadas por EGF pueden
resultar en la transcripcion de diversos genes (Al Moustafa et al., 2012; Roskoski, 2014; Zeng &
Harris, 2014), en el laboratorio estamos interesados en determinar si el tratamiento con EGF de
las células GH3 pudiera generar, especificamente, un incremento en la actividad transcripcional
del gen CACNA2D1 que codifica para la subunidad auxiliar Cava;6-1. En este sentido, cabe
mencionar que, en trabajos previos del laboratorio se caracterizé la secuencia de este promotor
y se clond en un vector que contiene un gen reportero (pGL3 basic) para estudiar su actividad
transcripcional mediante ensayos de luciferasa (Martinez-Herndndez et al., 2013). Mas
recientemente, en el laboratorio se midié el efecto del EGF (5 nM) sobre la actividad
transcripcional del gen CACNA2D1 en células GH3, y los resultados muestran un aumento en la

actividad transcripcional, con una actividad maxima después de 5 min de incubacién (Fig. 8).
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Figura 8. El EGF incrementa la actividad transcripcional del promotor del gen CACNA2D1 en
células GH3. Actividad transcripcional del promotor para Cavaz6-1 en células GH3 transfectadas
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con el pldsmido que contiene al promotor de CACNA2D1 clonado en el vector reportero pGL3-
Basic en condiciones control o incubadas con 5 nM de EGF a distintos tiempos. La grafica de barras
indica la actividad de luciferasa expresada en unidades relativas de luz normalizada con respecto
al control (n=4 experimentos independientes; *p < 0.001 ANOVA de una via) (Duran et al., 2020).

De igual manera, se decidié determinar si las vias de sefalizacion PI3K/AKT/mTOR y la via
de senalizacién de las MAPKs se estaban activando en respuesta a los tratamientos con EGF en
esta linea celular. Para ello, se incubaron las células GH3 con 5 nM de EGF a distintos tiempos y
se midio el nivel de fosforilacion de AKT y de ERK 1/2 respectivamente (Fig. 9). Los resultados
mostraron un aumento en los niveles de fosforilacidon tanto para AKT como para ERK 1/2. De
manera interesante, el curso temporal de la fosforilacién de ERK 1/2 es similar al observado para
la actividad transcripcional del promotor de Cava6-1 (Figs. 8 y 9A), lo cual sugiere que la via de
sefializacion Ras/Raf/MEK/ERK puede ser la responsable de activar la transcripcion de Cayoz6-1

en respuesta al EGF en las células GH3.
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Figura 9. El EGF induce la fosforilacion de ERK 1/2 y AKT en células GH3. (A) Nivel de fosforilacidn
de ERK 1/2 en células GH3 tratadas con 5 nM de EGF a distintos tiempos, detectado por ensayos
de Western blot usando anticuerpo un anti-fosfo-ERK 1/2 (p-ERK1/2) y anti-ERK total (t-ERK1/2)
(panel superior). La grafica de barras muestra la cuantificacién de la seiial de fosforilacion de ERK
1/2 normalizada con respecto al control (n=3 experimentos independientes) (B) Nivel de
fosforilacion de AKT en células GH3 tratadas con 5 nM de EGF a distintos tiempos, detectado por
ensayos de Western blot usando un anticuerpo anti-fosfo-AKT (p-AKT) y otro anticuerpo anti-AKT
total (t-AKT) (panel superior). La gréfica de barras muestra la cuantificacion de la sefial de
fosforilacién de AKT normalizada con respecto al control (n=3 experimentos independientes; *p
< 0.001 ANOVA de una via) (Duran et al., 2020).

Asimismo, para determinar los posibles factores de transcripcién involucrados en la
transcripcion de Cava26-1 en respuesta al EGF, en el laboratorio se han identificado mediante
herramientas bioinformaticas las secuencias consenso para distintos factores de transcripcién
activados por la via de sefializacién Ras/Raf/MEK/ERK. Especificamente, la atencidon se ha
centrado en CREB y ELK-1 debido a que estos factores son activados por ERK 1/2 y a que se han
visto involucrados en procesos de diferenciacion (Shaywitz & Greenberg, 1999; Roskoski, 2012).
Asi, se identificaron dos posibles sitios de unién para CREB y un sitio para ELK-1 (Fig. 10; panel
superior). Con el fin de estudiar la participacién de estos factores de transcripcion como
responsables de activar la transcripcidon de Cava6-1 en respuesta al EGF, se usaron las diferentes
construcciones obtenidas anteriormente en el laboratorio mediante eliminaciones secuenciales
de la construccion del promotor completo del gen CACNA2D1 (Martinez-Hernandez et al., 2013),
con la finalidad de medir su actividad transcripcional en respuesta al factor de crecimiento (Fig.
10). Los resultados muestran una disminucion significativa en los niveles de transcripcién al
eliminar una region de 600 pares de bases (construccion p0.9) en donde se encuentra ubicado el

primer posible sitio de unién para CREB, denominado CREB (1), y el sitio de union a ELK-1 (Fig.

26



10). Estos resultados sugieren que los posibles sitios de unién a estos factores de transcripcién

son importantes para generar el aumento en la transcripcién de Cava;6-1 en respuesta al EGF.
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Figura 10. El EGF incrementa la actividad transcripcional del promotor del gen CACNA2D1 en
células GH3. Actividad transcripcional del promotor para Cava6-1 en células GH3 transfectadas
con el pldsmido que contiene al promotor de CACNA2D1 completo (p1.5) o fragmentos del mismo
(p0.9 y p0.4) y tratadas con 5 nM de EGF por 5 min. La grafica de barras indica la actividad de
luciferasa expresada en unidades relativas de luz normalizadas con respecto al control (n=5
experimentos independientes; *p < 0.001 ANOVA de una via) (Duran et al., 2020).

27



2. Planteamiento del problema

Los canales Cay tienen funciones relevantes en muy diversos tipos celulares incluyendo los del
sistema enddcrino en general y la hipdfisis en particular. En este contexto, se sabe que los canales
Cav contribuyen a la generacidon de potenciales de accidn, la liberacién de hormonas vy la
sefializacién por Ca?*. Sin embargo, poco se conoce acerca de su regulacién a nivel molecular en
estas células. Reportes previos muestran que el tratamiento créonico de EGF resulta en un
aumento en la cantidad de PRL secretada asociado a un incremento en el nimero de lactotropos
cldsicos en la linea celular GH3. Asimismo, se ha reportado un aumento en las corrientes de Ca?*
através de los canales Cay HVA, probablemente debido a un incremento en el niUmero de canales
funcionales en la membrana celular. Estudios realizados en nuestro laboratorio sugieren que este
aumento pudiera deberse a un incremento en la cantidad de subunidad Cava.6-1 expresada en
respuesta al tratamiento con el factor de crecimiento. Sin embargo, los mecanismos moleculares

por el cual esto ocurre aun se desconocen.
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3. Hipétesis de trabajo

En este trabajo de tesis se investiga el posible mecanismo por el cual el EGF regula la
expresion funcional de los canales Cay HVA en células adenohipofisiarias secretoras de PRL,
empleando como sistema modelo de estudio a las células GH3. La hipétesis del presente trabajo
predice que el EGF aumenta la expresion de la subunidad Cavaz6-1 a nivel transcripcional y dado
que a26-1 favorece la localizacién membranal de los canales HVA, un incremento en su expresion
podria explicar los cambios en la densidad de corriente en respuesta al tratamiento con el factor

de crecimiento.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo General
Determinar el mecanismo molecular por el cual el EGF regula la expresion de la subunidad auxiliar
Cava26-1 de los canales de Ca?* de alto umbral de activacién (HVA).
4.2 Objetivos Especificos
1. Determinar si los factores de transcripcion ELK-1 y CREB se activan en respuesta al
tratamiento con EGF en la linea celular GH3.
2. Describir la participacién de ELK-1 y CREB en la regulacién de la actividad transcripcional
de Cava6-1 en respuesta a EGF.
3. Identificar los sitios de unién en el promotor del gen CACNA2D1, que codifica para la
subunidad Cayaz6-1, a los factores de transcripcion ELK-1 y CREB activados por EGF.
4. Demostrar la importancia funcional de los factores de transcripciéon ELK-1 y CREB sobre
las propiedades de las corrientes a través de canales Cay en la linea celular GH3.
5. Investigar la posible repercusién funcional del aumento en la expresion de la subunidad

Cava6-1 por EGF sobre la secrecidon de prolactina usando cultivos de células GH3.
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5. Materiales y métodos

La estrategia experimental que se siguié para determinar el mecanismo molecular por el cual el
factor de crecimiento epidérmico (EGF) regula la expresiéon de la subunidad auxiliar Cava,6-1 se
conforma por dos partes principales. En la primera parte se investigd el mecanismo molecular
usando métodos bioquimicos y de biologia molecular, y en la segunda se evalué la repercusion
funcional usando electrofisiologia y métodos de biologia celular.
5.1 Cultivo celular.
Todos los experimentos se realizaron usando la linea celular GH3 (ATCC, CCL-82.1) la cual
proviene de un adenoma de hipdfisis de rata. Las células se mantuvieron en medio RPMI-1640
suplementado con 5% de suero fetal bovino, 2 mM L-glutamina, penicilina (100 U/mL) vy
estreptomicina (100 pg/mL). Las células se incubaron en una atmdsfera de 5% CO; a una
temperatura de 37°C.
5.2 Extraccion de proteinas e inmunoelectrotransferencia (Western blot).
Las células GH3 sembradas en cajas Petri de 60 mm se lavaron con PBS y posteriormente se
trataron con 250 uL de buffer de lisis RIPA (100 mM Tris-HCI [pH 8], 150 mM NaCl, 1 mM EDTA
[pH 8], 1% Triton x-100, 0.5% desoxicolato de sodio, 0.1% SDS, 1 mM fluoruro de fenil-metil-
sulfonil [PMSF] y Protease inhibitor cocktail (cOmplete) 1X [Roche]), y se incubaron en hielo por
30 min. El lisado celular se recuperd después de centrifugar la muestra por 2 min a 12000 x g y
recolectar el sobrenadante. Para analizar y medir la expresidon de las proteinas se realizaron
ensayos de inmunoelectrotransferencia (Western blot) como se describe a continuacién.

El andlisis de las proteinas se realizé bajo condiciones reductoras y desnaturalizantes. Para

ello se utilizaron 50 pg de proteinas mezcladas con el buffer Laemmli 1X (1.6% SDS, 0.1 M 2-
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mercaptoetanol, 5% glicerol, 0.083 M 4X Tris-Cl/SDS pH 6.8 y 0.002% azul de bromofenol). Las
muestras se calentaron a 95°C por 5 min y las proteinas se separaron electroforéticamente (SDS-
PAGE) en un gel de poliacrilamida al 8%, en una camara de electroforesis (Biorad) utilizando un
buffer de electroforesis con SDS (0.025 M Tris-base, 0.192 M glicina, 0.1% SDS). Después de la
electroforesis, las proteinas se transfirieron (usando un buffer de transferencia, 48 mM Tris-base,
39 mM glicina, 20% metanol) a membranas de nitrocelulosa de 0.45 um (Biorad) por2 ha ~20 V.

Para confirmar la correcta transferencia de las proteinas, las membranas se tifieron con rojo
de Ponceau. Posteriormente se lavaron con buffer TBST (10 mM Tris base [pH 7.6], 0.15 M NaCl,
0.05% Tween 20) y se bloquearon con leche sin grasa al 5% en buffer TBST por 2 h a temperatura
ambiente. Las membranas se incubaron a 4°C por 1 h con el anticuerpo primario anti-cadherina
(1:20000, ThermoFisher Scientific) o toda la noche con los anticuerpos primarios; anti-Cava,61
(1:1000, 015 Alomone Labs); anti-CREB (1:1000, 86B10 Cell Signaling); anti-p-CREB (1:1000, 87G3
Cell Signaling); anti-ELK-1 (1:1000, 355 SantaCruz Biotechnology); anti-p-ELK-1 (1:500, 135646
SantaCruz Biotechnology); anti-HA (1:1000, 7392 SantaCruz Biotechnology); anti-FLAG (1:1000,
8146 Cell Signaling); anti-ERK 1/2 (1:500, 81492 SantaCruz Biotechnology); anti-p-ERK 1/2 (1:500,
135900 SantaCruz Biotechnology); anti-actina (1:200, generosamente proporcionado por el Dr.
Manuel Herndndez, Depto. de Biologia Celular, Cinvestav), disueltos en TBST. Al dia siguiente, se
realizaron lavados secuenciales de 15, 10 y 5 min con TBST y se incubaron con los anticuerpos
secundarios correspondientes acoplados a peroxidasa de rabano (HRP) anti-ratén (1:5000
Invitrogen, en TBST) o anti-conejo (1:5000 Invitrogen, en TBST con leche al 5%). A continuacién,

se realizaron lavados secuenciales de 15, 10 y 5 min con TBST y se realizé la inmunodeteccion de
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las proteinas con el reactivo Immobilon Western (Millipore). Las sefiales de quimioluminiscencia
emitidas se detectaron con el equipo Odyssey Fc (LI-COR).
5.3 Biotinilacidon de proteinas de superficie celular.
La separacion de las proteinas expresadas en la superficie celular se realizé6 mediante la técnica
de biotinilacion. A partir de una caja Petri de 35mm de didmetro previamente sembrada con
células GH3 a una confluencia del ~80% se realizé un tratamiento por 48 h con EGF (5 nM, Sigma
E9644). Posteriormente, las células se lavaron con PBS/CaCl,/MgCl; (17.4 mM Naz;HPOg4, 3.5 mM
NaH2P0O4, 0.9 mM CaCl,, 3.5 mM KCl, 0.9 mM MgCl,, 137 NaCl, pH 7.4) y se incubaron en agitacién
suave por 30 min a 4°C con 800 pL de Sulfo-NHS-SS-Biotin (0.5 mg/mL en PBS/CaCl,/MgCly;
PG82078 Pierce). Se retird la solucién con la biotina y se realizaron 3 lavados de 5 min en agitacién
suave a 4°C con 800 puL de 50 mM de glicina (en PBS/CaCl>/MgCly). A continuacidn, se lavaron las
células con PBS/CaCl,/MgCl y se realizé la extraccidn de proteinas con 120 plL de buffer de lisis
RIPA. Para la extraccién de las proteinas de membrana las células se sonicaron 5 veces por 10 s
manteniéndolas en hielo y con un descanso de 5 min entre cada pulso. La muestra se centrifugd
15 min a 16,000 x g para recuperar el lisado de proteinas de membrana en la fraccidn soluble.
Para separar las proteinas de la superficie celular marcadas con biotina, el lisado de
proteinas totales se incubd en rotacion por 2 h a 4°C con 40 uL de NeutroAvidin Agarose (29201
Pierce) previamente lavadas con buffer de lisis RIPA. Terminado el tiempo de incubacién, se
centrifugé la muestra por 2 min a 16,000 x g, se deseché el sobrenadante y se lavd la agarosa 5
veces con 500 plL de buffer de lisis RIPA. Para separar las proteinas de membrana de la agarosa se
agregaron 30 pL de buffer de carga reductor (62.5 mM Tris-HCI [pH 6.8], 5% glicerol, 1% SDS) y 3

uL de DTT (0.5 M) y se incubd en rotacion constante por 1 h a temperatura ambiente. Por ultimo,
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se centrifugd por 2 min a 16,000 x g y se recuperd la fraccién soluble para ser analizada por
Western blot semicuantitativo. El analisis se llevd a cabo mediante la medicion de la intensidad
de las bandas con ayuda del programa ImageJ (NIH 1.51j8).

5.4 Transfeccion transitoria para el silenciamiento de ELK-1 y CREB.

El silenciamiento de los factores de transcripcion ELK-1 y CREB se realizé usando el método de
interferencia del ARN el cual consiste en disminuir la cantidad de ARN mensajero mediante su
degradacion por medio de la transfeccidon de diversas moléculas. Debido a que el silenciamiento
experimental de genes usando ARNs pequeios de interferencia (siRNAs) es una técnica muy
utilizada y a que éstos pueden disminuir la expresidn de un gen hasta un 85%, se decidid usar
estas moléculas para este trabajo experimental.

Asi, para el silenciamiento de ELK-1 y CREB, las células GH3 se transfectaron con siRNAs
especificos para los factores de transcripcién (Tabla 2), y siRNAs inespecificos o scramble (Sc-
37007, SantaCruz Biotechnology) como control negativo, marcados con Cy3. El marcaje de los
siRNAs se realizé con el propésito de evaluar la eficiencia de transfeccion y para identificar las
células transfectadas para el registro electrofisioldgico de las corrientes de Ca?*. El marcaje se
realizé usando el paquete comercial Silencer siRNA Labeling Kit (AM1632 Life Technologies)

siguiendo el protocolo correspondiente.

Nombre Blanco Secuencia del oligonucleétido

5’-GAAGCAGCCGGAAUGAAUA-3’
5’-UAUUCAUUCCGGCUGCUUC-3’

5’-CAGCCAUCAGUUAUUCAGU-3’
5’-ACUGAAUAACUGAUGGCUG-3’
5’-GAGCAAUACAGCUGGCUAA-3’
5’-UUAGCCAGCUGUAUUGCUC-3’

SiIRNA ELK-1 Sitio de unién en ELK-1

SiRNA CREB 1a Sitio de unién en CREB

SiRNA CREB 1b Sitio de unién en CREB
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Tabla 2. Secuencias de siRNAs empleados para el silenciamiento de los factores de transcripcién
ELK-1 y CREB. Se muestra el nombre de la secuencia, el blanco molecular y las secuencias de los
siRNAs empleados.

En el registro electrofisiolégico se usaron células GH3 cultivadas en cajas Petri de 35 mm a
una confluencia de ~70% transfectadas mediante la técnica de lipidos catidnicos usando el
paquete comercial Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen) con 75 pmol de siRNAs marcados. Para
los ensayos de actividad del promotor, se transfectaron las células GH3 cultivadas en cajas Petri
de 35 mm a una confluencia de ~70% mediante la técnica de lipidos catiénicos usando el paquete
comercial Lipofectamine 2000 (Invitrogen) con 75 pmol de siRNAs marcados, 2 ug de los
plasmidos que contienen el promotor del gen CACNA2D1 y 400 ng del plasmido pRL-CMV
(Promega) que contiene la secuencia que codifica para la luciferasa de Renilla que se usé para
normalizar los datos y eliminar la eficiencia de transfeccion como una variable.
5.5 Clonas de ADNc y transfeccion transitoria de las células GH3.
La expresidn heterdloga de la subunidad Caya6-1 se realizé en células GH3 cultivadas en cajas
Petri de 35 mm a una confluencia de ~80%, usando la técnica de polimeros catidnicos siguiendo
las instrucciones del paquete comercial Turbofect (ThermoFisher Scientific). Se usé 1.6 ug de la
construccion de ADNc que codifican para Cava,6-1 (ID: M86621), donada por el Dr. Kevin P.
Campbell del Departamento de Fisiologia y Biofisica de la Universidad de lowa, EUA. De igual
manera, se co-transfectd como gen reportero 1 pg de la construccion pGreen Lantern-1
(Gibco/BRL) de ADNc que codifica para la proteina verde fluorescente (GFP).

Para los ensayos de actividad del promotor, se transfectaron las células GH3 cultivadas en

cajas de 96 pozos mediante la técnica de lipidos cationicos usando el paquete comercial
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Lipofectamine with Plus reagent (Invitrogen) con 200 ng de los plasmidos que contienen el
promotor del gen CACNA2D1 y 30 ng del plasmido pRL-CMV (Promega) que contiene la secuencia
que codifica para la luciferasa de Renilla que se usd para normalizar los datos y eliminar la
eficiencia de transfeccion como una variable.

La expresidn heterdloga del factor de transcripcion ELK-1 para la inmunoprecipitacién de la
cromatina (ChlIP) se hizo en células GH3 cultivadas en cajas Petri de 100 mm a una confluencia de
~70%, usando la técnica de lipidos catidnicos siguiendo las instrucciones del paquete comercial
Lipofectamine Plus (Invitrogen). Se usaron 10 pg de la construccién de ADNc pCGN-ELK-1 (27156
Addgene), y como gen reportero 2 ug de la construccidon pGreen Lantern-1 (Gibco/BRL) que
codifica para la proteina verde fluorescente (GFP).

Asimismo, se realizé la transfeccion transitoria de los factores de transcripcion ELK-1y CREB
para el registro electrofisioldgico en células GH3 cultivadas en cajas Petri de 35 mm a una
confluencia de ~70%, usando la técnica de lipidos catidnicos siguiendo las instrucciones del
paquete comercial Lipofectamine Plus (Invitrogen). Se usé la construccién de ADNc que codifica
para ELK-1 de humano con una bandera de hemaglutinina (HA; YPYDVPDYA); 2.5 pg de pCGN-
ELK-1 (27156 Addgene), y la construcciéon de ADNc que codifica para CREB de rata con una
bandera FLAG (DYKDDDDK); 2.5 pug de pCF-CREB (22968 Addgene). En todos los casos se incluyd
en la mezcla de transfeccidén 1 pg de la construccion pGreen Lantern-1 (Gibco/BRL) que codifica
para la proteina verde fluorescente (GFP), como gen reportero. Para realizar el registro
electrofisiolégico, las células GH3 transfectadas se sembraron en cajas de cultivo de 35 mm sobre

cubreobjetos de vidrio estériles de ~3 x 9 mm pre-tratados con poli-L-lisina.
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5.6 Ensayos de actividad del promotor.

Las células GH3 se transfectaron con las diferentes construcciones del promotor del gen
CACNA2D1 silvestre o con mutaciones en los sitios de unién a ELK-1 y CREB, clonadas en el
pldasmido reportero pGL3-Basic (Promega), en conjunto con el plasmido pRL-CMV como control
de transfeccién. Siguiendo el protocolo del paquete comercial Dual-Glo Luciferase Assay System
(Promega), 48 h después de la transfeccion se realizé un tratamiento de 5 min con EGF (5 nM), y
posteriormente las células se trataron con el reactivo Dual-Glo Luciferase, para finalmente
incubarse 10 min a temperatura ambiente. A continuacién, se midié la luminiscencia de la
reacciéon de la enzima luciferasa de luciérnaga usando un lumindmetro (Modulus-Turner
Biosystems). Después, se agregd el reactivo Dual-Glo Stop & Glo y se incubaron 10 min a
temperatura ambiente. En seguida, se midié la luminiscencia de la reaccién de la enzima
luciferasa de Renilla usando un luminémetro (Modulus-Turner Biosystems). Para normalizar los
datos de luminiscencia se calculd la relacion de medicién de luz de luciérnaga (reportero
experimental) contra los de Renilla (reportero control) para cada muestra.

5.7 Mutagénesis sitio dirigida y secuenciacion de clonas.

Para realizar las mutaciones en las clonas de ADNc de la regiéon promotora del gen CACNA2D1 se
uso el paquete comercial QuikChange Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies) y
se siguio el protocolo correspondiente. La amplificacién por PCR de las clonas de ADNc se realizd
empleando los oligonucledtidos que se muestran en la Tabla 3. La mezcla de reaccidn para la
mutagénesis de las clonas de la regién promotora de CACNA2D1 fue la siguiente: 5 uL del buffer
de reacciéon (5X), 1 pL de la mezcla de dNTP, 3 uL del reactivo QuikSolution, 125 ng de cada

oligonucleétido (sentido y antisentido respectivamente), 150 ng de la clona silvestre como
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muestra y se completd con agua estéril hasta un volumen de 50 pL y se agregd 1 plL de la

polimerasa de ADN PfuUltra HF (2.5 U/ul).

Gen Mutacion Secuencia del oligonucleétido
5’-GTTTTATCTCCAGACTCAGATTTAGCAGTGGCGG
Sitio de unién a GCTTTCTCCTT-3’
CACNA2D1
ELK-1 5’-AAGGAGAAAGCCCGCCACTGCTAAATCTGAGTCT

GGAGATAAAAC-3’
5 -GTAGTGTATGAGAATACTTTTGACATGAAAGGCAGA
Sitio de unién a GAATACAATTTGTGATGACTATC-3’
CREB 5-GATAGTCATCACAAATTGTATTCTCTGCCTTTCATGTC
AAAAGTATTCTCATACACTAC-3’

CACNA2D1

Tabla 3. Oligonucleétidos empleados para la amplificacion y mutacion sitio dirigida de la region
promotora de CACNA2D1. Se muestra el nombre del gen, la mutacidon correspondiente y la
secuencia del oligonucleétido disefiada en sentido y antisentido respectivamente.

El protocolo de amplificaciéon por PCR consistio en 18 ciclos de amplificacién,
desnaturalizacion a 95°C por 50 s, alineamiento a 60°C por 50 s y extension a 68°C por 7 min,
contando con un paso inicial de 1 min a 95°C y un paso final de 7 min a 68°C. Después de la
amplificacién por PCR se dejo la mezcla de reaccidn en hielo por 2 min, posteriormente se agregd
1 uL de la enzima Dpnl/ (10 U/uL) y se dejé incubando 1 h a 37°C. La mezcla de reaccidn se utilizd
para transformar bacterias Escherichia coli competentes Top10 (Invitrogen) por medio de una
transformaciéon quimica. El protocolo de transformacion es el siguiente: las bacterias
competentes se mantienen en hielo y se agregan el total de la mezcla de reaccién y se deja
incubando en hielo por 30 min. Posteriormente, se aplica un choque térmico al incubarlas por 2
min a 42°Cy después 2 min en hielo. Se agregan 800 uL de medio Luria Bertani (LB) y se incubaron
por 60 min a 37°C en agitacion constante. Se siembran 200 pL de bacterias transformadas en cajas
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con LB agar con 100 pg/mL de ampicilina y se dejan incubando por 16 h a 37°C. Las colonias
obtenidas se resiembran en medio LB con 100 pg/mL de ampicilina y se incuban por 16 h a 37°C
en agitacion constante. Para seleccionar las clonas con el inserto deseado, los plasmidos se
extraen por lisis alcalina y se realiza la digestion de los mismos con 1 uL de la enzima Bgl/l.

Para la secuenciacion automatica de las clonas de ADNc de la regién promotora del gen
CACNA2D1 con las mutaciones al sitio de unién de ELK-1 y CREB, se usé el paquete comercial
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) y se siguié el protocolo
correspondiente. La amplificacion por PCR de las clonas de ADNc se realiz6 empleando el
oligonucleétido que se muestra en la Tabla 4. La mezcla de reaccién para la secuenciacion de las
clonas de la regidon promotora de CACNA2D1 fue la siguiente: 8 uL del buffer de reaccidn
Terminator Ready Reaction Mix, 3.2 pmol de oligonucledtido, 150 ng de la clona como muestray

se completd con agua estéril hasta un volumen final de 20 pL.

Numero de acceso a ) . ..
Gen Secuencia del oligonucleétido
GenBank

CACNA2D1 NG_009358.2 5’-CAGAGAGCTGGAAAATTCAT-3’

Tabla 4. Oligonucleétido empleado para la amplificacion y secuenciacion de la region
promotora de CACNA2D1. Se muestra el nombre del gen, el nimero de acceso en la base de
datos GenBank y la secuencia del oligonucledtido disefiada.

El protocolo de amplificacion por PCR consistio en 25 ciclos de amplificacion,
desnaturalizacion a 96°C por 10 s, alineamiento a 50°C por 5 s y extensidon a 60°C por 4 min,

contando con un paso inicial de 1 min a 96°C. Los productos de la reaccidn se precipitaron con
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EDTA/etanol y se secuenciaron automaticamente con el secuenciador (Applied Biosystems) en el
Departamento de Genética y Biologia Molecular del Cinvestav.
5.8 Ensayo de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP-PCR).
Las células GH3 se transfectaron con el pldsmido pCGN-ELK-1 para la sobreexpresién del factor
de transcripciéon ELK-1. Cuarenta y ocho horas después de la transfeccidn, se realizd un
tratamiento con EGF (5 nM) por 10 min. Posteriormente, las células se lavaron con PBS y se agregd
buffer PBS con formaldehido al 0.75% para provocar el entrecruzamiento de proteinas con el
ADN. Las muestras se incubaron por 10 min a temperatura ambiente en agitaciéon suave.
Posteriormente, para detener el entrecruzamiento, se agregd glicina (a una concentracion final
de 125 mM) y se incubd por 5 min a temperatura ambiente en agitacidon suave. Al terminar, las
células se lavaron con PBS y se prosiguid con la extraccion de los nucleos.

Para la extraccion de los nucleos celulares, las células se trataron con una solucién TM2 (10
mM Tris-HCI [pH 8], 2 mM MgCl;, 0.5 mM PMSF y 1X cOmplete) y se incubaron en hielo por 10
min. A continuacion, se agrego Triton x-100 (a una concentracién final de 1%) y se incubé en hielo
por 10 min. Posteriormente, se hizo pasar la mezcla siete veces a través de una aguja calibre 22 y
se observd al microscopio una alicuota de 10 ul sobre un portaobjetos. Una vez que se verifico la
presencia de los nucleos libres de citoplasma, se centrifugd a 2,000 x g durante 5 min y se eliminé
el sobrenadante que corresponde a remanente citoplasmatico. Los nucleos se resuspendieron en
buffer de lisis FA (50 mM HEPES-KOH [pH 7.5], 140 mM NaCl, 1 mM EDTA [pH 8], 1% de Triton x-
100, 0.1% de desoxicolato de sodio, 0.1% de SDS, 0.5 mM de PMSF y cOmplete 1X) y se sonicaron
4 veces por 15 s a una amplitud del 70%. A continuacidn, se centrifugé a 8,000 x g durante 1 min

y se recuperod el sobrenadante que corresponde a la cromatina. Para determinar la integridad y
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correcta fragmentacion del DNA, se realizé una electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% tefido
con bromuro de etidio (50 ng/uL). Por ultimo, se cuantificd la cantidad de proteinas por el método
de Bradford (Biorad) y se prepararon alicuotas que se almacenaron a -70°C.

En los ensayos se emplearon 25 ug de proteinas nucleares que se incubaron por 1 h a 4°C
en agitacion constante con 20 ul de Proteina G agarosa (Roche). Para evitar la unién inespecifica
se us6 BSA (1 ug/uL) y ADN de esperma de salmon (1 pg/uL), y se incubd durante toda la noche
con 3 pg del anticuerpo anti-ELK-1. Posteriormente, las muestras se lavaron 3 veces con buffer de
lavado A (20 mM Tris-HCI [pH 8], 150 mM NaCl, 2 mM EDTA [pH 8], 1% de Triton x-100y 0.1% de
SDS), una vez con buffer de lavado B (20 mM Tris-HCI [pH 8], 500 mM NaCl, 2 mM EDTA [pH 8],
1% de Triton x-100 y 0.1% de SDS), y una vez con buffer de lavado C (10 mM Tris-HCI [pH 8], 250
mM LiCl, 1 mM EDTA [pH 8], 1% de NP-40 y 1% de desoxicolato de sodio). Todos los lavados se
realizaron por 10 min a 4°C en agitacién constante y centrifugando por 1 min a 2,000 x g.

Con la finalidad de eluir el ADN, a las muestras se agregaron 150 pulL de buffer de elucidn
(100 mM NaHCO3 y 1% de SDS) y se incubaron por 30 min a 65°C. A continuacion, se centrifugd
por 5 min a 2,000 x g y el sobrenadante se transfirid a un tubo eppendorf nuevo. Para revertir el
entrecruzamiento de las proteinas con el ADN, a las muestras se agregaron 400 plL de buffer TBS
(25 mM Tris y 150 mM NaCl a pH 7.2) y 5 ul de Proteinasa K (20 mg/mL) y se incubaron toda la
noche a 65°C. Posteriormente, se precipité el ADN mediante el protocolo de fenol:cloroformo, se
resuspendié en 100 plL de agua inyectable y las muestras se cuantificaron usando un NanoDrop
2000 (ThermoFisher Scientific). La amplificacion por PCR se realiz6 empleando los
oligonucleétidos que se muestran en la Tabla 5. La mezcla de reaccién de PCR fue la siguiente:

12.5 uL de SYBR Green/ROX qPCR Master Mix 2X (ThermoFisher Scientific), 1.25 L del
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oligonucleétido sentido y antisentido respectivamente (10 uM), 50 ng de ADN obtenido y se

completd con agua estéril hasta un volumen final de 25 pL.

Numero de
Producto . . - ~
de PCR acceso a Secuencia del oligonucleétido Tamaiio esperado (pb)
GenBank

5’- CCTCCTTTACACAGGATGTCCA-3’
c-FOS AY786174.1 96
5’- AGGATTTCGGGGATGGTTCC-3’

5’- GTTACCAGGGCTGCCTTCTC-3’
GAPDH NM_017008.4 177
- 5’- GATGGTGATGGGTTTCCCGT-3’

5’- TTCTCCCCAGGGTGGAGGTAA-3’
Cava6-1 AF286488.1 104
5’- AGCGTGAACACAGAACCGAG-¥

Tabla 5. Oligonucleétidos usados para la amplificacion de c-FOS, GAPDH y Caya26-1. Se muestra
el nombre del gen, el nimero de acceso en la base de datos GenBank, la secuencia del
oligonucleétido disefiada en direcciéon sentido y antisentido, respectivamente, y el tamafio
esperado del producto amplificado.

El protocolo de amplificacién por PCR consistid en 30 ciclos de amplificacién,
desnaturalizacion a 94°C por 45 s, alineamiento a 55°C por 30 s y extensidén a 72°C por 30 s,
contando con un paso inicial de 2 min a 94°C. Para identificar los productos amplificados se
corrieron 20 pL de la reaccidn a electroforesis en un gel de agarosa a 1.5% tefiido con bromuro
de etidio (50 ng/uL).

5.9 Electrofisiologia.

El estudio de las corrientes de Ca?* se realizd por medio de la técnica de registro electrofisioldgico
de patch clamp en la modalidad de célula completa (Hamill et al., 1981). Las células GH3
sembradas previamente en cubreobjetos pre-tratados con poli-L-lisina se colocaron en una

camara de registro con 500 pL de solucion externa (véase soluciones de registro). La observacién
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de las células se realizé con la ayuda de un microscopio invertido (Nikon Eclipse TE300) adaptado
con una lampara de mercurio para la emision de luz UV, con la finalidad de identificar las células
GH3 que expresan la proteina GFP, o los siRNAs marcados con Cy3. Las micropipetas para el
registro se fabricaron a partir de tubos capilares de vidrio de borosilicato (Kimble) en un estirador
vertical (Sutter Instruments) y se pulieron en una microforja (Narishige). Las micropipetas llenas
con la solucién interna (véase soluciones de registro) tuvieron una resistencia de 2-3 MQ y se
sujetaron al electrodo de plata/cloruro de plata conectado a un cabezal CV 203BU (Molecular
Devices) cuyo movimiento y posicion se controla por un micromanipulador MP-285 (Sutter
Instruments). El electrodo de registro estuvo conectado a un amplificador operacional Axopatch
200B (Molecular Devices) enlazado a un convertidor analdgico/digital Digidata 1440A controlado
por una computadora. Para la generacién de los protocolos de pulsos, captura de los datos y
analisis de los registros se uso el programa Clampex 10.2 (Molecular Devices).

Después de conseguir la configuracion de célula completa, los transitorios capacitativos se
eliminaron con la funcién de cancelacién analégica del amplificador. La resistencia en serie por lo
general fue de 2-10 mQ, mientras que la capacitancia de la membrana se determiné como en un
trabajo previo (Avila et al., 2004) y se uso para normalizar las corrientes. Para evocar las corrientes
a través de los canales nativos se aplicaron pulsos despolarizantes de 140 ms de duracion desde
el potencial de mantenimiento de -80 mV hasta -10 mV. Los componentes lineales incluyendo la
capacitancia parasita se restaron digitalmente aplicando un protocolo estandar P/4.

Para determinar la dependencia al voltaje de las corrientes se aplicéd un protocolo de pulsos
despolarizantes de 100 ms en incrementos de 5 mV en el rango de -70 mV a 60 mV. El potencial

de membrana (Vh) se mantuvo a -80 mV; en cada una de las células registradas se determind la
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corriente al pico para construir las curvas corriente-voltaje (/-V). La corriente maxima para cada

voltaje se convirtid a valor de conductancia maxima usando la siguiente ecuacion:

donde G es la conductancia, / es la corriente, Vi, es el potencial de prueba y Ve, el potencial de
inversién de la corriente. Con los valores obtenidos se construyeron las curvas conductancia-
voltaje (G-V), también conocidas como curvas de activacién y se ajustaron de acuerdo a la
siguiente ecuacion:

Gmax

G = Vm—V1/2>_1

1+ exp<

donde Gmax €s conductancia maxima, Vi, es el potencial de prueba, Vi, es el potencial al cual se
alcanza la mitad de la activacion maxima vy k es el factor de pendiente. Para medir los cambios en
la cinética de inactivacion se determind el porcentaje de corriente total remanente después de
un pulso despolarizante de 140 ms (l,em140).

La composicidn de la solucidon externa usada durante el registro de las corrientes de las
células GH3 fue la siguiente: 10 mM BaCl, como acarreador de carga, 125 mM TEA-CI, 10 mM
HEPES y 10 mM glucosa. El pH de la solucién se ajustd a 7.3 con TEA-OH y la osmolaridad a ~300
mOsm/L. La composicién de la solucién interna fue la siguiente: 110 mM CsCl, 10 mM HEPES, 10
mM EGTA, 5 mM MgClz, 4 mM ATP y 0.1 mM GTP. El pH se ajusté a 7.3 con CsOH y la osmolaridad
a ~290 mOsm/L.

5.10 Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA).
Para determinar la cantidad de PRL secretada en los cultivos de la linea celular GH3 se realizaron

ensayos por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) usando el paquete comercial Rat Prolactin
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ELISA (ALPCO 55-PRLRT-EO1) y se siguidé el protocolo correspondiente. Para los ensayos de
respuesta a EGF, las células GH3 se sembraron en cajas de cultivo de 24 pozos a una densidad de
2 x 10% células por pozo. Un dia después de sembradas, las células se expusieron a un tratamiento
de 5 nM EGF durante 48 h. Después de aplicar el tratamiento, las células se incubaron con una
solucion de 5 mM de K* (25 mM HEPES, 115 mM NacCl, 24 mM NaHCOs, 5 mM KCl, 1 mM MgCl,,
2.5 mM CaCly, 0.1% BSA, pH 7.4) durante 5 min. A continuacidn, la secrecién de prolactina se
estimulé mediante la incubacidn en una solucién con alta concentracién de 40 mM K* (25 mM
HEPES, 80 mM NacCl, 24 mM NaHCOs, 40 mM KCl, 1 mM MgCl;, 2.5 mM CaCl2, 0.1% BSA, pH 7.4)
durante 10 min. El medio condicionado se recolectd y se determind la concentracion de prolactina
mediante ensayos de ELISA.

Para los ensayos de sobreexpresion, las células GH3 se sembraron en cajas Petri de 35 mm
a una confluencia de ~80%. La expresion heterdloga de la subunidad Cava26-1 se realizé como se
menciono anteriormente. Pasadas 48 h, las células en cultivo se incubaron con una solucion de
bajo K* (5 mM) durante 5 min. A continuacion, la secrecion de prolactina se estimulé mediante la
incubacién en una solucidn con alta concentracion de K* (40 mM) durante 10 min. El medio
condicionado se recolectd y se determind la concentracién de prolactina mediante ensayos de
ELISA.
5.11 Andlisis de los datos.
Las graficas que resumen los resultados representan la media * el error estandar de los datos
obtenidos. Las diferencias estadisticamente significativas se establecieron con la prueba ANOVA

(p < 0.05) seguida de una prueba de comparaciones multiples de Dunnett. Cuando solamente se

45



compararon dos condiciones, se usé la prueba t de Student (p < 0.05). Las graficas se realizaron

con el programa Sigma Plot 12.3.
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6. Resultados

6.1 Efecto del EGF sobre la expresion de Cava6-1.

Estudios preliminares en el laboratorio han mostrado que el tratamiento con 5 nM de EGF
produce un aumento en la actividad transcripcional del promotor del gen CACNA2D1 que codifica
para la subunidad auxiliar Caya;6-1. Tomando estos datos en consideracidn, a continuacién, en el
presente trabajo se verifico si dicho aumento en la transcripcion tiene un efecto sobre la cantidad
total de proteina expresada mediante la técnica de Western blot semicuantitativo. Los resultados
de la figura 11 muestran que el tratamiento con EGF en cultivos de células GH3 induce un
aumento significativo en la expresidn total de Cavaz6-1 a nivel de proteina después de 24 h de

incubacion con el factor de crecimiento.
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Figura 11. El EGF aumenta la expresidon de Cava:6-1 en las células GH3. Western blot de la
cantidad total de Cava6-1 expresada en células GH3 tratadas con 5 nM de EGF por 5, 15 y 30
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min, 24 y 48 h usando actina como control de carga (panel superior). La gréfica de barras muestra
la cuantificacion de la sefial de Cava6-1 normalizada con respecto al control (0 min; n=4
experimentos independientes, *p=0.003 ANOVA de una via).

Para identificar si este aumento en la expresién total de Cava,6-1 tenia un efecto sobre la
cantidad de proteina en la membrana plasmatica, se realizaron ensayos de biotinilacidon de
proteinas de la superficie celular. Los resultados obtenidos muestran que el tratamiento con EGF
(5 nM) por 48 h genera un aumento significativo (~60%) en la cantidad de Caya,6-1 tanto total
como en la superficie celular (Fig. 12). Debido a que, como se menciond anteriormente, Cava,6-
1 facilita el envio de los canales a la membrana plasmatica, estos resultados ayudan a explicar el
aumento en la densidad de la corriente de Ca?* previamente reportado en células GH3 en

respuesta al EGF (Felix et al., 1995).
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Figura 12. El EGF aumenta la expresion de Cava26-1 en la superficie celular de las células GH3.
(A) Western blot representativo de la cantidad de Cavo.6-1 total o en membrana plasmatica
expresado en las células GH3 en condiciones control o tratadas con 5 nM de EGF por 48 h. Se usé
actina como control de carga de la proteina total y cadherina como control de carga de las
proteinas de membrana. (B) La grafica de barras muestra la expresion de Caya6-1 total y en la
superficie celular con el tratamiento con EGF normalizada con respecto a su control (total n=8
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experimentos independientes *p<0.0001 t-test; membranal n=4 experimentos independientes;
t-test *p=0.011).

6.2 Efecto del EGF sobre la expresion de canales Cay HVA.

Tomando en consideracidn que los canales HVA se asocian con la subunidad auxiliar Cava6-1y
que las células GH3 expresan a los canales Cavl.2, Cayl.3 y Cay2.1, a continuacion se investigo si
el tratamiento con EGF ocasionaba un cambio en la expresién de estos canales. Con este fin, se
midié la cantidad total de proteina expresada mediante la técnica de Western blot
semicuantitativo. Los resultados muestran que el tratamiento con EGF en cultivos de células GH3
no genera cambios significativos en la expresion total de los canales HVA (Cayv1.2, Cay1.3y Cav2.1)
después de 48 h de incubacién con el factor de crecimiento (Fig. 13). Sin embargo, se observa una

ligera tendencia al incremento en la cantidad de canales tipo L que expresan estas células (Cay1.2

y Cav1.3).
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Figura 13. El EGF no cambia significativamente la expresion de los canales Cay HVA en las células
GH3. (A) Western blot de la cantidad total de Cavl1.2, Cavl.3 y Cav2.1 expresada en células GH3
en condiciones control o tratadas con 5 nM de EGF por 48 h; la actina se usé como control de
carga. (B) Cuantificacion de la sefial relativa de los distintos tipos de canales Cay con respecto al
control después del tratamiento con EGF (n=3 experimentos independientes).
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6.3 Determinacion de la via de sefializacion implicada en el aumento en la expresion de Cavo6-1.
En experimentos previos de nuestro laboratorio, se observd que el tratamiento con EGF en la
linea celular GH3 generaba una activacion de la via de sefializacion Ras/Raf/MEK/ERK. Esto se
relaciond con la presencia de sitios de unidn para los factores de transcripcién ELK-1 y CREB, los
cuales pueden ser activados por medio de esta via. Por lo tanto, se decidié determinar si dichos
factores de transcripcion se activan en respuesta al tratamiento con EGF en esta linea celular.
Para ello, se realizaron tratamientos con EGF (5 nM) a distintos tiempos de incubacidn en cultivos
de células GH3 y se midid la fosforilacién de ELK-1 y CREB por medio de la técnica de Western
Blot. La figura 14 muestra los resultados obtenidos de este analisis donde se observa un aumento
significativo en los niveles de fosforilacién de ELK-1 y CREB en respuesta al EGF a los distintos

tiempos de incubacién.
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Figura 14. El EGF induce la fosforilacion de ELK-1 y CREB en las células GH3. (A) Nivel de
fosforilacién de ELK-1 en células GH3 tratadas con 5 nM de EGF a los 5, 10, 30, 60 y 120 minutos
detectado por ensayos de Western blot usando un anticuerpo anti-fosfo-ELK-1 (p-ELK-1) y otro
anticuerpo anti-ELK-1 total (t-ELK-1) (panel superior). La gréfica de barras muestra la
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cuantificacion mediante densitometria de la sefial de fosforilacion de ELK-1 normalizada con
respecto al control (sin EGF) (n=4 experimentos independientes, *p=0.0014 ANOVA de una via).
(B) Nivel de fosforilacion de CREB en células GH3 tratadas con 5 nM de EGF durante 5, 10, 30, 60
y 120 min detectado por ensayos de Western blot usando un anticuerpo anti-fosfo-CREB (p-CREB)
y otro anticuerpo anti-CREB total (t-CREB) (panel superior). La grafica de barras muestra la
cuantificacién por densitometria de la sefial de fosforilacion de CREB normalizada con respecto
al control (sin EGF) (n=4 experimentos independientes, *p=0.023 ANOVA de una via).

Posteriormente, para verificar si efectivamente la via de sefializacion Ras/Raf/MEK/ERK es
la que esta participando en el mecanismo molecular mediante el cual el EGF regula el aumento
en la expresién de la subunidad Cava6-1, a continuacion, se realizaron experimentos empleando
un inhibidor de la cinasa ERK, llamado CAS 1049738-54-6 (CAS (5Z)-3-(2-aminoethyl)-5-[(4-
ethoxyphenyl)methylidene]-1,3-thiazolidine-2,4-dione:hydrochloride). Asi, se procedié a evaluar
el efecto de la inhibiciéon de ERK sobre la fosforilaciéon de su blanco clasico ELK-1, asi como el
efecto sobre la cantidad de Cava;6-1 expresada por medio de un Western blot. La figura 15
muestra los resultados obtenidos en donde se observa que el pre-tratamiento con 15 uM de CAS
impide de manera efectiva la fosforilacion de ELK-1 en respuesta al estimulo con 5 nM de EGF.
Esta inhibicidn previene también el aumento en los niveles totales de Cava6-1 expresado en las
células GH3 (Fig. 15B), lo que sugiere que la via sefializacion de ERK/ELK-1 participa directamente

en este mecanismo molecular.
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Figura 15. La inhibicion de ERK previene el aumento de Caya,6-1 en respuesta al EGF en las
células GH3. (A) Western blot representativo del nivel de fosforilacion de ELK-1 y la expresién
total de Cava,6-1 en células GH3 en condiciones control (sin tratamiento), tratadas con 15 uM del
inhibidor de ERK (CAS 1049738-54-6), 5 nM de EGF o pretratadas con 15 uM del inhibidor de ERK
y 5 nM de EGF. (B) La grafica muestra la cuantificacién por densitometria de Cava;6-1 total
normalizada con respecto al control (n=4 experimentos independientes, *p=0.009 ANOVA de una
via).

6.4 Efecto del silenciamiento de ELK-1 y CREB.

A continuacidn, se decidid investigar si el silenciamiento de ELK-1 o CREB tenia algun efecto en la
regulaciéon de la actividad transcripcional del gen que codifica para Cavaz6-1 en respuesta al EGF.
Con este fin, las células GH3 fueron co-transfectactadas con un plasmido reportero bajo el control
del promotor del gen CACNA2D1 clonado previamente (Martinez-Hernandez et al., 2013) y con
distintos siRNAs especificos contra ELK-1 o contra CREB (se usaron dos diferentes; CREB 1a y CREB
1b), usando siRNAs inespecificos (scramble) como control. Posteriormente se realizaron ensayos

de luciferasa para medir la actividad transcripcional de dicho promotor. De manera interesante,
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los resultados muestran que el silenciamiento tanto de ELK-1 como de CREB previene el aumento

en la actividad transcripcional del promotor de Cava26-1 en respuesta a 5 nM de EGF (Fig. 16).

2 7 EGF (5 nM)

Relative luminiscence units / Control

Cil Scr Elk-1 CREB CREB
la 1b

Figura 16. CREB y ELK-1 son necesarios para inducir la actividad transcripcional del promotor de
Cava6-1 en respuesta al EGF en células GH3. Actividad transcripcional del promotor para
Cava6-1 en células GH3 transfectadas con los ARN de interferencia (siRNA) especificos para ELK-
1y CREB, junto con el pldasmido que contiene al promotor de CACNA2D1 y tratadas con 5 nM de
EGF por 5 min. La grafica muestra la actividad de luciferasa expresada en unidades relativas de
luz normalizadas con respecto al control (n=4 experimentos independientes, *p<0.001 Kruskal-
Wallis ANOVA de una via).

Con lafinalidad de verificar la eficiencia del silenciamiento de ELK-1 y CREB en estos ensayos
de luciferasa se midieron los niveles totales de proteina por medio de un Western Blot
semicuantitativo usando a actina como control de carga. Los resultados mostraron una

disminucion de ~50% en la cantidad de proteina expresada (Fig. 17).
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Figura 17. Silenciamiento de los factores de transcripcion ELK-1 y CREB en células GH3. (A) Nivel
de ELK-1 expresado en células GH3 transfectadas con el siRNA control (scramble) o con el siRNA
especifico para ELK-1 detectado por ensayos de Western blot usando un anticuerpo anti-ELK-1
total y otro anti-actina como control de carga (panel superior). La grafica de barras muestra la
cuantificacion por densitometria de la sefial de ELK-1 normalizada con respecto al control (n=5
experimentos independientes, *p<0.001 t-test). (B) Nivel de CREB expresado en células GH3
transfectadas con el siRNA control (scramble) o con los siRNAs especificos para CREB detectado
por ensayos de Western blot usando un anticuerpo anti-CREB total y otro anti-actina como control
de carga (panel superior). La grafica de barras muestra la cuantificacién por densitometria de la
sefial de CREB normalizada con respecto al control (n=3 experimentos independientes, CREB 1a
*p=0.0476, CREB 1b *p=0.0087; t-test).

6.5 Mutagénesis de los sitios de union a ELK-1 y CREB.

Posteriormente, para corroborar la posible participacién de los sitios de unién a ELK-1 y CREB en
la region promotora de CACNA2D1 e identificar si estos factores de transcripcion son capaces de
regular la expresion de este gen en respuesta a EGF, se realizaron ensayos de mutagénesis sitio

dirigida. Las construcciones mutantes se hicieron a partir de la regién promotora completa (p1.5;
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Martinez-Hernandez et al., 2013), cambiando tres pares de bases de la secuencia de ADN en la
gue se predijo se unirian ELK-1 y CREB, respectivamente. Una vez obtenidas las construcciones
gue contenian a las mutaciones de interés, se verificaron mediante una secuenciacién
automatica. La figura 18 muestra el resultado de la secuenciacién mediante un alineamiento de
la regién promotora de CACNA2D1 silvestre (p1.5 CACNA2D1 WT) con las mutaciones para ELK-1
(p1.5 CACNA2D1 MUT ELK-1) y para CREB (p1.5 CACNA2D1 MUT CREB), respectivamente. Para
mutar el sitio de unién a ELK-1 se cambio la secuencia CTTCC a CTAAA, modificando 3 pares de
bases suficientes para evitar la interaccidn de este factor de transcripcion con el ADN. De la misma
manera, para mutar el sitio de unién a CREB se cambié la secuencia GCACGTCA a GCCTTTCA,

modificando también 3 pares de bases (Fig. 18).

420[ 420 430 440 460 470
pl.5 CACNA2D1 (MUT ELK-1) 286| CAAGGAGAAAGCCCGCCACTGCT GGAGATAARACCAGTCCGGC
p1.5 CACNA2D1 (lem 420| CAAGGAGAAAGCCCGCCACTGCTTCCTCTGAGTCTGGAGATAAAACCAGT
245 250 260 270 280 290
p1.5 CACNA2D1 (MUT CREB) | 109| AGTCATCACARATIGIATT JCTTTCATGTCAAAAGTATTCTCATACACT
p1.5 CACNA2D1 (WT) | 245| AGTCATCACARATTGTATICTCTGUACGICATGTCARRAGTATTCTCATACACT

Figura 18. Analisis de las secuencias de las mutaciones en la region promotora del gen
CACNA2D1. Alineamiento de las mutaciones del sitio de unién a ELK-1 (panel superior) y CREB
(panel inferior). Los recuadros rojos muestran los cambios realizados.

Una vez obtenidas estas mutantes, se midié su actividad transcripcional mediante ensayos
de luciferasa en condiciones control y en respuesta al EGF (5 nM). La mutaciéon que impide la
union de CREB mostré una capacidad de respuesta al factor de crecimiento similar a la del
promotor silvestre, lo que sugiere que este factor de transcripcién podria no ser necesario para
la induccién de la actividad del promotor del gen CACNA2D1 por el EGF. Por el contrario, al

prevenir la union del factor de transcripcion ELK-1 con la mutacidn, se evitd por completo la
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activacion en respuesta a los tratamientos con EGF del promotor (Fig. 19). Estos resultados
sugieren que ELK-1 es el factor de transcripcidn que podria estar participando en el aumento en

la actividad transcripcional de Cava6-1 en respuesta a EGF en las células GH3.
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Figura 19. ELK-1 induce la transcripcion de Cayva6-1 en respuesta al EGF en células GH3.
Actividad transcripcional del promotor para Cavay6-1 en células GH3 transfectadas con el
pldsmido que contiene al promotor de CACNA2D1 silvestre (WT) o mutado en el sitio de unién a
ELK-1 y a CREB, respectivamente, y tratadas con 5 nM de EGF por 5 min. La gréfica indica la
actividad de luciferasa expresada en unidades relativas de luz normalizado con respecto al control
(n=4 experimentos independientes, *p=0.011 ANOVA de una via).

6.6 Asociacion in vivo de ELK-1 con la region promotora de CACNA2D1.

Tomando en consideracion los resultados anteriores, a continuacion, se estudio si el factor de
transcripcion ELK-1 se une in vivo al promotor de Cava6-1 en células GH3, mediante ensayos de
inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlIP) acoplados a deteccidn por reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). Con tal fin se usaron células GH3 transfectadas con el vector pCGN-ELK-1 que

codifica para ELK-1 con una bandera de hemaglutinina (HA) y tratadas con 5 nM de EGF.
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Para la inmunoprecipitacién se utilizaron anticuerpos especificos contra ELK-1 y como
control negativo se usaron anticuerpos contra una proteina no relacionada Pet (Nava-Acosta and
Navarro-Garcia, 2013). El ADN inmunoprecipitado se analizdé por medio de PCR, amplificando la
region del promotor del gen CACNA2D1 en donde se encuentra el sitio de unién a ELK-1 (104 pb).
La region promotora del gen que codifica para c-Fos (96 pb) y la region codificante del gen GAPDH
(177 pb) se usaron como controles positivos y negativos respectivamente (Fig. 20A). Los
resultados muestran que el factor de transcripcion ELK-1 se une in vivo con la regiéon promotora
del gen CACNA2D1 en células GH3 en respuesta a EGF (Fig. 20B). Estos resultados reafirman que
ELK-1 es un factor de transcripcion que se une al promotor de Cava,6-1 en respuesta a EGF y de

esta manera regula la expresion de esta proteina.

A Input B IP: ELK-1

MWM +Ctl -Ctl o,8-1 (-) MWM +Ctl -Ctl a,0-1 (-)

100 -

Figura 20. ELK-1 se une al promotor de CACNA2D1 in vivo en respuesta al EGF en las células
GH3. Amplificacién de PCR de los extractos nucleares de células GH3 tratadas con 5 nM de EGF
por 10 min. Amplificacién de la cromatina total (A) y de la cromatina inmunoprecipitada usando
el anticuerpo anti-ELK-1 (B). MWM, marcador molecular; +Ctl, control positivo; -Ctl, control
negativo; a26-1, regién promotora de CACNA2DI; (-), sin ADN.

6.7 Efecto de la sobreexpresion de Cava26-1 en células GH3.

Como se mencioné en la introduccién, reportes anteriores indican que la subunidad auxiliar
Cava6-1 modula las propiedades fundamentales y el trafico de los canales Cay HVA hacia la
membrana plasmatica, lo que tiene como resultado un aumento en la amplitud de las corrientes

de Ca?* (Felix, 1999; Canti et al., 2005; Andrade et al., 2009; Felix et al., 2013; Dolphin, 2016). Por
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lo tanto, es razonable proponer que un aumento en la expresidn de la subunidad auxiliar puede
generar una regulacion positiva sobre los canales Cav HVA en la superficie celular de las células
GH3. Para probar esta hipdtesis, se realizaron registros electrofisioldgicos de las corrientes de
Ca?* por medio de la técnica de patch clamp en su modalidad de célula completay se compararon
sus amplitudes en células GH3 en condiciones control y al hacer una sobreexpresion de la
subunidad Cava;6-1. Las corrientes se evocaron aplicando pulsos de voltaje (en incrementos de 5
mV) desde un potencial de sostenimiento de -80 mV. La figura 21A muestra los trazos
representativos de las corrientes de Ca®* en la condicion control y en las células transfectadas
transitoriamente con una construccién de ADNc que codifica para la subunidad auxiliar en donde
se observd un marcado aumento en la amplitud de las corrientes. De igual manera, la curvas
corriente-voltaje (/-V) muestran que la densidad de corriente de las células GH3 que
sobreexpresan a la proteina recombinante es mayor que la densidad de corriente en las células
control (que expresan solamente GFP) en la mayoria de los voltajes probados (Fig. 21B). Lo
anterior se representa también en la grafica de la figura 21C en donde se observa un aumento
significativo (~56%) de la densidad de la corriente total a través de canales Cay activados a -15
mV en las células GH3 que sobreexpresan la subunidad Cava,6-1.

Es importante senalar que las células GH3 expresan tanto canales HVA como LVA, y de
acuerdo a lo reportado sobre la estructura molecular de los canales Cay, la expresion de la
subunidad Cava26-1 sélo modula el componente HVA de la corriente total. Para probar esto en
nuestros registros, realizamos un protocolo para separar la corriente total en sus dos
componentes. A partir de un voltaje de mantenimiento de -80 mV se aplicaron dos pulsos

despolarizantes de 100 ms a -10 mV separados por un interpulso de 10 ms. Durante el primer
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pulso despolarizante se activan los componentes HVA como LVA, es decir, la corriente total. Sin
embargo, los canales LVA, de acuerdo a sus caracteristicas biofisicas, se inactivan completamente
al final de este primer pulso. Por lo tanto, durante el segundo pulso despolarizante a -10 mV
solamente estdn disponibles los canales HVA para ser activados y se obtiene sdlo el componente
HVA de las corrientes. Al restar las corrientes obtenidas en respuesta del segundo pulso de la
corriente total evocada en el primer pulso despolarizante, se puede estimar la magnitud del
componente LVA. Los resultados de este analisis mostraron que la sobreexpresion de la
subunidad Caya6-1 aumento significativamente la corriente a través de los canales HVA (~56%)
sin afectar las corrientes a través de canales LVA (Fig. 21D). Estos resultados corroboran el efecto

positivo de la subunidad auxiliar Cava26-1 sobre canales HVA.
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Figura 21. La sobreexpresién de Caya.8-1 aumenta las corrientes de Ca?* HVA de las células
GH3. (A) Trazos representativos de las corrientes de Ca?* de células GH3 en condiciones control
(transfectadas con el plasmido de ADNc que codifica para la proteina GFP) o transfectadas
también con el plasmido de ADNc que codifica para la subunidad auxiliar Cava;6-1 de los canales
Cav. (B) Curvas I-V para las corrientes de Ca?* registradas en células GH3 transfectadas como en
(A). (C) Grafica de barras que compara la densidad de corriente total promedio (pA/pF) a -15 mV
en la condicién control (GFP) o con la sobreexpresion de Cavaz6-1 (*p<0.001, t-test). (D) Grafica
de barras que compara la densidad de corriente promedio (pA/pF) a través de los canales HVA y
LVA en la condicién control (GFP) o con la sobreexpresion de Cavazb-1 (*p<0.003, t-test). Los

datos se presentan como la media + error estdndar y el nimero de células registradas se muestra
entre paréntesis.
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El analisis de las propiedades fundamentales de las corrientes se realizd mediante la
construccion de curvas conductancia-voltaje (G-V) en donde se observé que la transfeccion de la
proteina recombinante genera un aumento significativo en la conductancia maxima (~53%) (Fig.
22A). La dependencia al voltaje de la activacién se estimdé generando curvas de conductancia
normalizada, mientras que la cinética de inactivacion se determind como el porcentaje de la
corriente al final del pulso activante, es decir la corriente remanente al final de un pulso
despolarizante de 140 ms a -15 mV (lem). Al realizar este andlisis de las corrientes no se
observaron cambios en la dependencia al voltaje de la activacidn (Fig. 22B) ni en la cinética de
inactivacion (Fig. 22C), lo cual sugiere que la sobreexpresion de la subunidad Cava.6-1 en células
GH3 genera un aumento en el nimero de canales funcionales HVA en la membrana plasmatica,

sin afectar de manera significativa su funcionamiento.
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Figura 22. La sobreexpresion de Cava:6-1 no cambia las propiedades fundamentales de las
corrientes de Ca?* de las células GH3. (A) Comparacion de la conductancia maxima en funcién del
voltaje en células control que expresan a GFP o en células que también expresan a Cava,6-1. (B)
Comparacidn de la dependencia al voltaje de la activacién de las corrientes de Ca?* en células que
expresan solo GFP o Caya6-1. (C) Porcentaje de corriente remanente al final del pulso de 140 ms
(Ir140) en células que expresan GFP o Cavaz6-1. Los datos se presentan como la media * error
estandar.
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6.8 Efecto de los factores de transcripcion sobre la expresion funcional de la subunidad Cavaz6-1.
Dado que los resultados sugerian que ELK-1 regula la expresiéon de la subunidad Cava6-1, a
continuacion, se decidio determinar si la disminucion del factor de transcripcion también podria
regular la expresion funcional de los canales Cay. Para ello se realizaron registros
electrofisioldgicos de las corrientes de Ca?* por medio de la técnica de patch clamp en la
modalidad de célula completa en células GH3 transfectadas con ARNs pequefios de interferencia
(siRNAs). Como condicion control se usaron cultivos de células GH3 transfectadas con siRNAs
inespecificos (siRNA scramble) y para disminuir los niveles de ELK-1 se usaron cultivos de células
GH3 transfectadas con un siRNA especifico contra el factor de transcripcion. La figura 23A
muestra los trazos representativos de las corrientes de Ca?* de células control (siRNA scramble)
en comparacién con las corrientes de las células con el silenciamiento de ELK-1 (siRNA ELK-1) en
donde se observé una disminucién significativa en la amplitud de las corrientes. Las curvas
densidad de corriente (/-V) mostraron que el silenciamiento de ELK-1 tienen como resultado una
disminucion en la corriente a diferentes voltajes probados (Fig. 23B). En la figura 23C se muestra
la densidad de corriente maxima en donde se observé de manera mas clara la disminucion en la
corriente en las células transfectadas con el siRNA especifico contra ELK-1. Los dos componentes
de las corrientes totales se separaron como se describid anteriormente, y los resultados
mostraron que el silenciamiento de ELK-1 disminuyd significativamente (~30%) la corriente a

través de los canales HVA, sin afectar notablemente el componente LVA de la corriente (Fig. 23D).
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Figura 23. El silenciamiento de ELK-1 disminuye las corrientes de Ca?* HVA de las células GH3.
(A) Trazos representativos de las corrientes de Ca%* en células GH3 transfectadas con el siRNA
control (scramble) o con el siRNA especifico para ELK-1. (B) Curvas I-V para las corrientes de Ca?*
registradas en células GH3 transfectadas como en (A). (C) Gréfica de barras que compara la
densidad de corriente total promedio (pA/pF) a -15 mV en la condicién control (Scr) o con el
silenciamiento de ELK-1 (*p=0.001, t-test). (D) Grafica de barras que compara la densidad de
corriente promedio (pA/pF) a través de los canales HVA y LVA en células GH3 transfectadas con
siRNA control (Scr) o siRNA ELK-1. Los datos se presentan como la media + error estandar
(*p=0.019, t-test) y el nUmero de células registradas se muestra entre paréntesis.

63



Asimismo, el silenciamiento de ELK-1 resulté en una disminucidon de la conductancia
maxima (~23%), pero sin cambios aparentes en la dependencia al voltaje de la activacién y en la
cinética de inactivacion (Fig. 24). Estos resultados sugieren que al silenciar el factor de
transcripcion ELK-1 hay una disminucién en el nimero de canales HVA funcionales sin tener un

efecto aparente sobre las propiedades fundamentales de las corrientes.
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Figura 24. El silenciamiento de ELK-1 no cambia las propiedades fundamentales de las
corrientes de Ca?* de las células GH3. (A) Comparacion de la conductancia maxima en funcién del
voltaje en células que expresan siRNA scramble o siRNA ELK-1. Comparacion de la dependencia
al voltaje de la activacion de las corrientes de Ca?* (B) y porcentaje de corriente remanente al final
del pulso de 140 ms (/r140) (C) en células control (Scr) o con silenciamiento de ELK-1. Los datos se
presentan como la media + error estandar.

Posteriormente, se comprobd la eficacia del silenciamiento de ELK-1 en las células GH3 por
medio de la técnica Western Blot usando un anticuerpo anti-ELK-1 (Fig. 25A) y un anticuerpo anti-
actina como control de carga. Los resultados muestran que se detectd una proteina de ~62 kDa
en las células GH3 correspondiente a el peso molecular de ELK-1. En ensayos paralelos, también
se identificd el nivel de expresién de Cavaz6-1 con un anticuerpo especifico contra esta proteina.

De manera interesante, el analisis de datos muestra una disminucion significativa (~30%) en el
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nivel de expresion de ELK-1, lo cual se vio acompaiiado de una disminucién similar en la expresion

de la subunidad auxiliar de los canales Cay (Fig. 25B).
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Figura 25. El silenciamiento de ELK-1 disminuye la cantidad de Cava,6-1 y ELK-1 expresado en
las células GH3. (A) Nivel de Cava,6-1 y ELK-1 expresado en células GH3 transfectadas con el
siRNA control (scramble: Scr) o con el siRNA especifico para ELK-1 detectado por ensayos de
Western blot usando anticuerpos especificos anti-Cava26-1, anti-ELK-1 y anti-actina como control
de carga. (B) Comparacién de la cuantificacion por densitometria de la sefial de Cava26-1 y ELK-1
obtenida en (A) normalizada con respecto a su control (n=4 experimentos independientes;
Cava6-1 *p<0.001 t-test; ELK-1 *p<0.001 t-test).

De manera complementaria, se realizaron registros electrofisioldgicos de las corrientes de
Ca’* en cultivos de células GH3 transfectadas con siRNAs especificos contra CREB para disminuir
su expresion y ver el efecto de este factor de transcripcién sobre los canales Cay. Para estos
experimentos se usaron siRNAs control (scramble) y dos siRNAs dirigidos contra CREB (1a y 1b).
Los resultados de la figura 26 muestran que el silenciamiento de CREB no tiene un efecto

significativo sobre las corrientes de Ca%*de las células GH3.
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Figura 26. El silenciamiento de CREB no afecta las corrientes de Ca?* de las células GH3. (A)
Curvas I-V de las corrientes de Ca?* registradas en células GH3 transfectadas con el siRNA control

(scramble) o transfectadas con los siRNA especificos para CREB (CREB 1a y CREB 1b). (B) Grafica

de barras que compara la densidad de corriente total promedio (pA/pF) a -15 mV en la condicion

control (Scr) o con el silenciamiento de CREB (CREB 1a y CREB 1b). Los datos se presentan como
la media * error estdndar y el numero de células registradas se muestra entre paréntesis.

En el mismo sentido, el silenciamiento de CREB no tuvo efectos significativos sobre la
conductancia maxima de los canales, en la dependencia al voltaje de la activacion y en la cinética

de inactivacién (Fig. 27).
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Figura 27. El silenciamiento de CREB no cambia las propiedades fundamentales de las corrientes
de Ca?* en las células GH3. (A) Comparacién de la conductancia maxima en funcién del voltaje en
células que expresan siRNA scramble o siRNA CREB (CREB l1a y CREB 1b). Comparacién de la
dependencia al voltaje de la activacion de las corrientes de Ca®* (B) y porcentaje de corriente
remanente al final del pulso de 140 ms (lr140) (C) en células control (Scr) o con silenciamiento de
CREB (CREB 1a y CREB 1b). Los datos se presentan como la media * error estandar.

Asimismo, se verifico la eficacia del silenciamiento de CREB por medio de Western Blot (Fig.
28) usando a actina como control de carga. En el blot representativo mostrado en la figura 28A
se puede observar la deteccion de una proteina de ~42 kDa que corresponde a CREB, y la
disminucion de esta proteina en las células transfectadas con el siRNA CREB 1a y CREB 1b.
También se identifico a la subunidad Cava:6-1 en donde, de manera interesante, no se
observaron cambios aparentes en su expresion. En las graficas de la figura 28B se muestra el
analisis de los datos en donde se observa una disminucidn (~50%) en el nivel de expresién de

CREB, sin cambios significativos en los niveles de Cava,6-1.
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Figura 28. El silenciamiento de CREB disminuye la cantidad de CREB sin cambiar la expresion de
Cava26-1 en las células GH3. (A) Nivel de Cava26-1y CREB expresado en células GH3 transfectadas
con el siRNA control (scramble; Scr) o con los siRNAs especificos para CREB (CREB 1a y CREB 1b)
detectado por ensayos de Western blot usando anticuerpos especificos anti-Caya26-1, anti-CREB
y anti-actina como control de carga. (B) Comparaciéon de la cuantificacion de la sefal por

67



densitometria de CREB (panel izquierdo) y Cava6-1 (panel derecho) obtenida como en (A) y
normalizada con su respectivo control (n=5 experimentos independientes; CREB 1a *p<0.001 t-
test; CREB 1b *p=0.002 t-test).

Después, se decidié llevar a cabo la maniobra experimental reciproca, es decir, investigar si
la sobreexpresion de ELK-1 y/o CREB tenia algln efecto sobre la cantidad de Cava;6-1 expresada.
Con este fin, los cultivos de las células GH3 se transfectaron con construcciones de ADNc que
codifican para las proteinas GFP (como control), HA-ELK-1 y FLAG-CREB y se evalud su expresion
por medio de Western Blot. Primero se confirmd la eficiencia de la transfeccién y la
sobreexpresidn de los factores de transcripcidon usando anticuerpos especificos para detectar a
ELK-1 y CREB respectivamente, y usando un anticuerpo anti-actina como control de carga (Fig.
29A). El promedio de la cuantificacion de la sefal mostré que la transfeccidon generaba una
sobreexpresién de ELK-1 y CREB con respecto a su control (Fig. 29B). Ademas, se examiné si la
sobreexpresidn de estos factores de transcripcién tenia algun efecto sobre la expresion de la
subunidad Cavay6-1. Sin embargo, no se observd un cambio significativo en los niveles de
expresion de esta proteina (Fig. 29C), lo cual discreparia con la hipotesis de que ELK-1 regula la
expresion de la subunidad. Sin embargo, la explicacidén a esta discrepancia podria relacionarse
con el hecho de que estos experimentos se realizaron en condiciones control, es decir, sin
tratamiento con EGF. Por lo tanto, a continuacién, se decidié comprobar si era necesario llevar a
cabo la sobreexpresion de los factores de transcripcidon en conjunto con el tratamiento con EGF

para poder observar el efecto sobre la expresién de Caya6-1.
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Figura 29. La sobreexpresion de ELK-1 y CREB no cambia la cantidad de Cava26-1 expresada en
las células GH3. (A) Nivel de Cava6-1, ELK-1 y CREB expresado en células GH3 transfectadas con
el plasmido de ADNc que codifica para HA-ELK-1 o transfectadas con el plasmido de ADNc que
codifica para FLAG-CREB detectado por ensayos de Western blot usando anticuerpos especificos
anti-Cava6-1, anti-ELK-1, anti-CREB y anti-actina como control de carga. (B) Comparacién de la
cuantificacidn por densitometria de la sefial promedio de HA-ELK-1 y FLAG-CREB expresado en
células GH3 transfectadas como en (A) normalizada con su respectivo control (n=3 experimentos
independientes; ELK-1 *p=0.029 t-test; CREB *p=0.020 t-test). (C) Comparacién de la
cuantificacion por densitometria de la sefial promedio de Cava6-1 obtenida como en (A)
normalizada con su respectivo control (n=3 experimentos independientes).

En este mismo sentido, posteriormente se decidié analizar el efecto de la sobreexpresién
de ELK-1 sobre la expresion de Cava6-1 en respuesta al EGF. Con este fin, los cultivos de células
GH3 transfectados con la construccién de HA-ELK-1 se trataron con 5 nM de EGF por 48 h, y se
analizé la cantidad de Cava6-1 expresada por medio de Western blot. Como control se usaron
células GH3 transfectadas con el gen reportero de GFP y tratadas con 5 nM de EGF por 48 h. La
figura 30A muestra un Western blot representativo de experimentos independientes en donde se
comprobd la correcta transfeccién de HA-ELK-1 empleando anticuerpos especificos contra ELK-1
y contra la bandera de hemaglutinina (HA), y ademdas usando actina como control de carga.
También, se verificd que el factor de transcripcion estuviera siendo activado por el tratamiento
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con EGF mediante la deteccion de su forma fosforilada, usando un anticuerpo anti-fosfo-ELK-1
(Fig. 30A). De manera interesante, al estudiar el efecto sobre los niveles totales de la subunidad
auxiliar de los canales se observd un aumento significativo en su expresion en las células que
sobreexpresaban el factor de transcripcién ELK-1 (Fig. 30B). Estos resultados indican que la
sobreexpresidn y activacién de ELK-1 tiene un efecto positivo sobre la expresién de la subunidad

auxiliar Cava6-1.
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Figura 30. La sobreexpresion de ELK-1 aumenta la cantidad de Caya6-1 en las células GH3 en
respuesta a EGF. (A) Nivel de Cavax6-1y ELK-1 en células GH3 en presencia de EGF (5 nM; 48 h) y
transfectadas con el plasmido de ADNc que codifica para la proteina GFP como control, o
transfectadas también con el plasmido de ADNc que codifica para HA-ELK-1, detectado por
ensayos de Western blot usando anticuerpos especificos anti-Cava,6-1, anti-HA, anti-ELK-1 total,
anti-fosfo-ELK-1 (p-ELK-1) y anti-actina como control de carga. (B) Comparaciéon de la
cuantificacion de la sefial de ELK-1 (panel izquierdo) y Cava;6-1 (panel derecho) obtenida como
en (A) normalizada con su respectivo control (n=3 experimentos independientes; ELK-1
*p<0.0001 t-test; Cava6-1 *p<0.0001 t-test).
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A continuacidn, se procedid a investigar si la sobreexpresiéon y activacion de ELK-1 tenia
alglin efecto sobre las corrientes de Ca?* en las células GH3 por medio de registros
electrofisiolégicos. Para esto se usé la técnica de patch clamp en la modalidad de célula completa
y las corrientes se evocaron aplicando pulsos de voltaje como se menciond en la seccion de
métodos. La figura 31A muestra los trazos representativos de las corrientes en células control
(transfectadas con GFP) y en células que ademas sobreexpresan ELK-1 (co-transfectadas con GFP
para su identificacién), tratadas con EGF (5 nM; 48 h). Los resultados muestran un marcado
aumento en la amplitud de la corriente en las células transfectadas transitoriamente con el
pldsmido de ADNc que codifica para ELK-1. La figura 31A corrobora que el tratamiento con EGF
por si solo aumenta (~22%) la densidad de la corriente a través de los canales de Ca%* expresados
en las células GH3. La figura 31B ademas muestra que la sobreexpresion de ELK-1 en conjunto
con la activacién de la via de sefializacién producida por el tratamiento con EGF genera un mayor
aumento (~83%) en la densidad de corriente a los distintos voltajes probados, tal y como se
muestra en las curvas I-V correspondientes (Fig. 31B). Este aumento es significativo con respecto
al control como se puede observar en la grafica de barras que compara la densidad de corriente

a-15 mV (Fig. 31C).
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Figura 31. La sobreexpresion de ELK-1 en presencia de EGF aumenta las corrientes de Ca?* en
las células GH3. (A) Trazos representativos de las corrientes de Ca?* en células GH3 en presencia
de EGF (5 nM; 48 h) y transfectadas con el plasmido de ADNc que codifica para la proteina GFP
como control, o transfectadas con el plasmido de ADNc que codifica para HA-ELK-1. (B) Curvas /-
V para las corrientes de Ca?* registradas en células GH3 en condiciones control o transfectadas
con GFP, o HA-ELK-1 y tratadas con 5 nM de EGF. (C) Comparacién de la densidad de corriente
total promedio (pA/pF) a-15 mV en células como en (B) (EGF *p=0.042 t-test; ELK-1+EGF *p<0.001
t-test). Los datos se presentan como la media * error estdndar y el nimero de células registradas
se muestra entre paréntesis.

Asimismo, la sobreexpresién de ELK-1 generd un incremento sobre la conductancia maxima,
pero esto no ocasiond cambios significativos en la dependencia al voltaje de la activacién y en la

cinética de inactivacion de las corrientes (Fig. 32).
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Figura 32. La sobreexpresion de ELK-1 no cambia las propiedades fundamentales de las
corrientes de Ca?* de las células GH3. (A) Comparacion de la conductancia maxima en funcién del
voltaje en células control, o transfectadas con GFP o ELK-1 y tratadas con EGF (5 nM; 48 h). (B)
Comparacién de la dependencia al voltaje de la activacién de las corrientes de Ca?* (C) Porcentaje
de corriente remanente al final del pulso de 140 ms (lr140) en células control, o que expresan solo
GFP, o ELK-1 y tratadas con EGF (5 nM; 48 h). Los datos se presentan como la media + error
estandar.

También, se decidié analizar el efecto de la sobreexpresion y activacion de CREB en la
expresion de la subunidad Cava;6-1 después del tratamiento con EGF. En estos experimentos las
células GH3 se transfectaron con la construccién de ADNc que codifica para FLAG-CREB y se
trataron con 5 nM de EGF por 48 h. Para el andlisis de la expresidn se uso la técnica de Western
blot, en células control y transfectadas con el pldsmido que codifica para la proteina GFP y
tratadas con EGF (5 nM; 48 h). En los ensayos se usaron anticuerpos especificos contra CREB y
contra FLAG para verificar la transfeccidn, y se usé actina como control de carga (Fig. 33A).
Asimismo, se detectd la forma fosforilada de CREB con un anticuerpo especifico anti-fosfo-CREB
para verificar la activacion de este factor de transcripcion en respuesta al tratamiento con EGF

(Fig. 33A). Tal y como se anticipaba, la cuantificacién mostré un aumento significativo en la
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expresion de CREB (Fig. 33B). Sin embargo, no se observaron cambios significativos en los niveles
totales de Cavaz6-1 expresados (Fig. 33C). Estos resultados indican que la sobreexpresién y

activacion de CREB no tiene un efecto sobre la expresion de la subunidad auxiliar Cavo6-1.
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Figura 33. La sobreexpresion de CREB no cambia la cantidad de Cava;6-1. (A) Nivel de Cava,6-1
y CREB expresado en células GH3 en presencia de EGF (5 nM; 48 h) y transfectadas con el plasmido
de ADNc que codifica para la proteina GFP como control, o transfectadas con el plasmido de ADNc
gue codifica para FLAG-CREB detectado por ensayos de Western blot usando anticuerpos
especificos anti-Cava6-1, anti-FLAG, anti-CREB total, anti-fosfo-CREB (p-CREB) y anti-actina como
control de carga. Las gréaficas de barras muestran el promedio de la cuantificacion de la sefial de
CREB (B) y Cavaz6-1 (C) obtenida como en (A), normalizada con respecto a su control (n=3

experimentos independientes; *p=0.002 t-test).

Para completar este analisis, se realizaron registros electrofisioldgicos de las corrientes de
Ca?* en células que sobreexpresan al factor de transcripciéon CREB y tratadas con EGF (5 nM; 48
h). De manera inesperada, no solo no se observé un aumento, sino que por el contrario se observd
una disminucion en la amplitud de la corriente en las células transfectadas con la construccion de
ADNc que codifica para el factor de transcripcion CREB en comparacién con las células control

(GFP) en respuesta a EGF (Fig. 34A). A continuacion, se analizé la densidad de corriente en las
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células control (GFP) sin tratamiento, y en las células transfectadas con GFP o con CREB en
respuesta al tratamiento con el factor de crecimiento. Los resultados de este andlisis mostraron
que el tratamiento con EGF ocasiona un incremento en la densidad de corriente en las células
gue expresan GFP. Sin embargo, y de manera interesante, la sobreexpresidon de CREB previene el
aumento en la densidad de corriente en respuesta a EGF (Fig. 34B). Estos resultados se resumen
en la figura 34C, donde se muestra que el tratamiento con EGF incrementa significativamente la

densidad de corriente maxima y que este efecto se ve prevenido por la sobreexpresion del factor

de transcripcién CREB.
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Figura 34. La sobreexpresion de CREB no cambia las corrientes de Ca?* de las células GH3 en
presencia de EGF. (A) Trazos representativos de las corrientes de Ca?* de células GH3 en presencia
de EGF (5 nM; 48 h) y transfectadas con el plasmido de ADNc que codifica para la proteina GFP
como control, o transfectadas con el plasmido de ADNc que codifica para FLAG-CREB. (B) Curvas
I-V de las corrientes de Ca?* de células GH3 en condiciones control o transfectadas con GFP, o
FLAG-CREB vy tratadas con 5 nM de EGF. (C) Comparacién de la densidad de corriente total
promedio (pA/pF) a -15 mV en células como en (B) (EGF *p=0.025 t-test). Los datos se presentan
como la media + error estandar y el nimero de células registradas se muestra entre paréntesis.
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En cuanto al andlisis de las propiedades fundamentales de las corrientes, se observo que la
sobreexpresidn de CREB en respuesta a EGF no modifica de manera significativa la conductancia

maxima, la dependencia al voltaje de la activacién, ni la cinética de inactivacion (Fig. 35).
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Figura 35. La sobreexpresion de CREB no cambia las propiedades fundamentales de las
corrientes de Ca?* de las células GH3. (A) Comparacidn de la conductancia maxima en funcién del
voltaje en células control, o transfectadas con GFP o CREB y tratadas con EGF (5 nM; 48 h). (B)
Comparacién de la dependencia al voltaje de la activacién de las corrientes de Ca?*. (C)
Comparacion del porcentaje de corriente remanente al final del pulso de 140 ms (lr140) en células
control, o que expresan GFP o CREB y tratadas con EGF (5 nM; 48 h). Los datos se presentan como
la media * error estandar.

6.9 Andlisis de la secrecion de prolactina.

En una serie final de experimentos a continuacidn se estudié la posible repercusion funcional del
tratamiento con EGF y la sobreexpresidon de la subunidad auxiliar Cavaz6-1. Con este fin se
determind la liberacién de PRL por medio de ensayos de ELISA. En estos experimentos se
emplearon cultivos de células GH3 en condiciones control o tratadas previamente con 5 nM de
EGF por 48 h. Para estudiar la liberacion de PRL, se indujo la entrada de Ca?* mediante la

despolarizacion de la membrana usando un pulso de alto K* (40 mM) durante 10 min, y se usé

como control una solucién con 5 mM de K*. Los resultados de esta serie de experimentos
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mostraron un incremento significativo (~2.3 veces) en la secrecion de PRL en las células tratadas
con EGF (Fig. 36A). Este resultado es consistente con datos previos en la literatura donde se
muestra que el tratamiento con EGF tiene como resultado un aumento en la expresién y
liberacion de PRL (Murdoch et al., 1982; Felix et al., 1995; Kakeya et al., 2000; 2002).

A continuacién, se planted la idea de que al manipular la expresidon de ELK-1 también
deberia afectarse la secrecion de PRL en las células GH3. De acuerdo con la hipdtesis del presente
trabajo de tesis, esto ocurriria a través del efecto que ELK-1 ejerce sobre el promotor del gen que
codifica para Cava6-1. Para poner a prueba esta prediccion existen varias posibilidades. Una de
ellas consistiria en cuantificar la secrecién de la hormona después del silenciamiento de ELK-1;
otra seria usar un inhibidor de la via de sefalizacién de ERK/ELK-1. Sin embargo, estudios previos
han reportado que la activacidon de la via de las MAPKs en respuesta a EGF promueve la
fosforilacidon del receptor de estrégenos a (ERa) y esto puede afectar directamente la expresion
y la secrecién de PRL (Ben-Jonathan et al., 2009; Chen et al., 2009). Esto impediria distinguir si el
posible efecto de ELK-1 sobre la liberacion de PRL ocurre a través de su accion sobre el promotor
de CACNA2D1, o si esto ocurre a través de ERa. Por lo tanto, se considerd como la alternativa mas
viable estudiar directamente la sobreexpresién de Cava,56-1 sobre la secrecidn de PRL evitando el
efecto del factor de transcripcién sobre otros posibles blancos.

Los resultados de estos experimentos se muestran en la figura 36B, y en ellos se observa
gue la liberacién de PRL desencadenada por la despolarizacion de la membrana con el estimulo
de alto K* aumenté significativamente (~35%) en las células que sobreexpresan a la subunidad

Cava6-1 en comparacion con las células que expresaban a la proteina GFP como control.
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Figura 36. El tratamiento con EGF y la sobreexpresion de Cava,6-1 aumentan la secrecion de
prolactina por las células GH3. (A) Ensayos de ELISA para detectar la prolactina (PRL) secretada
en los cultivos de células GH3 en presencia y ausencia de EGF (5 nM; 48 h; p=0.0113 t-test). (B)
Ensayos de ELISA para detectar PRL secretada por las células GH3 en ausencia de EGF,
transfectadas con GFP como control, o transfectadas con la clona de ADNc que codifica para la
subunidad Cava6-1 (p=0.001 Mann-Whitney Rank Sum Test).
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7. Discusion

7.1 Canales de Ca?* dependientes de voltaje y ontogenia de los lactotropos.

En el presente trabajo de tesis se muestran evidencias que apoyan la hipdtesis de que el
tratamiento crénico con EGF aumenta la expresion de la subunidad Cavoz6-1 a nivel
transcripcional y, por consecuencia, se favorece la localizacién membranal de los canales Cay HVA.
Este aumento en la expresidn funcional de los canales HVA puede ayudar a explicar los cambios
reportados previamente en la densidad de la corriente en respuesta al EGF en las células GH3
(Felix et al., 1995).

Se sabe que el tratamiento con EGF aumenta la proporcion de lactotropos cldsicos
(secretores unicos de PRL) en cultivos primarios de células adenohipofisarias de ratas neonatas y
en la linea celular GH3. En este contexto, el factor de crecimiento también aumenta
significativamente la liberacidén de PRL, como resultado de sus efectos sobre diferenciacion de las
células bihormonales (secretoras de PRL y GH) a lactotropos clasicos (Felix et al., 1995). Asimismo,
estd ampliamente documentado que la diferenciacién de los lactosomatotropos se inicia con la
expresion del gen Pit-1 el cual codifica para un factor de transcripcidén que se une a los promotores
de los genes que codifican tanto para PRL como para GH. Sin embargo, se sabe que el nimero de
células secretoras de PRL va aumentando con el desarrollo y que la aparicidén de una gran cantidad
de lactotropos clasicos es un cambio postnatal importante que viene acompaiiado de un aumento
en las corrientes de Ca?* de tipo HVA. En este sentido, la diferenciacién de los lactotropos
depende de seiiales tanto autdcrinas como pardcrinas en las que participan diversas hormonas y
factores de crecimiento como el EGF, la hormona liberadora de tirotropina (TRH) y los estrégenos,

entre otros (Felix et al., 1993; Zhang et al., 1993; Takahashi, 1995). En especifico, en este trabajo
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se muestra que el EGF no sélo influye sobre la produccién de PRL, sino que modifica la expresion
funcional de los canales Cay. Por lo tanto, los datos aqui presentados apoyan la idea de que el EGF
podria estar involucrado en la transicion entre diferentes estados durante la ontogenia de los
lactotropos en la hipdfisis (Felix et al., 1995; Kayeka et al., 2000; 2002). Sin embargo, se requieren
estudios adicionales para confirmar esta posibilidad.

El papel de los canales Cay HVA en la regulacion del acople excitacién-secrecion esta
ampliamente documentado en las células secretoras de PRL. El tratamiento crénico con EGF de
las células hipofisiarias tumorales de rata aumenta la expresion funcional de los canales HVA, la
concentracioén intracelular de Ca?* y la consecuente liberacién de PRL (Meza et al., 1994; Felix et
al., 1995; Vela et al., 2007). Ademas, se sabe que el EGF y la TRH estimulan la expresién del gen
que codifica para PRL (Billis & White, 1997), sin embargo, la activacidon de los canales HVA es
necesaria para la liberacion de hormonas (Drouva et al., 1988; Enyeart et al., 1990; Gonzalez-
Iglesias et al., 2006). En este sentido, el factor de crecimiento podria estar ejerciendo un doble
efecto sobre el comportamiento secretor de los lactotropos; por un lado, estimularia la
produccién de PRL Yy, por otro lado, estaria favoreciendo la sintesis de las proteinas involucradas
en su liberacion. Sin embargo, vale la pena mencionar que hay evidencias que indican que el EGF
podria estar reduciendo la concentracidon intracelular de Ca?* y la secrecién de PRL en células
hipofisiarias en respuesta a la despolarizacién de la membrana por alto K* (Hinkle et al., 1993; Fu
etal., 1997), lo que sugiere que el EGF puede regular la actividad de los canales y la homeostasis
de Ca%* de manera compleja, aunque los mecanismos que regularian este efecto ain no se han

determinado.
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Distinguir entre los subtipos de canales HVA que estan siendo regulados a través de este
mecanismo molecular en respuesta a EGF es un tema interesante. Se sabe que las células GH3
expresan los canales HVA (Cay1.2, Cavl.3 y Cayv2.1). Debido a que todos los canales tipo HVA,
incluyendo los que se expresan en las células GH3, se asocian a la Cava26-1, se esperaria que todos
ellos resultaran afectados por el aumento en la expresidn de esta subunidad auxiliar en respuesta
a EGF. También, se sabe que los canales tipo L (Cavl) en general (Liévano et al., 1994; Meza et al.,
1994; Tzour et al., 2013) y el de tipo Cavl1.3 en particular, se expresan en mayor abundancia en
estas células (Liévano et al., 1994; Safa et al., 2001). Los datos de Western Blot obtenidos durante
mi trabajo de doctorado corroboran la expresion de estos canales Cayl.2 y Cayl.3 (asi como
Cav2.1) en las células GH3 (Fig. 13). Ademas, la posicidn de las curvas /-V en el eje de las abscisas
(Vm) muestra que la activacién de las corrientes alcanza su valor maximo alrededor de los -15
mV, un valor esperado para la activacién de los canales L de la clase Cay1.3, los cuales son
considerados canales activados a voltaje medio (Safa et al.,, 2001; Dominguez et al., 2008;
Andrade et al., 2009). Por lo tanto, aunque las células GH3 expresan diversos canales HVA, resulta
razonable proponer que el numero de canales funcionales Cay1.3 podria ser mayor después del
tratamiento con EGF, ya que son los mds abundantemente expresados en estas células.

Asimismo, se sabe que la subunidad auxiliar Cayp también aumenta la densidad de las
corrientes al aumentar la expresién funcional de los canales en la membrana plasmatica. Esto se
debe a que CavPB enmascara una sefial de retencion en el reticulo endoplasmico y expone sefiales
de envio a la membrana plasmdtica en la subunidad principal Cavai, esto permite que la
subunidad principal pueda transportarse a la superficie celular (Bichet et al., 2000; Fang &

Colecraft, 2011). También, se sabe que la subunidad auxiliar Cayp previene la ubiquitinacién de la
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subunidad principal y su consecuente degradacion por el proteasoma, lo que tiene como
resultado un aumento en la expresion en la membrana plasmatica (Altier et al., 2011; Waithe et
al., 2011; Buraei & Yang, 2013). De igual manera, se sabe que Cayp regula la secrecién de
hormonas y neurotransmisores al acoplar el complejo del canal con las vesiculas secretoras al
unirse a RIM, una proteina efectora de Rab3 (Kiyonaka et al., 2007; Gandini et al., 2011). Tomando
en consideracién que las células GH3 expresan las cuatro isoformas de esta subunidad auxiliar
(Safa et al., 2001), seria también interesante investigar el papel de la subunidad Cayp en este
mecanismo molecular en respuesta a EGF.
7.2 Efecto del EGF sobre la expresion de los canales Cav.
El EGF cumple su funcién al unirse a sus receptores en la membrana, los cuales pertenecen a la
familia EGFR/ErbB, que consta de 4 miembros llamados ErbB1-ErbB4. La unidn del factor de
crecimiento a su receptor produce la formacién de un dimero ErbB activado el cual se
autofosforila. Los receptores fosforilados pueden activar varias vias de senalizacidon celular,
incluidas las vias de JAK/STAT, PI3K/AKT/mTOR, PLCy/PKC, y Ras/Raf/MEK/ERK/ELK-1, las cuales
pueden resultar en cambios rapidos de la expresidon génica (Yarden & Pines, 2012). Por lo tanto,
aqui se buscé determinar el mecanismo molecular por el cual el EGF regula la expresion de la
subunidad Cava;6-1 de los canales HVA. Los resultados obtenidos mostraron que al inhibir a la
cinasa ERK se prevenia el aumento de Cavaz6-1 en respuesta al EGF, lo que sugiere un papel
importante de la via de sefializacion de las MAPKs (Ras/Raf/MEK/ERK/ELK-1) en el mecanismo
molecular de este factor de crecimiento.

Diversos estudios han mostrado el papel de esta via de sefializacién en regulacién de la

expresion y modulacidn de los canales Cay en distintos tipos celulares. Woodall y colaboradores

82



(2008) observaron que cultivos de neuronas provenientes del ganglio de la raiz dorsal tratadas
con el factor de crecimiento neuronal (NGF) y EGF, mostraban un aumento en la densidad de
corriente a través de canales Cay que era mediado por la via de sefializacion de las MAPKs. Aunque
los autores proponen que el efecto del EGF ocurre a nivel transcripcional, también existen
reportes en los que la activacidn de esta via de sefializacién modula las propiedades de los canales
por medio de fosforilaciones ya sea en la subunidad principal Cavai o en la subunidad auxiliar
CavP (Martin et al., 2006).

Los factores de transcripciéon que son activados por la via de sefializacién de las MAPKs son
diversos, sin embargo, el mas conocido es ELK-1. Este factor de transcripcion es activado
mediante fosforilacion mediada por la cinasa ERK 1/2. De igual manera, es bien sabido que el
factor de transcripcion CREB también puede ser activado por esta via de sefalizacién, en la cual
la cinasa ERK 1/2 activa a cinasas como RSK-2 o MSK-1 las cuales tienen afinidad por CREB (De
Cesare et al., 1998; Roskoski, 2012).

7.3 Factores de transcripcion implicados en la respuesta al EGF.

La caracterizacion in silico del promotor del gen CACNA2D1 vy los resultados obtenidos
previamente sugerian un papel para los factores de transcripcién ELK-1 y CREB en la regulacién
transcripcional en respuesta al EGF. Con los resultados aqui presentados, se describe que tanto
el silenciamiento del factor de transcripcién ELK-1 como la eliminacién del sitio de unidn a ELK-1
evitan la activacién inducida por EGF del promotor del gen CACNA2D1 que codifica para Cava,6-
1. Curiosamente, el uso de siRNAs especificos contra el factor de transcripcién CREB también evité
la activacion inducida por EGF del promotor del gen CACNA2D1, sin embargo, la construcciéon de

este promotor que albergaba una mutacién en el sitio de unién consenso a CREB mostrd una
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respuesta completa al EGF. Aunque actualmente se desconoce la razén de esta discrepancia,
resulta razonable proponer podria estar asociada al hecho de que el silenciamiento de CREB
puede estar afectando indirectamente la activacidon del promotor de Cavaz6-1, tal y como se
describe a continuacién.

La caracterizacién in silico de la regién 5’ rio arriba del gen CACNA2D1 ha revelado que se
trata de un promotor sin caja TATA y que contiene una region rica en GC (Martinez-Hernandez et
al., 2013). Es bien sabido que las regiones ricas en GC actian como anclas principales para la
magquinaria transcripcional y a menudo funcionan como una regién importante en el proceso de
transcripciéon génica. Simultdneamente, las regiones ricas en GC son elementos que se
encuentran en muchos promotores y pueden contener sitios consenso de unién para el factor de
transcripcién Spl. De manera interesante, se ha reportado que Sp1 puede regular la actividad del
promotor génico y en consecuencia la expresién enddgena de la subunidad Cava,6-1 en células
de neuroblastoma humano SH-SY5Y y en neuronas sensoriales del ganglio de la raiz dorsal (DRG;
Martinez-Hernandez et al., 2013; GAmez et al., 2019). Por otro lado, en un estudio reciente se
descubriéo que CREB unido a la regién distal del promotor del gen de oncostatina-M puede
interactuar con Sp1 unido en una regidn proximal a través de una proteina co-activadora llamada
p300 (Mukherjee & Bandyopadhyay, 2018). Este hallazgo es importante ya que establece una
interaccion de largo alcance entre dos factores de transcripcion mediados por un co-activador
mutuo. Con base en estos datos, es razonable especular que el silenciamiento de CREB podria
estar interfiriendo con la actividad del factor de transcripcién Spl durante la activacidn del
promotor de CACNA2D1 en respuesta a EGF. Por lo tanto, Sp1 unido al promotor no encontraria

suficiente CREB unido al ADN y, en consecuencia, podria ser menos efectivo para activar la
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transcripcion del gen CACNA2D1. Sin lugar a dudas, este podria ser un tema interesante para
futuros estudios.

La via clasica de activacion de CREB involucra el aumento en adenosin monofosfato ciclico
(AMPc) y la consecuente activacion de la proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA). Sin
embargo, se ha demostrado que CREB puede inducir la transcripciéon de genes también en
respuesta a mitdgenos y a sefiales de estrés. La capacidad de CREB para diferenciar entre AMPc
y estas sefiales no es clara, pero se ha propuesto que los co-activadores p300 y la proteina de
unién a CREB (CBP) pudieran desempeiiar un papel en este proceso de sefializacion. De manera
interesante, otros factores de transcripcion (como Spl y ELK-1) también se unen a estos co-
activadores. Por lo tanto, CREB puede estar contribuyendo indirectamente en la transcripcion de
CACNA2D1 en respuesta al EGF a través de su interaccién con p300 y CBP, y a su vez con factores
de transcripcion como Spl y ELK-1 (Kwok et al., 1994; Janknecht & Nordheim, 1996; Mayr &
Montminy, 2001). Ademas, se ha reportado que la transcripcion del gen c-fos, que tiene sitios de
union para ELK-1 y CREB en su regidon promotora, es altamente cooperativa. Los factores de
transcripcion y sus elementos reguladores forman un complejo de transcripcién que varia entre
diferentes tipos celulares y puede responder de maneras distintas a las sefiales reguladoras in
vivo. Por lo tanto, la ausencia de un elemento de este complejo puede afectar indirectamente la
activacion de la transcripcidon génica (Robertson et al., 1995).

Por ultimo, los estudios electrofisiolégicos también evidencian la relevancia funcional del
factor de transcripcion ELK-1 sobre la expresion de Cavaz6-1 y, en consecuencia, la localizacién
en la superficie celular de los canales HVA en la linea celular GH3. El factor de transcripcién ELK-

1 (ETS like-1) se caracteriza por regular la transcripcién de genes de expresion rapida al unirse a
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los elementos de respuesta sérica (SRE) en las regiones promotoras de estos. También forma
parte de la familia de factores de transcripcién de factor de complejo ternario (TCF) ya que para
llevar a cabo la regulacion de la transcripcion forma un complejo con un dimero del factor de
respuesta sérico (SRF). Dentro de las funciones en las que se involucra ELK-1 estan la proliferacion
celular, supervivencia celular, diferenciacion, migracién celular, entre otros (Besnard et al., 2011).
7.4 Conclusion.

Los resultados del presente trabajo de tesis revelan un novedoso mecanismo molecular de cémo
el EGF al activar la via de sefializacién Ras/Raf/MEK/ERK/ELK-1 aumenta la expresion y la
localizacion en la membrana plasmatica de la subunidad auxiliar Cava;6-1 en células GH3. El
aumento de Cava6-1 en respuesta al tratamiento con EGF puede influir en la expresidn funcional
de los canales Cay HVA en la membrana plasmatica, y este efecto a su vez puede dar como
resultado un incremento en la densidad de corriente de Ca%*. Como consecuencia de esta serie
de eventos se produce una mayor secrecion de PRL en las células GH3.

7.5 Perspectivas.

Como se menciond anteriormente, las perspectivas a corto plazo de este trabajo incluyen el
diferenciar entre los subtipos de canales HVA que pudieran estar siendo regulados por el
mecanismo molecular aqui propuesto. En este sentido, vale la pena mencionar que determinar
una posible regulacién diferencial en la actividad de los canales Cay HVA tipo L mediante el uso
de agentes farmacoldgicos no es posible ya que no existen bloqueadores selectivos. Los farmacos
usados para bloquear canales tipo L (dihidropiridinas, fenilalquilaminas, benzotiazepinas) no
discriminan entre los canales Cay1.2 y Cayl.3 que se expresan en las células GH3. Por lo tanto,

para responder esta pregunta de investigacidn serd necesario usar técnicas bioquimicas que nos
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permitan estimar el nUmero de canales en la superficie celular en respuesta a este mecanismo
molecular.

De igual manera, las perspectivas de este trabajo a mediano plazo incluyen verificar si la
subunidad auxiliar Cayp esta participando también en el mecanismo molecular aqui propuesto, al
aumentar el numero de canales en la membrana plasmatica. Para poner a prueba esta idea se
podrian utilizar técnicas moleculares y/o bioquimicas para investigar la repercusion en la
expresion de las subunidades CayP expresadas en las células GH3 en respuesta al EGF. Por ultimo,
seria muy interesante comprobar si los resultados presentados en este trabajo de tesis también
se observan en cultivos primarios de células adenohipofisiarias de rata. En este contexto, es
importante mencionar que en la literatura ya hay algunos reportes que hacen pensar que el
mecanismo molecular aqui propuesto de respuesta al EGF se podria estar llevando a cabo
también en células adenohipofisiarias en cultivo primario. Sin duda este seria un proyecto

interesante a realizar a largo plazo.
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