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RESUMEN
El cancer de mama es uno de los tipos de cancer diagnosticados con mayor frecuencia
a nivel mundial y la primera causa de muerte asociada a cancer entre las mujeres.
Diversos estudios han demostrado que la progresién del cancer de mama implica
alteraciones en la dindmica intracelular del Ca?*, mediada por cambios en la expresion
y/o regulacion de la actividad de canales idnicos. Entre las diferentes familias de canales
iGnicos, en el contexto del cancer de mama, se ha enfatizado el estudio de la superfamilia
de canales TRP (del inglés Transient Receptor Potential), ya que ciertos miembros han
sido propuestos como marcadores prondsticos en esta patologia. Dentro de los
miembros de la superfamilia TRP, destaca el canal cationico no selectivo permeable a
Ca?*, TRPC6. Estudios en lineas celulares de cancer de mama, han informado que la
expresion de TRPC6 se ve aumentada en células MCF-7 y MDA-MB-231.
Consistentemente, TRPC6 esta sobre expresado en muestras de adenocarcinomas
ductales de mama humanos en comparacion con tejido de mama no tumoral. Asi mismo,
diversos estudios han relacionado la expresion y actividad de TRPC6 con una mayor
proliferacion, migracion e invasion celular en lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231. Por
tanto, estudiar los mecanismos que regulan la localizacion y actividad de TRPC6 pueden
ser relevantes en la busqueda de nuevos blancos terapéuticos para el tratamiento del
cancer de mama. En este sentido, las interacciones proteina-proteina, han surgido como
reguladores interesantes, debido a sus efectos en el trafico, localizacion y actividad de
canales ionicos, lo cual afecta los procesos celulares dependientes de estos. Estudios
realizados por nuestro laboratorio, han mostrado por medio de espectrometria de masa

gue la proteina VAPA (del inglés VAMP-Associated Protein A) interactia con TRPC6.



VAPA es una proteina residente en la membrana del reticulo endoplasmatico que, a
través de su interaccion con proteinas que contienen un motivo llamado FFAT (del inglés
two phenylalanines (FF) in an Acid Tract), participa en el trafico de vesiculas, formacién
de complejos proteicos y regulacién de los niveles de fosfoinositidos en la membrana
plasmatica; procesos que estan involucrados en la modulacion de la actividad de TRPC6.
Ademas, andlisis de la secuencia primaria de TRPC6 han sugerido un posible motivo
FFAT en el extremo amino terminal, que podria mediar su interaccién con VAPA. En base
a los antecedentes planteados, este trabajo propone la siguiente hipétesis: “VAPA regula
la actividad del canal TRPC6 a través de su unién a un motivo tipo FFAT”. Para poner a
prueba esta hipotesis, el objetivo general de este trabajo fue: “Determinar el efecto de la
interaccion entre TRPC6 y VAPA en el influjo de Ca?* mediado por el canal’. Aqui,
validamos la interaccion entre TRPC6 y VAPA a través de ensayos de
coinmunoprecipitaciéon en células HEK293. Ademas, demostramos que VAPA es un
regulador negativo de la actividad de TRPCS6, al reducir el influjo de Ca?* inducido por
carbacol en células HEK293 y MDA-MB-231. En conjunto, nuestros resultados sugieren
que la interaccion entre TRPC6 y VAPA, constituye un nuevo mecanismo regulador de
la actividad del canal, que presenta a VAPA como una nueva proteina regulatoria de
TRPC6. Proponemos que, estabilizar la interaccion entre TRPC6 y VAPA, podria ser una
estrategia novedosa para el tratamiento de patologias asociadas a una ganancia de

funcion de TRPC6, como lo es el cancer de mama.



ABSTRACT

Breast cancer is one of the most frequently diagnosed cancers worldwide and the leading
cause of cancer-related death among women. Various studies have shown that breast
cancer progression involves alterations in the intracellular dynamics of Ca?*, mediated by
changes in the expression and/or regulation of ion channel activity. Among the different
families of ion channels, in the context of breast cancer, the study of the TRP
(Transient Receptor Potential) channel superfamily has been emphasized since certain
members have been proposed as prognostic markers in this pathology. Among the
members of the TRP superfamily, the non-selective cation channel permeable to Ca?*,
TRPCS6, stands out. Studies in breast cancer cell lines have reported that TRPC6
expression is increased in MCF-7 and MDA-MB-231 cells. Consistently, TRPC6 is
overexpressed in human breast ductal adenocarcinoma samples compared to non-tumor
breast tissue. Likewise, several studies have related the expression and activity of TRPC6
with increased cell loss, migration, and invasion in cell lines MCF-7 and MDA-MB-231.
Therefore, studying the mechanisms that regulate the localization and activity of TRPC6
may be relevant in the search for new therapeutic targets for the treatment of breast
cancer. In this context, protein-protein interactions have emerged as an interesting
regulatory mechanism due to their effects on trafficking, localization, and ion channel
activity. Mass spectrometry-based assays suggest that the VAPA protein (VAMP-
Associated Protein A) interacts with TRPC6. VAPA is a protein resident in the membrane
of the endoplasmic reticulum that, through its interaction with proteins containing a motif
called FFAT (two phenylalanines (FF) in an Acid Tract), participates in vesicle trafficking,

formation of protein complexes, and regulation of phosphoinositide levels in the plasma



membrane; processes that are involved in the modulation of TRPC6 activity. Furthermore,
analysis of the primary sequence of TRPC6 has suggested a possible FFAT motif at the
amino terminus, which could mediate its interaction with VAPA. Based on the information
presented, this work proposes the following hypothesis: "VAPA regulates the activity of
the TRPCG6 channel through its binding to an FFAT-type motif*. The general aim was: "To
determine the effect of the interaction between TRPC6 and VAPA on the influx of Ca?*
mediated by the channel". We validated the interaction between TRPC6 and VAPA
through co-immunoprecipitation assays in HEK293 cells. Furthermore, we show that
VAPA is a negative regulator of TRPC6 activity by reducing carbachol-induced Ca?* influx
in HEK293 and MDA-MB-231 cells. Together, our results suggest that the interaction
between TRPC6 and VAPA constitutes a new regulatory mechanism of channel activity,
presenting VAPA as a new regulatory protein of TRPC6. We propose that stabilizing the
interaction between TRPC6 and VAPA could be a novel strategy for treating pathologies

associated with TRPC6 gain-of-function, such as breast cancer.



1. INTRODUCCION
1.1. Cancer de Mamay Sefalizacion Intracelular del Calcio

El cancer de mama es una de las enfermedades diagnosticadas con mayor
frecuencia en las mujeres de todo el mundo (Bray et al., 2018) y representa la primera
causa de muerte de mujeres en edad reproductiva en Chile (Icaza, Nufiez & Buguefio,
2017). Aunque los avances terapéuticos han sido significativos, el cancer de mama
provoco la muerte de 627.000 personas en el afio 2018 (Bray et al., 2018). Debido a la
alta incidencia, que se prevé continle aumentando, y mortalidad de esta patologia,
diversas investigaciones se han centrado en desarrollar nuevas terapias para combatir
este problema de salud publica (Bray et al., 2015).

El cancer de mama es heterogéneo, con un amplio espectro de caracteristicas
clinicas, patologicas y moleculares, en la que los tumores individuales pueden exhibir
enormes variaciones tanto en la presentacion clinica, como en la agresividad de la
enfermedad y respuesta al tratamiento (Carey et al., 2006; Perou et al., 2000). En cuanto
al diagnostico, los tumores de mama se clasifican histolégicamente seglin su origen
celular en la glandula mamaria. Si el tumor es originado por una célula epitelial ductal o
lobulillar, se denomina carcinoma ductal o lobulillar, respectivamente (Makki, 2015). En
términos de prondstico, el cancer de mama es clasificado en base a la expresion
histolégica e inmunohistoquimica de proteinas claves: receptor de estrogeno (ER),
receptor de progesterona (PR), receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico humano
(HER?2) y el marcador de proliferacion Ki67 (Harbeck et al., 2019). Los tumores que
expresan ER y/o PR se denominan “positivos para receptores hormonales” mientras que,

aquellos que no expresan ER, PR y HER2 se denominan “triple negativo” (TNBC). Los
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TNBC representan alrededor del 10 al 15 % de los casos de cancer de mama y son los
mas dificiles de tratar (Harbeck et al., 2019). Dado que este grupo de pacientes no tiene
expresion de ER, PR y HER2, no existen tratamientos hormonales efectivos o terapias
moleculares disponibles. EI tratamiento suele consistir en cirugia seguida de
quimioterapia y radioterapia, ya sea de forma individual o combinada (Wahba & El-
Hadaad, 2015). Aunque exitosos hasta cierto punto, estos enfoques no siempre son
curativos y logran resultados clinicos variables que se atribuyen en gran medida a la
heterogeneidad del tumor. Ademas, la naturaleza sistémica de estos tratamientos trae
consigo efectos adversos que afectan a casi todos los érganos del cuerpo, incluidos el
corazén, los pulmones, el cerebro y los rifiones (Nurgali et al., 2018; Schirrmacher, 2019).
Ello ha llevado a la busqueda de terapias emergentes contra el cancer, en donde cada
paciente pueda ser tratado de forma personalizada de acuerdo con su perfil de expresién
tumoral y composicion genética, de manera tal que el tratamiento afecte soélo a las células
tumorales.

En este contexto, dada la multiplicidad de factores celulares que contribuyen a la
progresion del cancer, se ha hecho necesario desarrollar nuevas terapias moleculares
gue puedan dirigirse a varios procesos celulares relevantes a la vez. En este sentido,
diversos estudios han demostrado que las lineas celulares cancerosas muestran
patrones alterados de expresion y funcionalidad de canales idnicos; y que el blogqueo
farmacologico de ciertos canales puede inhibir el crecimiento de las células cancerosas
(Prevarskaya, Skryma & Shuba, 2018).

Los canales i6nicos son reguladores versatiles de varios mecanismos

relacionados con la fisiologia y la fisiopatologia, incluidos los procesos asociados al
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desarrollo y progresién del cancer, como la proliferacion sostenida, la evasion de la
apoptosis, la migracion e invasién celular, y la quimio resistencia (Saldias et al., 2021).
De los canales idnicos considerados importantes en el contexto del cancer, se ha dado
especial interés a aquellos que son permeables a calcio (Ca?*). El Ca?* actla como un
segundo mensajero universal que interactia con una gran cantidad de proteinas
intracelulares de unién a Ca?*, a fin de regular una amplia gama de funciones celulares,
gue van desde la supervivencia celular hasta la muerte celular (Cheng et al., 2006). Se
ha sugerido que la forma de las sefiales de Ca?* determinan la decision de la célula de
diferenciarse, dividirse o morir. Por ejemplo, las oscilaciones locales de Ca?* se han
asociado con la supervivencia celular, mientras que una elevacion citosdlica global
sostenida de Ca?* se ha relacionado con la muerte celular (Monteith, Prevarskaya &
Roberts-Thomson, 2017). Del mismo modo, cambios muy localizados en los niveles de
Ca?* en el citosol pueden regular la migracion direccional (Wei et al., 2009; Zhivotovsky
& Orrenius, 2011), mientras que una mayor frecuencia y duracion de las oscilaciones de
Ca?* intracelular pueden activar diferencialmente distintos factores de transcripcion (Di
Benedetto et al., 2013; Dolmetsch et al., 1997). En consecuencia, la alteracion de la
sefializaciéon de Ca?* desencadena el desarrollo de diferentes patologias, incluido el
cancer de mama (Cheng et al., 2006; Saldias et al., 2021). En este contexto, se ha
demostrado que los niveles intracelulares de Ca?* regulan la progresion del ciclo celular
en células de cancer de mama (Strobl, Wonderlin & Flynn, 1995). Asi mismo, el uso de
carboxiamida triazol, un inhibidor de la entrada de Ca?* transmembrana, inhibe el
crecimiento e induce la apoptosis de células de cancer de mama (Guo et al., 2006). Estos

antecedentes sugieren una relacion causal entre la progresion del cancer de mamay la
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homeostasis del Ca?*; lo que otorga gran relevancia a la comprension detallada de los
mecanismos que regulan la expresion y funcionalidad de los canales i6nicos permeables
a Ca?*. En este contexto, un grupo clave de canales i6nicos permeables a Ca?* son la
superfamilia de canales TRP (del inglés Transient Receptor Potential). Se ha informado
gue cambios en la expresién y actividad de los canales TRP estan directamente
relacionados con los procesos celulares que contribuyen a la progresion del cancer,
como la proliferacién celular, la diferenciacién, la angiogénesis, la migracién, la invasion
y la resistencia a los tratamientos de quimioterapia (Santoni et al., 2019). Como tal, la
expresion de los canales TRP se ha propuesto como una herramienta para el diagnéstico
o prediccion del prondstico del cancer (Nilius, 2007) y han sido sugeridos como un nuevo

blanco terapéutico.

1.2. Superfamilia de Canales TRP

La superfamilia TRP son canales catiénicos no selectivos expresados
ubicuamente en diferentes tejidos y 6rganos. Inicialmente fueron descritos en la mosca
de la fruta Drosophila melanogaster (Cosens & Manning, 1969), pero trabajos posteriores
han identificado al menos veintiocho canales TRP en mamiferos, agrupados de acuerdo
a su homologia estructural, en seis subfamilias: TRPC (candnicos; TRPC1-7), TRPV
(vanilloides; TRPV1-6), TRPM (melastatina; TRPM1-8), TRPA (ankirina; TRPA1), TRPP
(policistina; TRPP2,TRPP3,TRPP5) y TRPML (mucolipina; TRPML1-3) (Clapham, 2003;

Nilius & Owsianik, 2011; Pedersen, Owsianik & Nilius, 2005) (Figura 1).
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Figura 1. Arbol filogenético humano de la superfamilia de canales TRP. TRPC (candnico), TRPV
(vainilloide), TRPML (mucolipina), TRPP (policistina), TRPM (melastatina), TRPA (anquirina) y TRPN
(NOMPC). TRPC2 es un pseudogen en humanos. TRPN se expresa en peces. (Adaptado de Asghar &
Tornquist, 2020).

Los canales TRP estan formados por cuatro subunidades que se ensamblan como
homo o heterotetrameros para formar poros permeables a cationes. Cada subunidad del
canal consta de seis segmentos transmembrana (S1-S6), en donde el poro conductor de
iones se forma entre los segmentos S5 y S6. Todos los miembros de esta superfamilia

poseen extremos amino (N) y carboxilo (C) terminales ubicados intracelularmente

(Cheng, Sun & Zheng, 2010; Nilius & Owsianik, 2011) (Figura 2).
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Figura 2. Descripcién esquematica de la estructura transmembrana de los canales TRP. “1-6"

indican los diferentes segmentos de los dominios transmembrana. (Extraido de Asghar & Térnquist, 2020).

Todos los integrantes de la superfamilia TRP son canales cationicos no selectivos

con una mayor permeabilidad para Ca?* que para Na* (Pca/Pna < 10), a excepcion de

TRPM4 y TRPM5 que permean solamente iones monovalentes, y TRPV5, TRPV6 que
son canales selectivos para Ca?* (Clapham, 2003). En lo que respecta a la activaciéon de
los canales TRP, estos son considerados polimodales, ya que pueden activarse ante
diversos estimulos quimicos y fisicos, que incluyen, ligandos endogenos y exdgenos,
cambios en la temperatura, estrés oxidativo y estimulos mecéanicos (Clapham, 2003;
Nilius & Owsianik, 2011). De esta manera, estos canales constituyen sensores biolégicos
capaces de detectar cambios en el medio ambiente y controlar diversos procesos
fisiologicos y patolégicos.

Generalmente, la apertura de los canales TRP conlleva a un incremento del Ca?*
intracelular, lo que activa distintas vias de sefalizacion dependientes de este cation,
como por ejemplo las vias Ca?*/Calmodulina quinasa Il (CaMKIll), proteina quinasa C
(PKC) y proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK), las que a su vez,

desencadenan la modulacion de diversos procesos celulares como la proliferacion, la
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apoptosis y la migracién celular (Cheng et al., 2010; Conus, Hemmings & Pearson, 1998;
Minke, 2001, 2006; Naziroglu, Dikici & Dursun, 2012). En este contexto, diversas
publicaciones han identificado la expresién aberrante de los canales TRP en el cancer
de mama, los que ademas han sido asociados con el prondstico clinico de esta patologia

(Figura 3) (Saldias et al., 2021).

Célula o tejido no neoplasico Célula o tejido tumoral

Expresion de ARNm o proteina

Buen pronéstico TRPV1 [TRPC1] [TRPVE |
[ Mal pronéstico TRPM4| TRPC6*
TRPM7| TRPV4*

[TRPM8| FTRPV2
* No hay correlacion entre la expresion del canal y los parametros clinicos g
** Biomarcador predictivo de quimiorresistencia y biomarcador de exosomas TRPA1 TRPCS

Figura 3. Expresion de los canales TRP en tejido tumoral vs no tumoral y asociacién con el

prondstico clinico del cancer de mama. (Modificado de Saldias et al., 2021).

1.3. Subfamilia TRPC

La subfamilia canonica de canales TRP (TRPC), consta de seis miembros en
humanos (TRPC1, TRPC3-TRPC7). A diferencia de las otras subfamilias de canales
TRP, que fueron descubiertas en base a su funcionalidad o vinculo genético en diversas
enfermedades, los canales de la subfamilia TRPC en mamiferos, fueron estrictamente
identificados debido a su homologia de secuencia con las proteinas prototipicas de
Drosophila, TRP y TRPL, con las que comparten una identidad de secuencia
aminoacidica completa del 30-35 % (Wang et al., 2020).

Estructuralmente, el extremo N-terminal de los canales TRPC presenta un dominio
coiled coil y cuatro dominios de anquirina, lo que facilita tanto las interacciones proteicas,

como la tetramerizacion de las subunidades del canal (Figura 2) (Lepage et al., 2006).
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Mientras que el extremo C-terminal presenta un dominio TRP, un dominio coiled caoll, y
un sitio de union a calmodulina (CaM) y al receptor de IP3 (IP2R), que regula la activacion
e inhibicién del canal (Birnbaumer, 2009).

Los canales TRPC pueden ser activados principalmente por dos tipos de
mecanismos intracelulares. Uno de ellos es la via operada por receptor, en la cual los
canales TRPC pueden activarse mediante receptores acoplados a proteinas G (GPCR)
0 receptores de tirosina quinasas, que desencadenan la activaciéon de la proteina
fosfolipasa C (PLC) y la produccién concomitante del segundo mensajero lipidico
diacilglicerol (DAG). Por otra parte, en la via operada por reservorios internos (SOCE,
del inglés Store-Operated Calcium Entry), los canales TRPC pueden activarse mediante
el agotamiento de las reservas de Ca?* en el RE, para mediar la entrada de Ca?* operada
por depositos (Ambudkar, 2006; Smyth et al., 2010). Ademas de los mecanismos
mencionados anteriormente, se ha informado que los canales TRPC1, TRPC5y TRPC6
son mecano sensibles (Gomis et al., 2008; Kerstein et al., 2013; Sharif-Naeini et al.,

2008).

1.4. Canal TRPC6

TRPC6 es un canal catiénico no selectivo que presenta una permeabilidad para
el Ca?* que es aproximadamente cinco veces mayor que para el Na*. Es activado
fisioldgicamente mediante la producciéon de DAG y muestra una baja actividad basal
(Dryer & Kim, 2018). A nivel estructural, las subunidades TRPC6 contienen diferentes
dominios en su regién citosélica (Figura 2) que son de gran importancia para el

ensamblaje de las subunidades del canal para formar homo o hetero tetrameros, y para
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la interaccién del canal con otras proteinas y miembros de la familia TRPC (Lepage et
al., 2006).

En humanos, TRPC6 se expresa en gran medida en los pulmones, la placenta,
los ovarios y el bazo, y en diversos tipos de células, como las del masculo liso, las
epiteliales y las inmunoldgicas (Dietrich & Gudermann, 2007). Tiene funciones
importantes en la regulacion del corazon y la vasculatura cardiopulmonar, el
funcionamiento de los podocitos en el rifién, diversos procesos neuronales y varias
enfermedades neoplasicas (Dietrich & Gudermann, 2014). En este contexto, diversos
estudios han reportado un aumento en la expresion de TRPC6 en diversos tipos de
cancer entre los que se incluyen glioma, cancer hepatocelular, gastrico, esoféagico y de
mama (Aydar et al., 2009; Cai et al., 2009; Ding et al., 2010; Xu et al., 2018). Los estudios
en lineas celulares de cancer de mama mostraron una alta expresion de TRPC6 en
células MCF7 (ER*y baja proliferaciéon) y MDA-MB-231 (TNBC), mientras que no se
encontré expresion en células epiteliales de mama no tumorales MCF-10A (Aydar et al.,
2009). De manera consistente, TRPC6 es el canal TRP que presenta una mayor
expresion en carcinoma ductal invasivo (IDC) en comparacién con el tejido sano. Pese
a gque no se ha descrito ninguna correlacién entre la expresion de TRPC6 y parametros
clinicos como el grado histolégico, el tamafio del tumor, la proliferacion o la invasividad
(Dhennin-Duthille et al., 2011), existen estudios que relacionan la expresion y actividad
de TRPC6 con la proliferacion, migracién e invasion de las lineas celulares de cancer de
mama MCF-7 y MDA-MB-231 (Jardin et al., 2018). Estos datos sugieren que TRPC6 esta
involucrado en diversos aspectos de la progresion del cancer de mama, por lo que

identificar nuevos mecanismos que regulen la localizacion y actividad de TRPC6 puede
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ser relevante en la busqueda de nuevos blancos terapéuticos asociados a patologias en
las que la expresion o actividad de TRPC6 esté alterada, como lo es en el cancer de
mama.

Los mecanismos que regulan la actividad y localizacion de TRPC6 son complejos
y no han sido dilucidados del todo. EI mecanismo mas estudiado implica la activacion
directa por DAG y sus andlogos sintéticos de una manera independiente de PLC
(Hofmann et al., 1999). Otros mecanismos de modulacién incluyen fosfoinositidos de la
membrana plasmatica, especialmente el fosfatidil inositol (3, 4, 5)-trifosfato (PIP3), que
pueden regular directamente la actividad de TRPC6 mediante la modulacién del trafico y
la insercién del canal en la membrana plasmética; y la regulacién por Ca2*/ Calmodulina
(CaM) (Chaudhuri et al., 2016; Kwon, Hofmann & Montell, 2007). Ademas, se han
informado diferentes tipos de modificaciones post-traduccionales que incluyen
glicosilaciones (Boulay et al., 1997; Talbot et al., 2019; Zhang & Saffen, 2001),
acetilaciones (Butler, Staruschenko & Snyder, 2015; Kim, Anderson & Dryer, 2012,
Lundby et al., 2012; Yu et al., 2015) y fosforilaciones (Hisatsune et al., 2004; Nishida et
al., 2010; Onohara et al., 2006) en TRPC6 que pueden modificar la actividad, ubicacién
e interaccién proteina-proteina del canal (PPI), modulando en consecuencia la funcién
de éste (Liu, Yao & Tsang, 2020).

Las interacciones Proteina-Proteina (PPI) median y regulan la mayoria de las
funciones y procesos celulares (Pawson, Raina & Nash, 2002; Thanasomboon et al.,
2020). Ademas, varias enfermedades son causadas por interacciones aberrantes entre
las proteinas y sus reguladores o efectores. En linea con lo anterior, las PPl han

despertado gran interés en la modulacion de la actividad de los canales iénicos, pues
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estos interactian con una extensa red de proteinas reguladoras y estructurales (Chun et
al., 2014; Shin et al., 2012), muchas de las cuales han sido descritas como impulsoras

de la progresion del cancer (Figura 4).

—
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Figura 4. Interacciones proteina-proteinay su asociacién con procesos pro-tumorales en el cancer
de mama. (Modificado de Saldias et al., 2021).

El estudio de las PPI es de gran importancia en la regulacion de TRPC6, pues la
investigacion en otros canales ionicos indica que es posible manipular la localizacién y
actividad de estos al interrumpir dichas interacciones (Schulien et al., 2020). Por tanto,
identificar proteinas que interactian con TRPC6 y comprender los efectos de esta
interaccion en la funcionalidad del canal, permitiria ampliar la busqueda de nuevos
blancos terapéuticos para patologias asociadas a una desregulacion de TRPC6, como

lo es en el cancer de mama. En nuestro laboratorio, se decidi6 emprender un enfoque
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proteébmico basado en espectrometria de masa en tandem acoplada a cromatografia
liquida (LC-MS/MS), para identificar proteinas asociadas a TRPC6. Las proteinas
identificadas, se clasificaron en base a su funcion celular reportada en la base de datos
UniProt; lo que indicé que uno de los grupos mas representados (9,57% en total) tiene
funciones asociadas al RE y vias de trafico (Figura 5). Dentro de este analisis, destaco
la proteina VAPA (del inglés, VAMP-Associated Protein A). Debido a su papel en el trafico
celular y la regulacion de los niveles de fosfoinositoles en la membrana plasmética (Lev
et al., 2008); procesos que intervienen en la modulacion de la actividad de TRPC6
(Chaudhuri et al., 2016; Kwon et al., 2007), se decidio estudiar en mayor profundidad la

interaccion entre VAPA y TRPC6.

HEK293

Transfeccion

- ==

hTRPC6-EYFP EGFP

89.33% Proteinas del citoesqueleto y adhesién célula-célula

Il9,57% Proteinas de vias de trafico y reticulo endoplasmatico |

Lisis B4.17% Proteinas de vias de degradacion
01.96% Quinasas y moduladores
Inmunoprecipitacion m1.47% Fosfafatas
B0.98% Proteinas G pequefas y moduladores
m4.05% Proteinas de andamiaje

LC-MS/MS 068.47% Otras

Figura 5. Identificacion de proteinas que interactian con TRPC6. A. Flujo de trabajo para la
identificacion de proteinas asociadas a TRPCG6. Las células HEK293 se transfectaron con TRPC6-EYFP o

EGFP como control. Luego, TRPC6-EYFP se inmunoprecipité usando nanobodies anti-GFP y los
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inmunocomplejos, se corrieron en geles hasta concentrar las proteinas en una banda, que posteriormente
fue sometida a andlisis de espectrometria de masas en tdndem acoplada a HPLC (LC-MS/MS). B.
Clasificacion de las proteinas asociadas a TRPC6 identificadas por espectrometria de masa en tandem

acoplada a cromatografia liquida.

1.5. VAPA
El RE es un organelo esencial, capaz de conectar a gran parte de los organelos

celulares con el fin de regular su dinamica estructural o funcional. Entre las proteinas
integrales del RE, se encuentran las proteinas VAP (del inglés, Vesicle-associated
membrane protein (VAMP)-Associated Protein); las que han sido evolutivamente
conservada en eucariontes, desde levaduras a humanos (Lev et al., 2008). VAP es una
proteina integral de membrana tipo Il residente en el RE (Kagiwada et al., 1999), de la
cual se han identificado tres isoformas en humanos: VAPA (también conocido como
VAP33) (Weir et al., 1998), VAPB y VAPC (una variante de splicing de VAPB) (Nishimura
et al., 1999).

En humanos, el gen para VAPA codifica para una proteina de 249 aminoacidos
(27,8 kDa), que se expresa en diversos tejidos y organos del cuerpo humano;
observandose los niveles de expresion mas altos en cerebro, testiculo, ovario, rifién y
musculo esquelético (Lev et al., 2008; Skehel, Fabian-Fine & Kandel, 2000). VAPA es
una proteina especializada en la formacién de sitios de contacto (MCS, del inglés
Membrane Contact Sites) entre el RE y otras membranas (Murphy & Levine, 2016).
Recientemente, estos MCS han sido descritos como micro dominios de gran importancia
para la regulacion y ensamblaje de complejos de sefializacién, transporte de metabolitos
y la regulacion de los niveles intracelulares de Ca?* (Prinz, Toulmay & Balla, 2020).
Estructuralmente, VAPA presenta un dominio transmembrana C-terminal que permite

anclar la proteina a la membrana del RE, un dominio coiled coil central y un dominio MSP

22



(del inglés, Major Sperm Protein) en el extremo N-terminal que esta dirigido hacia el
citosol (Murphy & Levine, 2016).

A través del dominio MSP, VAPA interactia con numerosas proteinas que
conforman el llamado “VAPoma” (Murphy & Levine, 2016). Las proteinas que interactuan
con VAPA se caracterizan por tener un motivo FFAT (del inglés, two phenylalanines (FF)
in an Acid Tract) (Loewen, Roy & Levine, 2003), formado por una secuencia canoénica
definida como E!-F2-F3-D*-A5-X%-E’, usando el cédigo de aminoéacidos de una letra,
donde x es cualquier aminoécido; la cual es flanqueada por una regién acida adyacente
(Figura 6A) (Loewen et al., 2003). La interacciéon entre VAPA y sus proteinas blanco, se
inicia con el motivo FFAT adoptando una conformacion extendida similar a una lamina [3;
lo que crea una superficie cargada negativamente que luego se une a la superficie
cargada positivamente en el dominio MSP (Furuita et al., 2010). Esta unién conlleva
interacciones electrostaticas, hidrofébicas y de enlaces de hidrogeno mediadas por los
aminoacidos acidos que flanquean el motivo FFAT (Furuita et al., 2010).

Si bien el motivo FFAT canonico, EFFDAXE, se encuentra en proteomas humanos
y de levadura, la mayoria de los motivos que interactian con VAPA se desvian del motivo
canonico en su nucleo y/o regiones flanqueantes acidas (Slee & Levine, 2019). De hecho,
los motivos FFAT pueden mostrar variaciones en cada uno de los siete elementos
centrales (Mikitova & Levine, 2012). Una de las variaciones que aparece con mayor
frecuencia en el motivo FFAT, es la sustitucion de los residuos acidos (acido aspartico o
acido glutamico) por residuos que pueden fosforilarse para obtener una carga negativa,

a menudo una serina o0 una treonina (Di Mattia et al., 2020). Como los motivos FFAT
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pueden presentar innumerables variaciones, es esencial que todos los motivos predichos
de interaccion con VAPA, sean probados experimentalmente.

Recientemente se descubrié que los canales de potasio dependientes de
potencial (Kv2.1y Kv2.2) presentan un motivo similar a FFAT (Figura 6B) y forman MSC
entre el RE y la membrana plasmatica a través de interacciones con las proteinas VAPA
y VAPB (Kirmiz et al., 2018). Al analizar la estructura primaria de TRPC6 se observé una
region con un posible motivo FFAT entre los residuos fenilalanina 206 y tirosina 209
(P98 FYAY?2%9), dentro de su N-terminal citoplasmatico, que podria estar mediando la unién
con VAPA (Figura 6C). En base a estos datos y lo observado en el andlisis de
espectrometria de masa, es posible inferir la asociacién entre el canal TRPC6 y VAPA,
a través de un motivo similar a FFAT. Por tanto, VAPA podria estar modulando la
localizacion y actividad de TRPC6, haciendo de esta interaccion una potencial diana
terapéutica para patologias asociadas a una desregulacién del canal, como el cancer de

mama.

Motivo FFAT consenso
ﬁ ( del inglés two phenylalanines (FF) in an Acidic Tract)
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Figura 6. VAPA se une a proteinas que contienen un motivo FFAT. A. Proteinas que contienen un
motivo FFAT con la secuencia consenso EFFDAXE expuesta. B. Secuencia de canales Kv2.1y 2.2 que
sefiala un motivo tipo FFAT que permite formar uniones RE/ membrana plasmatica a través de
interacciones con las proteinas VAP. C. Secuencia de TRPC6 que destaca el motivo tipo FFAT que podria

estar mediando la interaccién con VAPA. Orellana-Serradell et al., 2022 (en preparacion).
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2. HIPOTESIS

Los analisis de protedmica basados en LC-MS/MS identificaron a VAPA como una nueva
proteina asociada a TRPC6. Mediante herramientas bioinformaticas, hemos identificado
un posible motivo similar a FFAT ubicado en la region citoplasmatica N-terminal del canal
TRPCS6, por lo que podria ser una nueva proteina que interactia con VAPA. Debido al
papel regulador que podria tener VAPA sobre la actividad de TRPC6, proponemos la

siguiente hipotesis:

“VAPA es una proteina que interactliay regula la actividad del canal TRPC6”

26



3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo General
Determinar el efecto de la interaccion entre TRPC6 y VAPA en el influjo de Ca?*

mediado por el canal.

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1. Validar lainteraccién entre TRPC6 y VAPA.
Para confirmar la interaccion entre TRPC6 y VAPA sugerida por la espectrometria

de masa y analisis bioinformaticos de la secuencia primaria de TRPCG6, se procedio a
hacer ensayos de coinmunoprecipitacion en células HEK293 transfectadas de manera
transitoria con plasmidos que contienen la secuencia para sobre expresar TRPC6 y

VAPA.

3.2.2. Determinar el rol de VAPA en la regulacion de la actividad de TRPCS6.

Para llevar a cabo este objetivo se realizaron mediciones de Ca?* intracelular
utilizando la sonda Fura-2 AM en cultivos de células HEK293 transfectadas de manera
transitoria con plasmidos que contienen la secuencia para sobre expresar TRPC6, VAPA

y la mutante de VAPA incapaz de interactuar con motivos FFAT (VAPAK?4D/MI6D)
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4. MATERIALES Y METODOLOGIA

4.1. Metodologia

4.1.1. Cultivos celulares y transfecciones.
Se cultivaron células HEK293 y células MDA-MB-231 en medio DMEM con alto

contenido de glucosa (12100046; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Estados
Unidos), suplementado con suero fetal de bovino al 10% v/v (FBS; F9665; Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, Estados Unidos). Las células HEK293 fueron transfectadas con los
diferentes plasmidos usando el reactivo Lipofectamina 2000 (11668019; Thermo Fisher
Scientific). Las células MDA-MB-231 fueron transfectadas utilizando el reactivo
Lipofectamina LTX (15338100; Thermo Fisher Scientific). Ambas lineas celulares se

cultivaron a 37° C y 5% de CO..

4.1.2. Plasmidos.
Los plasmidos hTRPC6-YFP, pEGFPC1-hVAP-A y pEGFPC1-hVAP-AK4D/M96D

fueron adquiridos en Addgene (plasmido Addgene #21084, #104447 y #104449
respectivamente). El plasmido que codifica EGFP fue adquirido de Clontech (6084-1;

Mountain View, California, Estados Unidos).

4.1.3. Ensayos de coinmunoprecipitacion.

Las células se lavaron en amortiguador salino con fosfato de Dulbecco fria (DPBS,
pH 7,4) y se lisaron con amortiguador de lisis frio (NaCl 150 mM, Tris-HCI 50 mM (pH
7,4), EDTA 1 mM (pH 8), NaF 5 mM, TritonX-100 1%, PMSF 1 mM, NaVOas de sodio 1
mM y coctel inhibidor de proteasa 1X) durante 30 minutos a 4°C. Los lisados celulares
obtenidos se centrifugaron a 12.000 g durante 10 minutos a 4°C. Los sobrenadantes se
incubaron con anticuerpos anti-GFP mAb de raton isotipos 1gG2a e 1gG2b (N86/8 y
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N86/44 respectivamente; NeuroMab, UC Davis/NIH, EE. UU.) durante 3 horas a 4°C.
Luego, los inmunocomplejos se recuperaron mediante la incubacién con 70 uL de
proteina G-Sefarosa (17061802; GE Healthcare, Waukesha, WI, USA) durante 1 hora en
agitacion a 4°C. Después de la incubacién, los productos de la reacciéon de
inmunoprecipitacién se lavaron en amortiguador de lavado (NaCl 150 mM, Tris-HCI 50
mM (pH 7,4), EDTA 1 mM (pH 8,0), NaF 5 mM, Triton X-100 1% y PMSF 1 mM). Los
inmunocomplejos se eluyeron hirviendo las muestras en amortiguador reductor de
muestra (RSB) durante 5 minutos y luego se fraccionaron por tamafio en geles SDS-

PAGE al 7%y 12%.

4.1.4. Analisis de inmunotransferencia.
Después del fraccionamiento por tamafio en SDS-PAGE, las proteinas se

transfirieron a membranas de nitrocelulosa (GE Healthcare), que luego se bloquearon
durante 1 hora con solucion de bloqueo (leche descremada al 4% p/v - Tween-20 al 0,1%
v/v en solucién salina tamponada con Tris (TBS: Tris 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM)
seguido de incubacién durante la noche con anticuerpos primarios anti GFP mAb de
ratén isotipos 1gG2a e 1gG2b (NeuroMab) y anti TRPC6 mAb de ratén isotipo 1IgG1k
(sc515837; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, Estados Unidos). Después de 3
lavados con solucion de bloqueo cada 10 minutos, las membranas se incubaron con
anticuerpo secundario anti-mouse pAb conjugado con peroxidasa de rabano picante
(HAF018; R & D Systems, Minneapolis, Minnesota, Estados Unidos) durante 1 hora.
Después de 3 lavados con TBS con Tween-20 0,1% v/v, se visualizaron las

inmunotransferencias mediante el sustrato de transferencia Western Pierce ECL (34080;
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Thermo Fisher Scientific). Las imagenes se adquirieron con un generador de imagenes

MiniHD9 (Uvitec, Cambridge, Reino Unido).

4.1.5. Mediciones de calcio intracelular.
Las células HEK293 fueron transfectadas de manera transitoria con plasmidos

que contienen la secuencia para sobre expresar TRPC6, VAPA, el mutante
VAPAK9DMID y EGFP como control. Debido a que las células MDA-MB-231 exhiben un
aumento en la expresion de TRPC6 (Aydar et al., 2009; Jardin et al., 2018) estas fueron
transfectadas con VAPA, el mutante VAPAK94P/MID y EGFP como control. Brevemente,
las células sembradas en cubreobjetos tratados con poli-l-lisina (200 pg/mL;
MilliporeSigma) se cargaron con 5 pM de la sonda Fura-2 AM (Invitrogen) durante 20
minutos a temperatura ambiente en solucién extracelular (NaCl 140 mM, KCI 2 mM,
CaClz 2 mM, MgClz 1 mM, HEPES 10 mM y glucosa 10 mM, ajustada a pH 7,4 con
NaOH). Los registros fueron realizados en un microscopio invertido Nikon Eclipse Ti2-U
(Nikon, Tokio, Japdn) controlado con el software Micromanager 1.4 (Vale Lab,
Universidad de California, San Francisco, CA, EE. UU.), y equipado con una camara
Chamaleon 3 (PointGray, Richmond, BC, Canada) y controlador de rueda de filtro
Lambda 10B (Sutter instrument, Novato, USA). En cada registro se midi6 la emision de
la sonda Fura-2 AM cada 5 segundos por excitacion alternativa de la luz a 340 y 380 nm,
y la emision se capturé a 510 nm utilizando un objetivo 20x. Los datos se analizaron
usando el software ImageJ de NIH. Las gréaficas se realizaron utilizando el software
Graphpad Prism 8 y se presentan como el cambio en las unidades de relacion

AF/Foz40/380).
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Para respaldar la participacion de TRPC6 en el efecto de VAPA sobre la entrada
de Ca?*inducida por CCh, se utilizé el inhibidor del canal TRPC6, SAR 7334 (5831, Tocris
Bioscience, Bristol, Reino Unido) a una concentracion de 20 nM (Maier et al., 2015). Las
células se preincubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente con el inhibidor

diluido en solucién extracelular previo al comienzo del registro.
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5. RESULTADOS

5.1. VAPA es una Proteina que Interactua con TRPC6

Nuestro laboratorio analiz6 el interactoma de TRPC6 mediante
inmunoprecipitacion y posterior LC-MS/MS, tras lo cual las proteinas identificadas se
clasificaron segun su funcién celular (Figura 5A, B). De manera interesante, la mayoria
de las proteinas asociadas estaban relacionadas con el trafico celular y el RE. Entre las
proteinas identificadas, destac6 VAPA debido a su papel en el trafico celular y la
regulacion de los niveles de fosfoinositoles en la membrana plasmatica (Lev et al., 2008);
procesos que intervienen en la modulacion de la actividad de TRPC6 (Chaudhuri et al.,
2016; Kwon et al., 2007). Para validar los resultados obtenidos en el analisis de LC-
MS/MS, realizamos ensayos de coinmunoprecipitacion de las proteinas TRPC6 y EGFP-
VAPA coexpresadas en células HEK293 (Figura 7). Utilizando anticuerpos anti-GFP
dirigidos contra EGFP-VAPA, se logré inmunoprecipitar esta proteina (~ 55 kDa) y
capturar de manera indirecta el canal TRPC6 (~ 120 kDa); el cual fue detectado utilizando
anticuerpo anti-TRPC6. Los datos confirman los resultados obtenidos mediante LC-

MS/MS y permiten observar la interaccion de TRPC6 con VAPA (Figura 7).
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Figura 7. TRPC6 interactia con la proteina VAPA. Inmunoblot representativo de células HEK293
transfectadas con plasmidos que contienen la secuencia para sobre expresar EGFP-C1 como control,
hVAPA-EGFP-C1 0 hTRPC6. Se inmunoprecipitd hVAPA-EGFP-C1 (~55 kDa) utilizando anticuerpos anti-
GFP y se observé la coinmunoprecipitacion de TRPC6 (~120 kDa) utilizando anticuerpo anti-TRPC6. A
~25 kDa se observa la banda correspondiente a EGFP-C1. La imagen muestra la inmunotransferencia de

los inputs e inmunoprecipitados (IP).

5.2. VAPA Reduce el Influjo de Calcio a Través de TRPC6

Nuestros hallazgos sugieren que TRPC6 podria ser una proteina que interactia
con VAPA. Por tanto, VAPA podria modular la actividad de TRPCS6; lo que es relevante
desde el punto de vista del cancer de mama, en el que la expresion de este canal esta
aumentada en comparacion con el tejido sano (Aydar et al., 2009; Dhennin-Duthille et
al., 2011; Ouadid-Ahidouch et al., 2012). TRPC6 es un canal permeable a Ca?* que se
activa a través de vias de sefalizaciéon que conducen a la formacion de DAG (Dryer &
Kim, 2018). Por lo tanto, para evaluar si VAPA regula la actividad de TRPCS6,
emprendimos un enforque indirecto estudiando el efecto de VAPA sobre los niveles
intracelulares de Ca?* inducidos por carbacol (CCh); un agonista muscarinico que
permite la produccién del activador fisiolégico de TRPC6, DAG (Estacion et al., 2004).

Observamos que la estimulacién con CCh indujo un aumento de la sefial de Ca?*
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intracelular que fue ~ 65% mayor en células HEK293 transfectadas con TRPC6 en
comparaciéon con aquellas transfectadas con EGFP (Figura 8A, B). La sefial de Ca?*
inducida por CCh fue menor en células HEK293 transfectadas con VAPA, en donde el
peak maximo observado en estas células fue ~54% mas bajo que en células
transfectadas con TRPC6 (Figura 8C, D). De manera interesante, esta disminucion de la
sefial de Ca?* inducida por CCh se rescaté cuando se transfecté el mutante de VAPA
incapaz de interactuar con motivos FFAT (VAPAK94DMID) (Figura 8C, D).
Posteriormente, para aproximarnos al contexto fisioldgico de interés para esta tesis,
estudiamos la sefial maxima de Ca?* inducida por CCh en células de cancer de mama
MDA-MB-231, las cuales presentan una expresion aumentada de TRPC6 (Aydar et al.,
2009; Jardin et al., 2018). Consistente con lo observado anteriormente, la sefial de Ca?*
inducida por CCh fue menor en células MDA-MB-231 transfectadas con VAPA, en donde
el peak méximo observado en estas células fue ~31% mas bajo que en células control
transfectadas con EGFP, y un ~24% mas bajo en comparacién con células transfectadas
con el mutante VAPAK%4P/MID (Figura 10A, B).

En los analisis de Inmunoblot realizados para validar la sobre expresion de EGFP,
TRPC6, VAPA y VAPAK9DMIED an células HEK293, observamos que la sobre expresion
de VAPA y VAPAK9DMIED 1o afecto la expresion de TRPC6, conforme con la intensidad
de las bandas (Figuras 9). Estos resultados sugieren que los niveles de expresion de
VAPA ejercen un papel modulador especificamente de la entrada de Ca?* inducida por

CCh, posiblemente a través de TRPC6.
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Figura 8. VAPA reduce el influjo de calcio inducido por carbacol en células HEK293. (A) Cursos de
tiempo de la fluorescencia de la sonda Fura-2 AM en células HEK293 transfectadas con plasmidos que
codifican EGFP-C1 + pcDNA/ATO (verde) y hTRPC6-YFP + pcDNA/4TO (azul). Las células se cargaron
con Fura-2 AM 5 uM y los peaks de la sonda de Ca: se indujeron con carbacol (CCh) 100 uM en solucion
extracelular con 2 mM Ca?*. Cada punto corresponde a la media + SEM. (B) Gréafico que representa los
peaks de la liberacion de Ca?* inducida por CCh para cada condicion. Cada color representa un
experimento independiente, los puntos de mayor tamafio indican la media obtenida en cada experimento
y los puntos de menor tamafio indican la respuesta individual de cada célula analizada por experimento.
(n=5; Prueba t pareada, ** p=0,0019 (entre EGFP y TRPCB)). (C) Cursos de tiempo para la fluorescencia
normalizada en células HEK293 transfectadas con hTRPC6-YFP + pcDNA/ATO (azul), hVAPA-EGFP-C1
+ pcDNA/4ATO (rojo) y hVAPA-KD/MD-EGFP-C1 + pcDNA/4ATO (gris). Las células se cargaron con Fura-
2-AM 5 UM y los peaks de la sonda de Ca?* se indujeron con CCh 100 uM en solucion extracelular con 2
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mM Ca?*. Cada punto corresponde a la media + SEM. (D) Gréfico que representa los peaks de la liberacion
de Ca?* inducida por CCh para cada condicion. Cada color representa un experimento independiente, los
puntos de mayor tamafio indican la media obtenida en cada experimento y los puntos de menor tamafio
indican la respuesta individual de cada célula analizada por experimento. (n=5; ANOVA de una via seguido
de la prueba de comparaciones mdltiples Tukey’'s, ** p=0,0092 (entre TRPC6 y VAPA), ns p=0,0972 (entre
TRPC6 y VAPA-KD/MD, ** p= 0,0078 (entre VAPA y VAPA-KD/MD)).

Vector Vacio + + + + = -
EGFP-C1 + - _ _ ) )
hTRPC6-YFP = + - - + +
hVAPA-EGFP-C1 - - + - + _
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Figura 9. Validacién de la expresion de TRPC6, VAPA y el mutante VAPAKX%PMD Inmunoblot
representativo de células HEK293 transfectadas con plasmidos que contienen la secuencia para sobre
expresar EGFP-C1 como control h\TRPC6-YFP, hVAPA-EGFP-C1 o el mutante hVAPAKDMID_EGEP-C1.
Las proteinas fueron identificadas utilizando anticuerpos anti-GFP, las bandas observadas a los ~120 kDa,
~55 kDa y ~ 25 kDa corresponden a hTRPC6-YFP, hVAPA-EGFP-C1 o el mutante hVAPAK94P/MID_EGFP-
C1ly EGFP respectivamente.
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Figura 10. VAPA reduce el influjo de calcio inducido por carbacol en células MDA-MB-231. (A)
Cursos de tiempo para la fluorescencia de la sonda Fura-2 AM en células MDA-MB-231 transfectadas con
plasmidos que codifican EGFP-C1 + pcDNA/4ATO (verde), hVAPA-EGFP-C1 + pcDNA/ATO (rojo) y hVAPA-
KD/MD-EGFP-C1+ pcDNA/ATO (gris). Las células se cargaron con Fura-2 AM 5 uM y los peaks de la
sonda de Ca?* se indujeron con carbacol (CCh) 100 uM en solucion extracelular con 2 mM Ca?*. Cada
punto corresponde a la media + SEM. (B) Grafico que representa los peaks de la liberacion de Ca?*
inducida por CCh para cada condicion. Cada color representa un experimento independiente, los puntos
de mayor tamafio indican la media obtenida en cada experimento y los puntos de menor tamafio indican
la respuesta individual de cada célula analizada por experimento (n=5; ANOVA de una via seguido de la
prueba de comparaciones multiples de Tukey’s, **p= 0,0093 (entre EGFP y VAPA), *p= 0,0387 (entre
VAPA y VAPA-KD/MD)).

Para respaldar el efecto inhibitorio de VAPA sobre la entrada de Ca?* dependiente de
TRPCS6, inhibimos farmacologicamente la funcion del canal utilizando SAR 7334; un
inhibidor de TRPC6 (Maier et al., 2015). Observamos que el pretratamiento de células
HEK293 durante 10 minutos con SAR 7334, parece atenuar la sefial maxima de Ca?*
inducida por CCh en la condicién en donde se transfect6 TRPC6 y TRPC6 junto al
mutante VAPAK94D/MD (Figyra 11A-F). En contraste, el aumento de la expresion de

VAPA pareci6 abolir el efecto inhibitorio de SAR 7334 (Figura 11 C, D, F). Estos hallazgos

37

exp 1
P exp2
. exp 3
. exp 4

exp 5



apoyan la idea de que la regulacion a la baja de la actividad de TRPC6 podria estar

involucrada en los efectos inhibitorios de VAPA sobre el aumento del Ca?* intracelular

inducido por CCh.
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Figura 11. VAPA reduce el influjo de Ca?* através de TRPC6 en células HEK293. (A) Cursos de tiempo
para la fluorescencia normalizada en células HEK293 transfectadas con plasmidos que codifican EGFP-
C1 + pcDNA/ATO (verde) y hTRPC6-YFP + pcDNA/4ATO (azul). Las células se cargaron con Fura-2 AM 5
UM y los peaks de la sonda de Ca?* se indujeron con carbacol (CCh)100 uM en solucién extracelular con
2 mM Ca?*. Cada punto corresponde a la media + SEM. (B) Cursos de tiempo para la fluorescencia
normalizada en células HEK293 transfectadas con plasmidos que codifican EGFP-C1 + pcDNA/4TO
(verde) y hTRPC6-YFP + pcDNA/ATO (azul). Las células se cargaron con Fura-2 AM 5 uM y posteriormente
fueron incubadas durante 10 minutos con solucidn extracelular suplementada con el inhibidor
farmacologico de TRPC6, SAR7334 20 nM. Los peaks de la sonda de Ca?* se indujeron con carbacol CCh
100 uM en solucion extracelular con 2 mM Ca?" suplementada con SAR7334 20 nM. Cada punto
corresponde ala media + SEM. (C) Cursos de tiempo para la fluorescencia normalizada en células HEK293
transfectadas con hTRPC6-YFP + pcDNA/4ATO (azul), hTRPC6-YFP + hVAPA-EGFP-C1 (celeste) y
hTRPC6-YFP + hVAPA-KD/MD-EGFP-C1 (morado). Las células se cargaron con Fura-2 AM 5 uM y los
peaks de la sonda de Ca?* se indujeron segun lo descrito en A. Cada punto corresponde a la media + SEM.
(D) Cursos de tiempo para la fluorescencia normalizada en células HEK293 transfectadas con hTRPC6-
YFP + pcDNA/ATO (azul), hTRPC6-YFP + hVAPA- EGFP-C1 (celeste) y hTRPC6-YFP + hVAPA-KD/MD-
EGFP-C1 (morado). Las células se cargaron con Fura-2 AM 5 uM y los peaks de la sonda de Ca®* se
indujeron segun lo descrito en B. Cada punto corresponde a la media + SEM. (E) Gréfico que representa
los peaks de la liberacion de Ca?* inducida por CCh para cada condicién. Cada color representa un
experimento independiente, los puntos de mayor tamafio indican la media obtenida en cada experimento
y los puntos de menor tamafio indican la respuesta individual de cada célula analizada por experimento.
(n=3; ANOVA de una via seguido de la prueba de comparaciones mdltiples de Dunnett’s, **p=0,0051 (entre
EGFP y TRPCG6)). (F) Grafico que representa los peaks de la liberacion de Ca?* inducida por CCh para
cada condicién. Cada color representa un experimento independiente, los puntos de mayor tamafio indican
la media obtenida en cada experimento y los puntos de menor tamafio indican la respuesta individual de
cada célula analizada por experimento. (n=3; ANOVA de una via seguido de la prueba de comparaciones
multiples de Dunnett’s, *p=0,0431 (entre TRPC6 y TRPC6 SAR), *p=0,0186 (entre TRPC6 y TRPC6-
VAPA) *p=0,0128 (entre TRPC6 Y TRPC6-VAPA SAR), *p=0,0211 (entre TRPC6 y TRPC6-VAPA-KD/MD
SAR)).
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6. DISCUSION

Diversos estudios han demostrado que el aumento en la expresion y actividad de
TRPC6 contribuyen a la fisiopatologia de diferentes tipos de cancer (Aydar et al., 2009;
Cai et al., 2009; Ding et al., 2010; Xu et al., 2018) y otros estados patolégicos (Hofmann
et al., 2017; Reiser et al., 2005; Seo et al., 2014). Como tal, los estudios enfocados en
dilucidar nuevos mecanismos que regulen la actividad de TRPC6 son de interés desde
el punto de vista de la investigacion biomédica. En este proyecto de tesis, estudiamos el
interactoma de TRPC6. Utilizando protedmica basada en espectrometria de masa y
estudios de inmunoprecipitacién, identificamos a VAPA como una proteina que interactda
con TRPC6. VAPA, se une a proteinas que presentan un motivo FFAT o tipo FFAT
(Loewen et al., 2003; Di Mattia et al., 2020; Mikitova & Levine, 2012; Slee & Levine, 2019).
De manera interesante, utilizando herramientas bioinforméticas, identificamos un motivo
tipo FFAT, 2°°FYAY?2%, ubicado en el extremo N-terminal de TRPC6 que podria estar
mediando la union a VAPA. Investigaciones futuras deberan determinar si esta secuencia
de aminoacidos especifica esta involucrada en la unién entre TRPC6 y VAPA, o si
cualquier secuencia adyacente a este motivo serviria para tal propésito; hasta donde
sabemos, nunca se ha descrito un motivo FFAT en canales de la superfamilia TRP.

Adicionalmente, demostramos que VAPA tiene un efecto inhibitorio sobre el influjo
de Ca?* mediado por TRPC6. El mecanismo molecular que subyace a este efecto no ha
sido estudiado. Sin embargo, resultados preliminares obtenidos en nuestro laboratorio,
sugieren que VAPA disminuye la expresion de TRPC6 en la MP. Como tal, es posible
gue VAPA esté interfiriendo en el trafico anterogrado de TRPC6 o favoreciendo la

endocitosis de éste. Ademas, es importante sefialar que los canales TRPC6 son
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tetrameéricos. En este estudio no investigamos la estequiometria involucrada en la
interaccion entre TRPC6 y VAPA, pero es probable que un tetrdmero TRPC6 pueda
unirse a hasta cuatro proteinas VAPA. Ademas, se ha demostrado que las proteinas VAP
pueden existir como dimeros que se unen simultaneamente a dos motivos FFAT (Kaiser
et al., 2005; Furuita et al., 2010) lo que podria promover la formacion de un complejo
proteico en el que proteinas adicionales modulen la actividad de TRPC6. Claramente, se
requiere una mayor investigacién para comprender el mecanismo mediante el cual VAPA
disminuye el influjo de Ca?* a través de TRPC®.

Es importante destacar qué, para evaluar el efecto de VAPA en la funcién de
TRPC6, emprendimos un enforque indirecto estudiando el impacto de VAPA sobre los
peaks maximos de Ca?* inducidos por CCh, en células que sobre expresaron de manera
transitoria TRPC6, VAPA y el mutante VAPAK94D/MD Ng analizamos las cinéticas de las
curvas de Ca?* debido a que, para fines de estos experimentos, utilizamos
concentraciones elevadas de Ca?* extracelular (2 mM). Por lo tanto, inducimos la entrada
masiva de este ion. Es probable que, al estudiar las cinéticas de las curvas, no
observaramos cambios entre una condicién y otra, debido a que estos cambios, si los
hubiese, estarian siendo subestimados. Para tal propésito, hubiese sido necesario hacer
las mediciones de Ca?*intracelular, utilizando concentraciones extracelulares inferiores
de este ion. Por otra parte, para evaluar directamente el impacto de VAPA sobre la
actividad de TRPC6, hubiese sido necesario hacer experimentos de electrofisiologia para
determinar el efecto de la sobre expresion de VAPA sobre las corrientes mediadas por

este canal.
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El rol de TRPC6 en el cancer de mama ha sido previamente establecido. Aydar et
al. (2009) demostraron que TRPC6 esta sobre expresado en las lineas celulares de
cancer de mama MCF7 y MDA-MB-231 en comparacion con la linea epitelial de mama
no tumoral, MCF-10A. Ademas, reportaron que la eliminacibn de TRPC6 afectd el
crecimiento celular de las lineas MCF7 y MDA-MB-231. En adicién, Jardin et al. (2018)
confirmaron estos resultados e informaron que el silenciamiento de TRPC6 redujo la
proliferacion, migracion e invasion exclusivamente de las lineas celulares tumorales de
mama. A diferencia de la informaciéon existente de TRPC6 y su asociacion a diversas
enfermedades, las alteraciones en la expresion y/o actividad de VAPA y su contribucién
a estados patoldgicos, permanecen sin esclarecer. En lo que respecta al cancer de
mama, VAPB (homdlogo de VAPA con el que comparte un 63% de identidad
aminoacidica) esta sobre expresada en el cancer de mama; en donde tiene un papel en
la promocion de tumores tanto in vitro como in vivo (Nishimura et al., 1999; Rao et al.,
2012). Debido a que nuestros resultados sugieren que VAPA interactia con TRPC6 e
inhibe su actividad, sumado a que diversos estudios sugieren que disminuir la actividad
de TRPC6 puede ser una nueva opcion de tratamiento en el cancer de mama (Jardin et
al., 2018, 2020, 2021), consideramos relevante estudiar el rol de VAPA en esta patologia.
En linea con lo anterior, miembros de nuestro laboratorio evaluaron si VAPA esta
involucrado en la migracion de células de cancer de mama utilizando células altamente
migratorias, MDA-MB-231. Las células sobre expresaron transitoriamente VAPA y se
evalué la migracion celular inducida por hiperforina 10 uM, un activador especifico del
canal TRPC6 (Leuner et al., 2007), a través de ensayos de reparacién de heridas.

Observamos que las células que expresan VAPA exdgena, presentan una menor
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migracion en comparacion con células control que expresan EGFP y aquellas que
expresan el mutante de VAPAK4D/MID incapaz de interactuar con motivos FFAT (Anexo
1). Los mecanismos moleculares que anteceden este efecto no han sido aclarados, para
lograr dilucidarlos, es necesario comprender los pasos involucrados en la migracion
celular. La migracién celular es un proceso que consta de ciclos de cinco pasos
consecutivos: polarizacién celular, extension de la membrana en el borde de ataque,
adhesion al sustrato celular, generacion de fuerzas de traccion y desprendimiento del
borde posterior (Lauffenburger & Horwitz, 1996). Todos estos eventos, dependen de
sefales espaciotemporales coordinadas que involucran la actividad de Rho-GTPasas y
la sefializaciéon del Ca?* intracelular (Ridley et al., 2003). Las Rho-GTPasas estan
asociadas con la regulacién de la extension de la membrana celular, la adhesion a la
matriz extracelular y la generacion de fuerzas contractiles durante la migracion (Hall,
1998; Hall, 2012; Mattila & Lappalainen, 2008; Ridley & Hall, 1992; Small et al., 2002).
Mientras que el Ca?* intracelular esta involucrado en los mecanismos moleculares que
conducen a la formacion de adhesiones focales (FA) nacientes en la parte frontal de las
células migratorias y al desmontaje de las FA en la parte posterior (Chan, Bennin &
Huttenlocher, 2010; Giannone et al., 2004; Tsai & Meyer, 2012). En este contexto,
pueden existir al menos dos razones para explicar el efecto de VAPA, mediado por la
disminucién en la actividad de TRPCS6, sobre la migracion de células de cancer de mama
MDA-MB-231: 1) Se ha establecido un vinculo causal entre el aumento del Ca?*
intracelular via TRPC6 y la activacion de RhoA (Singh et al., 2007). RhoA se ha implicado
en practicamente todas las etapas de la progresion del cancer (Vega & Ridley, 2008).

Particularmente en la migracion de células tumorales, se ha reportado que RhoA es
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responsable de la maduracion de las FA y la formacién de fibras de estrés. Necesarios
para un movimiento celular efectivo (Hall, 2012; Ridley & Hall 1992). 2) Recientemente
Gonzales et al. (2014) sugirieron que, en las células del musculo liso, la estimulacion
mecanica provoca la activacion de TRPCB6, lo que desencadena la activaciéon de TRPM4.
Curiosamente, la activacion de TRPM4 regula la rotacion de las FA, y con ello la
migracion y contractilidad celulares (Céaceres et al., 2015). Como tal, cambios en los
niveles de expresion de VAPA, podrian afectar el influjo de Ca?* a través TRPCB6, y con
ello las cascadas de sefalizacion sujetas.

En conjunto, nuestros experimentos proporcionan un papel consistente de VAPA
actuando como un regulador negativo de la actividad de TRPC6. Ademas, observamos
gue VAPA regula la migraciéon de células MDA-MB-231 a través de su accion sobre la
actividad de TRPC®6. Por lo tanto, comprender los efectos de la interaccién entre TRPC6
y VAPA en diversos procesos celulares relevantes en la progresion del cancer, podria
proporcionar nuevas alternativas para ayudar en el tratamiento de pacientes con cancer

de mama.
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7. CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

TRPC6 es un canal cationico no selectivo, que se expresa ubicuamente y esta
implicado en una amplia variedad de procesos fisiolégicos vy fisiopatologicos. Estudios
basados en espectrometria de masa y ensayos de coinmunoprecipitacion, nos
permitieron identificar que VAPA interactia con TRPC6. Adicionalmente,
proporcionamos datos novedosos que sugieren que TRPC6 posee un motivo tipo FFAT
dentro del N-terminal citoplasmatico, que podria estar mediando la interaccion con VAPA.
Ademas, demostramos que VAPA inhibe tanto el influjo de Ca?* a través de TRPCS6,
como la capacidad migratoria dependiente de TRPC6, de células de cancer de mama
MDA-MB-231. Debido a que diversos estudios han demostrado que la desregulacion de
TRPC6 contribuye a la fisiopatologia del cancer de mama y otros estados patologicos,
consideramos relevante estudiar el efecto de esta interaccion en diferentes procesos
celulares, tales como la proliferacion e invasién celular. Es posible que estabilizar o
interrumpir la interaccion entre TRPC6 y VAPA sea un objetivo terapéutico plausible en
el cancer de mama, al modular la actividad del canal y con ello vias de sefializacion
asociadas. Por lo tanto, investigaciones futuras deberan evaluar si el desarrollo de
moduladores de esta interaccion reduce la malignidad de células tumorales, al
contrarrestar el fenotipo de aumento de expresion y actividad de TRPC6 (Aydar et al.,
2009; Cai et al., 2009; Ding et al., 2010; Xu et al., 2018). En este contexto, el uso de
moléculas pequefias, anticuerpos o nanobodies, y péptidos miméticos ha despertado
gran interés (Saldias el al., 2021). Uno de los principales desafios a los que se han
enfrentado estos moduladores de PPI, es que la mayoria de las interacciones abarcan

areas de contacto relativamente grandes. Sin embargo, estudios actuales han
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demostrado que so6lo un pequefio subconjunto de aminoacidos, denominados hotspot,
contribuye con la mayor parte de la energia de unién (Mabonga & Kappo, 2019). La
identificacion de los hotspot ha llevado al disefio de pequefias moléculas o péptidos que
se dirigen a este subconjunto de aminoacidos para modular las PPI. Un ejemplo de ello
ha sido el disefio de Tirofiban, un mimético del epitopo tripéptido Arg-Gly-Asp del
fibrindgeno que se une a la integrina allb3 y el Maraviroc dirigido a interacciones CCR5-
gp120; ambos medicamentos han sido aprobados por la FDA para su uso en el
tratamiento de afecciones cardiovasculares y VIH, respectivamente (Wishart et al., 2008;
Kuritzkes, Kar & Kirkpatrick, 2008). Otro de los desafios a los que se han enfrentado los
moduladores de las PPI, son la baja penetracion y especificidad celular. En este contexto,
el uso de péptidos de penetracion celular (CPP) ha proporcionado una herramienta
importante para mejorar estos aspectos. Los CPP son secuencias cortas (de hasta 30
aminoacidos de longitud), generalmente solubles en agua, que pueden acoplarse a
moléculas bioactivas para transportarlas al interior de la célula (Tripathi et al., 2018; Vives
et al., 1997; Xie et al., 2020). Se han desarrollado diversas estrategias para que estos
CPP tengan la capacidad de dirigirse a células tumorales; por lo que, al ser conjugados
con moduladores de PPI, aumentarian la absorcion y especificidad celular de estos
(Habault et al., 2009; Regberg, Srimanee & Langel, 2012; Jagot-Lacoussiere et al., 2016;
Kang et al., 2020). Entre las estrategias desarrolladas para proporcionar especificidad
tumoral a los CPP, se encuentran péptidos que se unen a moléculas ubicadas en la
superficie de células tumorales (Zhou, N. et al., 2017; Kang, R. et al., 2020), péptidos
gue permanecen inactivos hasta que son modificados por una proteasa asociada al

cancer o por propiedades del microambiente tumoral (Cheng et al., 2015), y péptidos que
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aprovechan los mecanismos celulares desregulados en las células tumorales (Olson et
a., 2009). En lo que respecta a la farmacocinética y la semivida corta en el plasma
sanguineo de los CPP, ésta puede mejorarse utilizando aminoacidos no naturales y
acoplando CPP y farmacos a vehiculos macromoleculares, como liposomas o
biopolimeros (Borrelli et al., 2018). Por otra parte, para mejorar la biodisponibilidad de
estos péptidos en el tejido diana, particularmente en el cancer de mama, se ha propuesto
la administracion local directamente en la mama (Patil et al., 2020). La zona areola-
pezén, muestra una buena permeacion de farmacos debido a una epidermis mas
delgada en comparacién con el resto de la piel. Adicionalmente, la abertura del conducto
del pezén en la superficie de la mama se extiende como un conducto lobulillar terminal,
el cual es el sitio principal en donde se origina el cancer de mama (Dave et al., 2014).
Como podemos ver, utilizar CPP es una herramienta importante y estratégica para
proporcionar moduladores de PPI con especificidad tumoral y efectos secundarios bajos.
En base a estos antecedentes, consideramos que desarrollar moléculas pequefias
capaces de estabilizar o inhibir la interaccion entre TRPC6 y VAPA merece mayor

investigacion.
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8. ANEXOS

8.1. VAPA Disminuye la Migracion Mediada por Hiperforina de Células MDA-MB-
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Anexo 1. VAPA disminuye la migracién mediada por hiperforina de células MDA-MB-231. A.

imagenes representativas de ensayos de cierre de heridas por raspado utilizando células MDA-MB-231
transfectadas con EGFP, VAPA o el mutante VAPAKPMID | 55 células fueron depletadas durante 6 horas
y posteriormente se incubaron con 4% de suero bovino fetal e hiperforina 10 UM para estimular la migracion
dependiente de TRPCS6. Las imagenes fueron tomadas a tiempos 0 y 24 horas. B. Gréfico que representa
el % de cierre de heridas. Datos correspondientes a 4 experimentos independientes (n=4; ANOVA de una

via seguido de la prueba de comparaciones multiples de Tukey’s **p=0,0016, ***p=0,0017).
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