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RESUMEN

En los ultimos afios, se ha sugerido que en el desarrollo del cdncer se produce un
remodelado de la sefial de Ca®!, sin embargo, no estan claros cudles son los mecanismos
moleculares y funcionales del mismo. En el cdncer de colon, apenas existen datos al respecto,
por lo que nos propusimos estudiar en profundidad el remodelado del transporte de Ca** en el
cancer de colon, sus bases moleculares y sus posibles consecuencias funcionales.

En la presente Tesis Doctoral comparamos el transporte de Ca*" y la expresién de
genes implicados en éste en células humanas de adenocarcinoma de colon y de mucosa de
colon normal. Para ello, utilizamos técnicas de Fisiologia Celular y Molecular incluyendo la
imagen de Ca** por microscopia de fluorescencia y bioluminiscencia, electrofisiologia planar o
patch-clamp automatico, PCR convencional y cuantitativa, western-blotting, técnicas de
silenciamiento génico y medidas funcionales de proliferacién, invasiéon y resistencia a la
muerte celulares.

Los resultados muestran que existe un profundo remodelado del Ca®* intracelular en
células de adenocarcinoma de colon respecto a la homestasis del Ca** en células de epitelio
normal de colon humano. El remodelado consiste en un aumento de la entrada capacitativa de
Ca®* (ECC) asociada con cambios en la densidad y naturaleza de las corrientes de Ca®*, una
mayor entrada v liberacién de Ca*" inducida por agonistas, un aumento de la cocentracion de
Ca”* intracelular basal y del potencial de membrana en reposo, una mayor captacién de Ca**
por las mitocondrias y un menor contenido de Ca®* de los depdsitos intracelulares. A nivel
molecular, estos cambios se explican por el aumento en la expresion de canales,
especialmente Orail y TRPC1, por el cambio reciproco en la expresién de los sensores de Ca**
del RE Stim1l y Stim2, asi como por el aumento del potencial mitocondrial. Estos cambios
promueven algunas caracteristicas esenciales de las células tumorales como son Ia
proliferacién excesiva, la capacidad de invasidn y la resistencia a la muerte celular por lo
algunas de las proteinas implicadas podrian ser consideradas para el disefio de nuevas
estrategias en la prevencién y/o el tratamiento del cancer de colorrectal.
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1. INTRODUCCION

1. Cancer colorrectal: Aspectos generales

El cancer colorrectal es el tercer cancer mas comun y la cuarta causa de muerte por
cancer en el mundo. Cada afio, se registran mas de 1,3 millones de nuevos casos y unas
700.000 muertes (Ferlay et al., 2015). Su incidencia es baja hasta los 50 afos, pero aumenta
notablemente con la edad (Siegel et al., 2012). Las regiones con mayor incidencia son Europa,
América del Norte y Oceania, mientras que la incidencia es baja en paises del sur y centro de
Asia, asi como en Africa (Center et al., 2009). En Espafia, el cdncer colorrectal en hombres es el
tercero mas frecuente, por detrds del cdncer de pulmdn y de prostata, y en mujeres el
segundo, por detrds del cancer de mama. Sin embargo, teniendo en cuenta ambos sexos, el
cancer colorrectal es el de mayor incidencia de todos (15%) con mds de 32.000 nuevos casos al
afo. Ademas, se trata segunda causa de muerte por cdncer en nuestro pais con casi 15.000

muertes al afio, por detras del cancer de pulmodn (Fig. 1) (GLOBOCAN 2012).
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Figura 1. Incidencia y mortalidad en ambos sexos de los tumores mas frecuentes en Espaiia (2014).
Figura tomada de la Sociedad Esparfiola de Oncologia Médica (www.seom.org).

El prondstico de los pacientes ha mejorado lentamente, pero de manera constante en
las ultimas décadas en muchos paises, pero se ha estancado en otros. Por ejemplo, en paises
como Australia, Canadd y Estados Unidos la supervivencia a 5 afios ha alcanzado casi el 65%,
mientras que en otros paises de Europa se ha mantenido en algo menos del 50%. La
supervivencia relativa disminuye con la edad y en pacientes jovenes ésta es mayor en mujeres
que en hombres. Ademds de la edad y del sexo, hay otros factores de riesgo del cancer
colorrectal que han sido identificados en estudios epidemioldgicos. Asi, se han considerado
como factores de riesgo el presentar antecedentes familiares de este tipo de cancer, padecer
alguna enfermedad inflamatoria intestinal, el tabaco, el consumo excesivo de alcohol, el abuso
de las carnes rojas, la obesidad y la diabetes. Algunos estudios sugieren que la exposicion a
determinados agentes infecciosos como Helicobacter pylori, también, incrementa el riesgo de
padecer cancer colorrectal. Por otro lado, se han descrito como factores preventivos de esta
enfermedad: la actividad fisica, la terapia de reemplazo hormonal, la endoscopia para eliminar

lesiones precancerosas y el tratamiento con aspirina. Esta Ultima, reduce el riesgo de padecer
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cancer colorrectal en un 20-30 %, aunque en algunas formas familiares de cancer colorrectal
puede reducir la incidencia hasta un 50% segun un reciente estudio clinico (Burn et al., 2011).
Ademas, se ha observado que una dieta rica en frutas, verduras, cereales y/o pescado puede

proteger frente a este tipo de cancer (Brenner et al., 2014).

El primer cambio patoldgico que da lugar al cdncer de colon es la formacién de un
adenoma, un tumor benigno generado a partir del epitelio. Primero, se produce la formacion
de un microadenoma como consecuencia generalmente de la mutacién en el gen APC (del
inglés, adenomatous polyposis coli) o de la metilacién del DNA. A continuacién, una mutacion
en el oncogen KRAS o en el gen de la ciclooxigenasa-2 (COX2) puede provocar la expansion del
adenoma. Ademas, la pérdida del gen supresor tumoral TP53 o del brazo largo del cromosoma
18 que incluye genes como SMAD4, otro gen supresor de tumores, conducen a la formacién
del carcinoma. Por ultimo, una serie de mutaciones, entre ellas, una mutacién que produce la
pérdida del gen supresor de metastasis AES pueden dar lugar a un carcinoma metastatico (Fig.
2) (Taketo, 2012).
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Figura 2. Progresion del cancer colorectal desde su origen en el epitelio normal hasta la
formacion del carcinoma y su posterior metastasis. Figura modificada de Davies et al.,
2005.

Al menos el 25% de los casos de cancer de colon estdn asociados con la historia
familiar de los pacientes. Alrededor de un 5% se han relacionado con la presencia de un
sindrome hereditario de esta enfermedad (Gala y Chung, 2013). Uno de estos sindromes es la
poliposis adenomatosa familiar caracterizada por la presencia de cientos o miles de pdlipos

colorrectales adenomatosos que se desarrollan a partir de la segunda década de vida de los
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pacientes. El 1% de los casos de cancer colorrectal son provocados por éste sindrome. Estos
presentan practicamente un 100% de riesgo de desarrollar el cancer si no son tratados, por lo
que su diagndstico es muy importante. Es heredado de forma autosémica dominante y resulta
de una mutacién en la linea germinal del gen APC. Se han reportado mas de mil mutaciones
del gen APC que causan este sindrome dando lugar a una proteina truncada. La proteina APC
se trata de un supresor tumoral de la via de sefializacién de Wnt que regula la degradacién de
la B-catenina que actla como un factor de transcripcidn para diversos genes implicados en la
proliferacién celular. Por tanto, la mutacién en el gen APC conduce a la acumulacién de la
proteina oncogénica B-catenina, lo que puede dar lugar al cdncer si se acompaia de otras
mutaciones (Half et al., 2009). Otro sindrome estudiado es la poliposis asociada a MUTYH,
denominado asi debido a que es causado por una mutacion bialélica en la linea germinal del
gen MUTYH implicado en la reparacion del DNA a través de la escisién de bases. Se hereda de
manera autosdmica recesiva. El 30% de los pacientes que lo padecen desarrollan pdlipos en la
parte superior del tracto digestivo y presentan un 80% de riesgo de desarrollar cdncer de colon
(Bogaert y Prenen, 2014). El sindrome mds comun es el cancer colorrectal no polipdsico
hereditario, también conocido como sindrome de Lynch. Entre el 2 y el 5% de los casos de
cancer colorrectal son atribuidos a éste sindrome. También, se trata de un factor de riesgo
para padecer otro tipo de canceres como el de endometrio. El sindrome de Lynch presenta una
herencia autosdmica dominante, al igual que el anterior, y es causado por una mutacién en la
via germinal en algunos de los genes de reparacidon de apareamientos erréneos en el DNA
(MMR, del inglés, mismatch repair) como MSH2 y MLH1, lo que provoca una acumulacién de
mutaciones en microsatélites. Las mutaciones se producen en los microsatélites, ya que son
repeticiones de uno a seis pares de bases de longitud que durante la replicacion son

susceptibles de sufrir desapareamiento (Vasen et al., 2005; Akrami, 2006).

Sin embargo, la mayoria de los casos de cancer colorrectal, del 70 al 85%, son
considerados esporadicos, es decir, los pacientes no presentan riesgos genéticos conocidos
asociados. Su desarrollo se supone debido principalmente a la dieta, al estilo de vida, a
determinados factores ambientales y a la acumulacién de diversas mutaciones somaticas
adquiridas. Asimismo, existen varias vias genéticas implicadas en el desarrollo del cancer de
colon esporadico (Mundade et al., 2014). Una de las vias es la de la inestabilidad cromosémica
(CIN; del inglés, cromosomal instability), la cual puede tener lugar por un desequilibrio en el
numero de cromosomas (aneuploidia) o por una pérdida de heterocigosidad. Sugiere que
tienen lugar una serie de mutaciones que activan oncogenes como KRAS, SRC y MYC e
inactivan genes supresores de tumores como el APCy TP53. También, puede producirse por la
pérdida de heterocigosidad del brazo largo del cromosoma 18 (Pino y Chung, 2010; Mundade
et al., 2014). Otra de las vias es la inestabilidad de microsatélites (MIS; del inglés microsatellite
instability) que se produce por la inactivacién de genes implicados en la reparacion del DNA
MMR, lo que da lugar a la acumulacién de mutaciones en microsatélites. La inactivacion de los

genes MMR puede ser debida a una hipermetilacién del promotor de alguno de estos genes,
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normalmente MLH1, o a mutaciones puntuales. Entre los primeros eventos que tienen lugar en
esta via estd la pérdida de funcién del gen APC al igual que en la via anterior. La inactivacion de
los genes MMR puede provocar mutaciones en otros genes implicados en la proliferacién
celular como el gen de TGFBRII (del inglés; transforming growth factor 6 receptor Il) o en la
apoptosis como el gen BAX. (Geiersbach et al., 2011). Una tercera via implicada en la aparicion
del cancer de colon espordadico es la via serrada que, a diferencia de las dos anteriores, no se
inicia por la mutacién en el gen APC. Su nombre se debe al aspecto morfolégico de las lesiones
precursoras que se originan por el desarrollo de esta via. Se caracteriza por la presencia de una
mutacion en el gen BRAF (del inglés, protein kinase B-Raf) que codifica para una proteina RAF
quinasa, la cual tiene un papel importante en la regulacién de sefalizacién de las proteinas
MAPKs y ERKs. Estas proteinas participan en la division y diferenciacion celular, asi como en
procesos de secrecidn. En esta via, también, se produce un silenciamiento epigenético, debido
a una metilacion aberrante del DNA, de genes relacionados con la diferenciacién celular, la
reparacion del DNA vy el control de ciclo celular como CDKN2A y TP53, ambos supresores
tumorales (Legget y Withehall, 2010; Rustgi, 2013, Mundade et al., 2014).

A. Viade la inestabilidad cromosémica (CIN)
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Figura 3. Vias genéticas implicadas en el desarrollo de cancer de colon esporadico. A. La via de la
inestabilidad cromosdmica (CIN) presenta como un primer paso la pérdida de APC lo que da lugar a
la formacién de un adenoma temprano. A continuacion, el adenoma temprano se transforma en
un adenoma tardio tras la mutacién de oncogenes como KRAS o la pérdida de heterozigosidad del
brazo largo del cromosoma 18. La inactivacién de TP53 puede ser un mecanismo clave en el
desarrollo del cancer. B. La via de la inestabilidad de microsatélites (MSI) puede comenzar con la
inactivacion de genes implicados en la reparacidén de apareamientos erroneos del DNA (MMR), asi
como con la pérdida de APC. Las mutaciones en genes como TGFBR2 y BAX estan implicadas en el
paso de adenoma a cancer. C. La via serrada se caracteriza por la formaciéon de un adenoma
serrado a consecuencia de la presencia de mutaciones en BRAF y de metilaciones en el DNA. La
inactivacidon de genes como TP53 y CDK2A, asi como la metilacién o mutaciéon de otros genes
conducen a la aparicion del cadncer colorrectal. Figura modificada de Mundade et al., 2014.

10



1. INTRODUCCION

2. Homeostasis y sefializacion del Ca** subcelular

El Ca*" juega un papel esencial en infinidad de procesos fisioldgicos, puesto que
interviene en numerosas vias de sefializacién donde actia como uno de los segundos
mensajeros mas versatiles de la célula. Esta peculiar e importante caracteristica es debida a
que el Ca®* tiene la capacidad de alterar campos electrostaticos dando lugar a numerosos
cambios conformacionales en el interior de las proteinas (Clapham, 2007). Por ello, el estudio
de su homeostasis es de vital importancia para conocer en detalle el funcionamiento y la
regulacion de las reacciones que tienen lugar en la célula (Petersen et al, 2005). Asi, el Ca** es
capaz de regular desde procesos intracelulares tales como la exocitosis, que se produce
durante la transmision sindptica y para la que se necesita un rango de accién de milisegundos,
hasta la proliferacién celular o la expresién de una amplia variedad de genes, donde el rango
de accién puede oscilar entre horas y dias. Ademas, participa en la contraccién muscular, la
movilidad celular, la fertilizacién, la muerte celular o la plasticidad sindptica entre otros
procesos (Petersen y Burdakova, 2002; Petersen et al., 2005). Otro papel esencial del Ca**
consiste en la activacidn de algunas de las enzimas del ciclo de Krebs, por lo que va a permitir
regular el metabolismo energético de la célula (Rizzuto et al., 2004). Todos estos procesos
tienen lugar a consecuencia de las variaciones en la [Ca®'] citosdlica ([Ca’]c) caracterizados por

su amplitud, duracioén, frecuencia y localizacion (Berridge et al., 2000).

Al contrario que en el caso de la mayoria de los segundos mensajeros el Ca®* no es
metabolizable por la célula, por lo que el estudio de su sefalizacion se centra,
fundamentalmente, en su transporte hacia el citosol que tiene lugar tanto desde el exterior
celular como desde los depdsitos, principalmente, desde el reticulo endoplasmico (RE). La
entrada del Ca®* en la célula desde el exterior estd favorecida por un enorme gradiente
electroquimico. Esto se debe a que en el exterior celular su concentracion oscila entre 1y 2
mM, sin embargo, en el citosol, ésta se encuentra en torno a 100 nM cuando la célula esta en
reposo. En un principio, se cree que la célula intentaba extraer el Ca** del citosol para que no
precipitara junto con el fosfato, ya que su unién con el agua es bastante mas débil que en el
caso de otros iones divalentes como el Mg** (Clapham, 2007). Ademas del gradiente de
concentracién, cabe destacar que la membrana plasmastica presenta un potencial negativo en
su parte intracelular. En presencia de un estimulo la concentracién citosdlica puede verse
incrementada de forma transitoria o durante periodos de tiempo prolongados dependiendo de
la naturaleza de éste (Petersen y Burdakova, 2002). Por otro lado, la liberacion de Ca* desde el
RE se produce a favor de gradiente de concentracion. Esto es debido a que el RE presenta, en
reposo, concentraciones de Ca* similares a las del exterior celular, es decir, de 1-2 mM (de la
Fuente et al., 2013), por lo que es considerado el mayor depdsito intracelular de este ién. En la
célula existen otros compartimentos vesiculares que tienen capacidad de acumular grandes
cantidades de Ca** y pueden liberarlo bajo determinadas condiciones como son el aparato de

Golgi, granulos de secrecidn, lisosomas y vesiculas endociticas (Rizzuto y Pozzan et al., 2006).
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Sin embargo, en otros organulos subcelulares como en las mitocondrias y en el nicleo, la [Ca?]

es similar a la del citosol pudiendo incrementarse tan solo de manera transitoria tras la llegada
de un estimulo (Montero et al., 2000; Chamero et al., 2002).

El incremento de la [Ca®*]¢ de la célula como consecuencia de la llegada de un estimulo
tiene lugar, principalmente, a través de canales de Ca** operados por voltaje (VOCs; del inglés,
Voltage-Operated Ca®* Channels) (Tsien, 1983; Triggle, 1990; Felix, 2005), por receptor (ROCs;
del inglés Receptor-Operated Ca®* Channels) (Bertolino y Linds, 1992), por segundo mensajero
(SMOCs; Second Messenger-Operated Ca®* Channels) (Sage, 1992) u otros canales operados
por depdsitos (SOCs; del inglés, Store-Operated Ca®* Channels) (Parekh y Putney, 2005). Todos
estos canales se encuentran situados en la membrana plasmatica y se encargan de introducir
Ca’* en la célula desde el exterior celular. En los depdsitos de Ca** se encuentran otra serie de
canales de Ca®*, entre los que destacan el receptor de IP; (IPsR; del inglés, Inositol 1,4,5-
Triphosphate Receptor) (Joseph, 1996; Mikoshiba, 2007) y el receptor de rianodina (RyR; del
inglés, Ryanodine Receptor) (McPherson y Campbell, 1993). Otro canal importante implicado
en el control de la homeostasis del Ca** intracelular es el uniportador de Ca** mitocondrial
(MCU; del inglés, Mitochondrial Ca** Uniporter) que permite su entrada en la matriz
mitocondrial a favor de gradiente electroquimico (Patron et al., 2013). Asi, en torno a las
fuentes de Ca®*, la mitocondria constituye el principal sistema de retirada de éste desde el
citosol tras la activacion celular, al menos en algunos tipos celulares (Montero et al., 2000;
Villalobos et al., 2002).

El desarrollo y la mejora de las técnicas de registro de Ca** intracelular han permitido
estudiar en la célula la formacién de microdominios de este idn. El término microdominio de
Ca’* se puede definir como cualquier incremento de Ca®* localizado tan solo en una
determinada region de la célula que puede estar préxima a canales de Ca’* tanto de la
membrana plasmatica como de los depdsitos intracelulares. La formacidon de microdominios
de Ca®* va a permitir reclutar determinados efectores para llevar a cabo acciones especificas

en diferentes regiones celulares (Berridge, 2006).

Por otra parte, es importante mantener una [Ca®'] basal en el citosol tras la finalizacién
del estimulo (Rizzuto y Pozzan, 2006), ya que un aumento prolongado puede dafiar la célula de
forma irreversible debido, precisamente, a la imposibilidad de su degradacién. Para ello, la
célula cuenta con sistemas de transporte, bombas e intercambiadores, capaces de transportar
de forma activa este idn al medio extracelular o a los depdsitos de Ca”. Entre las bombas
destaca la ATPasa de Ca** de la membrana plasmatica (PMCA; del inglés, Plasma Membrane
Ca®* ATPase) que transporta Ca’* desde el interior de la célula al medio extracelular (Guerini et
al., 1998). En los depésitos de Ca®* destacan otras dos ATPasas de Ca’* que introducen Ca®* en
su interior, la SERCA (del inglés, Sarcoplasmic or Endoplasmic Reticulum Ca®* ATPase) y la SPCA
(del inglés, Secretory pathway Ca®* ATPase) (Wuytack et al., 2002). Ademds de estos sistemas

de extrusidn, la célula presenta una serie de proteinas que actian como tampones de Ca”*, se
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unen al Ca** con distinta afinidad, puesto que contienen dominios mano EF. Estas proteinas
pueden localizarse en el citosol como la calbindina, la calretinina y la parvalbimina, sin
embargo, otras aparecen en orgdnulos subcelulares como el RE, por ejemplo, la calnexina, la
calreticulina y la calsecuestrina (Berridge et al., 2003). Algunas proteinas que unen Ca®', entre
las que destaca la calmodulina (CaM), son clave, también, en los procesos de sefializacion
celular actuando como proteinas efectoras. Para ello, la calmodulina contiene cuatro dominios

mano EF y presenta la capacidad de interaccionar con cientos de proteinas (Clapham, 2007).

Proteinasde
unién a Ca%*

mHCX
ADP+Pi

Figura 4. Homeostasis del Ca® intracelular. La [Ca2+]c es aproximadamente tan solo de 100 nM,
mientras que en el exterior es de 1 mM. Como consecuencia, el Ca” entra en el citosol a favor de
gradiente de concentracion a través de los canales de ca” operados por voltaje (VOCs), por segundos
mensajeros (SMOCs), por depdsitos (SOCs) o por receptor (ROCs) y es transportado hacia el exterior
celular en contra de gradiente por medio de la bomba de Ca®* PMCA y del intercambiador Na+/Ca’*
(NCX) situados en la membrana plasmatica. El ca® puede ser liberado desde el reticulo endoplasmico,
cuya [Ca2+] es similar a la del exterior celular, a través de los receptores de rianodina (RyR) y de IP5 (IP3R)
y es reintroducido en este organulo por medio de la bomba de Ca”* SERCA. En otros depdsitos de ca™*
como el aparato de Golgi se encuentra la SPCA, otra bomba que introduce Ca’™ en su interior. La
mitocondria capta Ca” en su matriz a través del uniportador de Ca”* mitocondrial (MCU) gracias al valor
tan negativo del potencial de membrana de la mitocondria (-180 mV). En cambio, el ca™ es
transportado al exterior de la matriz mitocondrial por medio de los intercambiadores Na+/CaZ+ (mNCX) y
H*/Ca” (mHCX). En el citosol se encuentran proteinas de unién a Ca’* que controlan, también la [Ca*]..
RE: reticulo endopldasmico. AG: aparato de Golgi. mit: mitocondria. Figura modificada de Carafoli, 2002.
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La participacién del Ca** en numerosos procesos celulares implica que la alteracién de
su homeostasis es responsable de la aparicién de infinidad de patologias (Brini et al., 2012). Asi
por ejemplo, la expresién anormal de la SERCA da lugar a una alteracién en la acumulacion de
Ca”* en los depdsitos que va a conducir a un fallo cardiaco al disminuir la capacidad contractil
de los miocitos (del Monte et al., 2001). También, el remodelado vascular que tiene lugar
durante el desarrollo de la aterosclerosis y la reestenosis estd caracterizado por cambios que
afectan a infinidad de transportadores de Ca®** como VOCs y SOCs (Beech., 2007; Muioz et al.,
2013). La enfermedad de Alzheimer, por otro lado, estd relacionada con una serie de
alteraciones en las que se encuentran implicadas diversas proteinas relacionadas con la
sefializacion de Ca®, como los receptores de glutamato, las presenilinas (Paula-Lima et al.,
2013) y los VOCs. Estos ultimos estdn implicados, también, en otras enfermedades
neurodegenerativas como la demencia vascular y la enfermedad de Parkinson (Yagami et al.,
2012). Por ultimo, el papel del Ca** en procesos como la proliferacidn, la migracién, la invasion,
la angiogénesis y la apoptosis no dejan lugar a dudas de su directa implicacion en el desarrollo
del cancer, caracterizado en muchos casos por un remodelado de los distintos sistemas de

transporte del Ca** en la célula entre los que destacan los SOCs (Monteith et al., 2012).

3. Sistemas de transporte de Ca** en la célula

3.1. Membrana plasmatica
3.1.1. Canales de Ca** de la membrana plasmatica

La membrana plasmatica constituye una barrera entre el medio extracelular y el
citosol, lo que va a permitir que la concentracién de Ca” sea hasta 20.000 veces mayor en el
primero que en el segundo (Clapham, 2007). Por tanto, una forma de incrementar la
concentracién de Ca** intracelular tras la llegada de un estimulo a la célula va a ser a través de
la entrada de Ca’" desde el exterior. Esta entrada se va a materializar por la existencia de
canales de Ca’* en la membrana plasmatica. Los canales de Ca’* se caracterizan por ser
proteinas transmembranales ubicuas que permiten el flujo selectivo a Ca** a favor de gradiente
electroquimico. Como mencionamos anteriormente, estos canales se pueden clasificar de
acuerdo a su mecanismo de activacién principalmente en canales de Ca** operados por voltaje,

por receptor, por segundo mensajero o por depdsitos (Fig. 5) (Parekh y Putney, 2005).
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Figura 5. Canales de Ca>* de la membrana plasmatica. Los canales de Ca”* operados
por voltaje (VOC) son activados mediante la despolarizacion de la membrana, los
canales de Ca”* operados por receptor (ROC), por la unién de un agonista (AG), los
canales de Ca* operados por segundo mensajero, por la accion de mensajeros
intracelulares como nucledtidos ciclicos y compuestos derivados del metabolismo
lipidico y los canales de ca® operados por depdsitos (SOC), por el vaciamiento de los
depdsitos intracelulares de ca™.

3.1.1.1.Canales de Ca** operados por voltaje (VOCs)

Los canales de Ca®* operados por voltaje estan regulados por variaciones en el
potencial de membrana de la célula. En general, permanecen cerrados cuando la membrana
estd hiperpolarizada y se abren con su despolarizacién. Estos canales se expresan
principalmente en células excitables, pero también, aparecen en células no excitables. Entre
las células excitables destacan las células del musculo esquelético, cardiaco y liso donde tienen
un papel clave en la contraccion muscular, asi como las neuronas donde participan en Ila
transmisién sinaptica. Ademas, aparecen expresados en células endocrinas donde son
importantes en la entrada de Ca®* que desencadena la secrecién hormonal. También, llevan a
cabo procesos como la regulacién de la actividad enzimatica y la expresion génica en algunos

tipos celulares (Catterall, 2011).

Los canales que median la entrada de Ca’" operada por voltaje (VOCE; del inglés,
Voltage-Operated Ca** Entry) pueden clasificarse desde un punto de vista funcional en: canales
de bajo y alto umbral de activacion. Los primeros, denominados tipo T (transitorios), son
activados desde potenciales de membrana bastante negativos por pequeiias
despolarizaciones. Por el contrario, los segundos se activan desde potenciales menos negativos
que los anteriores y requieren una despolarizacion mas intensa. Pueden ser tipo L (de larga
duracién), N (neuronal), P (en células de Purkinje), Q o R (residual). En el sistema

cardiovascular los canales tipo L son esenciales para la contraccion muscular (Catterall, 2000).
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Los canales tipo T, en cambio, parece ser que participan en la proliferacién en diferentes
tejidos (Kuga et al., 1996; Li et al., 2005; Lory et al., 2006;).

A nivel molecular, estos canales de Ca®* constituyen complejos de cuatro o cinco
subunidades distintas codificadas por multitud de genes. La subunidad mds caracteristica es la
a4, de alto peso molecular, en torno a los 200 kDa. Se trata de la subunidad que forma el poro
del canal, incorporando, ademas el sensor de voltaje en el segmento S4, el cual permite la
apertura del canal tras la despolarizacién, asi como muchos de los sitios de regulacién por
segundos mensajeros, farmacos y toxinas. Hay varias subunidades a,; que estan codificadas por
al menos 10 genes y van a permitir clasificar a los canales en tres grupos principales: Cavl (tipo
L), Cav2 (tipo N, P, Q/R) y Cav3 (tipo T). Asi, por ejemplo, Cavl.2 (tipo L) posee una subunidad
04, mientras que Cav3.1 (tipo T) presenta una subunidad a;c. También, la mayoria presentan
una subunidad B intracelular, asi como una a,, situada en el lado extracelular, y una & que
atraviesa la membrana. Por ultimo, en el musculo esquelético ha sido encontrada una

subunidad y que pertenece a este tipo de canales (Fig. 6) (Catterall et al., 2005).
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Figura 6. Estructura de los canales de ca”* operados por voltaje (VOCs). El poro del
canal lo forma la subunidad a; que se compone de 4 dominios homdlogos (I-1V)
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formados cada uno por 6 hélices transmembrana (S1-S6). En el lado extracelular de la
membrana plasmatica se encuentra la subunidad a, y en el lado citosdlico, la
subunidad B. Ademas de la subunidad al, en la membrana plasmatica aparecen
insertadas la subunidad y y 6. Figura adaptada de Gurkoff et al., 2013.

La alteracidn de la entrada de Ca®* a través de los VOCs puede dar lugar al desarrollo
de diferentes patologias. Asi, parecen estar relacionados con enfermedades cardiovasculares
como la aterosclerosis (Beech, 2007) y las arritmias cardiacas (Venetucci et al., 2012). También,

pueden cursar con enfermedades neurodegenerativas entre las que destacan la enfermedad
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de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson (Yagami et al., 2012). Por otra parte, se ha
sugerido un papel en desdrdenes neuroldgicos como la esquizofrenia y la epilepsia (Siwek et
al., 2012). Ademas, se ha observado una elevada expresion tanto de los canales tipo L como de
los tipo T en algunos tumores, lo que sugiere que pueden tener un papel en la tumorogénesis
(Wang et al., 2000; Taylor et al., 2008).

3.1.1.2.Canales de Ca>* operados por receptor (ROCs)

Los canales de Ca®* operados por receptor permiten la entrada de Ca®* al citosol como
consecuencia de la unién de un agonista externo, generalmente una hormona o un

neurotransmisor (Sage, 1992; Berridge, 2014).

Entre los ROCs destacan los receptores purinérgicos P2X que permiten la entrada de
Ca’* tras la unién extracelular de su agonista, el ATP. El incremento de Ca”* promovido por
estos canales esta estrechamente relacionado con la exocitosis y la secrecion celular (Miklav et
al., 2013). Estan ampliamente distribuidos, por lo que se han descrito funciones en neuronas,
células gliales, hueso, musculo, endotelio, epitelio y células hematopoyéticas. Parecen estar
involucrados en la propagacion del impulso nervioso y, también, en la contraccién muscular
(Erb et al., 2006). Estos canales tienen un papel importante en patologias como la enfermedad
inflamatoria intestinal, diabetes, isquemia, incluso en el desarrollo del cancer (Burnstock,
2013) Ademas, participan en patologias del sistema nervioso como la enfermedad de Azheimer

y la de Parkinson (Diaz-Hernandez et al., 2012).

Los receptores ionotrépicos nicotinicos se activan por la unién de la acetilcolina y de
otros agonistas como la nicotina que les da su nombre. Son importantes tanto en la
transmisién sindptica como en la unidn neuromuscular, pero, también, participan en otras
funciones en células no excitables como en la inmunidad (Berridge, 2014). Estos receptores
estan implicados en la esquizofrenia, epilepsia y también, en la enfermedad de Alzheimer
(Stenlein y Bertrand, 2008). Ademas, se ha relacionado con el desarrollo de cancer de pulmon

y la adiccidn a la nicotina (Ambrosi y Becchetti, 2013).

Otros canales pertenecientes al grupo de los ROCs es la familia de receptores
ionotrépicos del glutamato, los cuales se van a clasificar dependiendo del agonista que los
active en receptores AMPA, NMDA o de kainato. Los receptores de glutamato llevan a cabo la
transmisién sinaptica excitatoria rdpida y se expresan en neuronas y otras células del sistema
nervioso central. Regulan un amplio espectro de procesos localizados en el cerebro, la espina
dorsal, retina y en el sistema nervioso periférico. Estos canales participan en numerosas
patologias nerviosas como son la enfermedad de Alzheimer, demencia vascular y enfermedad

de Parkinson (Traynelis et al., 2010).
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3.1.1.3.Canales de Ca>* operados por segundo mensajero (SMOCs)

Los canales de Ca** operados por segundo mensajero se activan a través de una sefial
difusible intracelular (Sage, 1992). Este grupo de canales pueden activarse por medio de
nucleétidos ciclicos y mensajeros lipidicos como el diacilglicerol y acido araquidénico (Parekhy
Putney et al., 2005).

Los canales activados por nucledtidos ciclicos juegan un papel importante en la
transduccion sensorial de sefiales visuales y olfatorias por lo que se ha observado su expresion
tanto en los bastones de la retina como en los cilios olfatorios. Ademas, se expresan en otros
drganos como el cerebro, los testiculos y en el rifidn. Se han relacionado con enfermedades

como la retinitis pigmentosa y la acromatopsia (Berridge., 2014).

Algunos TRPCs como el TRPC2, TRPC3, TRPC6 se han considerado SMOCs, ya que en
células nerviosas (neuronas y astrocitos) se ha observado que estan regulados por diacilglicerol
de manera independiente a la PKC (Grimaldi et al., 2003; Lucas et al., 2003; Beskina et al.,
2007). También, TRPC7 ha sido propuesto como un canal activado por diacilglicerol. Este canal
presenta una gran homologia con TRPC3 y TRPC6 y se expresa ampliamente en el sistema

nervioso central, asi como en algunos tejidos perifércos (Zhang y Trebak, 2014).

Los canales regulados por acido araquiddnico han sido identificados en células
parétidas y acinares pancredticas (Berridge, 2014). Aunque la entidad molecular de estos
canales todavia esta por dilucidar en los ultimos afios se ha propuesto que ORAI1 y ORAI3,
canales de Ca®* con una clara participacién en la ECC, como posibles componentes del canal

activado por acido araquiddnico (Shuttleworth, 2009).

3.1.1.4.Canales de Ca>* operados por depésitos (SOCs)

Los canales de Ca** operados por depdsitos se activan como consecuencia de una
disminucién del contenido de Ca** de los depdsitos, en concreto del RE. La entrada de Ca* a
través de este mecanismo se creyd que era principalmente para asegurar los niveles de Ca**
del RE tan necesario en la sintesis y el plegamiento de las proteinas. Asi, una bajada
prolongada en los niveles de Ca®* del RE puede provocar estrés de reticulo y apoptosis. Sin
embargo, mas tarde, se ha observado que el Ca** que entra en la célula a través de estos
canales estd implicado en la sefalizacion de distintos procesos. Entre las funciones de los SOCs
destacan la exocitosis, regulacién de la actividad enzimatica, transcripcidon de diversos genes y
la proliferacién y la apoptosis. Los SOCs estan ampliamente distribuidos y parecen tener un
papel esencial en la fisiologia de las células eucariotas. Se expresan tanto en células excitables
como en no excitables, pero en estas Ultimas constituyen el mecanismo de entrada de Ca*

mas importante (Parekh y Putney, 2005).
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Estos canales se pueden clasificar por sus caracteristicas electrofisiolégicas en dos
grandes grupos. El mejor caracterizado es el de los canales CRAC (del inglés, Ca®* release-
activated channel) que permiten el paso de la corriente I, caracterizada por su
independencia del voltaje, baja conductancia vy alta selectividad a Ca®* (Hoth y Penner, 1992).
La entidad molecular de las proteinas que median la I, ha sido descubierta varios afios
después a la caracterizacién de la corriente y corresponde a las proteinas STIM y ORAI (Peinelt
et al., 2006; Prakriya et al., 2006). Otro grupo de canales seria los que median una corriente
diferente a Icrac, que se caracteriza por su baja selectividad a Ca”. Entre estos canales estarian
involucrados varios integrantes de la superfamilia de los TRPs (Salido et al., 2009). Las

caracteristicas de los SOCs serdan ampliamente tratadas en otro apartado mas adelante.

La alteracién de la entrada de Ca”* a través de los SOCs esta relacionada con un gran
numero de patologias debido a su importancia funcional y su amplia distribucion. Por ejemplo,
puede dar lugar a enfermedades como pancreatitis aguda, inmunodeficiencia primaria,
neurofibromatosis y desordenes neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer.
Ademas, por su papel en proliferacién y apoptosis podria ser clave en el desarrollo de

numerosos tipos de cancer (Targos et al., 2005).

3.1.2. Sistemas de extrusiéon de Ca®* de la membrana plasmatica

La extrusion del Ca®* hacia el exterior de la célula es esencial para el mantenimiento de
la concentracién basal de Ca®* del citosol, en especial, después de la llegada de un estimulo
con el objeto de finalizar la sefalizacidn iniciada. Este cometido es llevado a cabo en contra de
gradiente electroquimico principalmente a través de dos sistemas de transporte localizados en
la membrana plasmatica. Uno es el transporte a través de las bombas Ca®*/ATPasas PMCAs y el

otro lo constituyen los intercambiadores Na*/ Ca®* y Na*/ Ca**-K" (Rizzuto y Pozzan, 2006).

3.1.2.1.Bomba Ca®*/ATPasa de la membrana plasmatica (PMCA)

La PMCA se caracteriza por permitir la salida de Ca*" hacia el exterior celular en contra
del enorme gradiente electroquimico mediante el gasto de ATP. Consume una molécula de
ATP por cada idn Ca®* que transporta. Se expresa de manera ubicua. Pertenece a la familia de
las ATPasas tipo P que se caracterizan por la formacién de un intermediario aspartil fosfato
durante la reaccion de hidrdlisis del ATP. Dentro de esta familia, se la considera miembro de la
subfamilia P,z. Presenta una alta afinidad por el Ca*, con una Ky de 0,2-0,5 KM en condiciones
Optimas de actividad (Carafoli, 1992; Brini y Carafoli, 2009).

La PMCA presenta una estructura de 10 segmentos transmembrana, con un par de

lazos intracelulares y una cola extendida en el extremo carboxilo terminal que constituye un
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dominio regulador por Ca**-CaM (Carafoli y Brini, 2000; Strehler y Zacharias, 2001; Brini y
Carafoli, 2009). Se encuentra autoinhibida y, tras una elevacién de la [Ca*'], se incrementa la
unién a CaM a través del dominio regulador que incrementa la actividad de la bomba (Strehler
et al., 2007). Las PMCAs estan codificadas por una familia de cuatro genes, ATP2B1-4, las
cuales dan lugar a las isoformas PMCA1-4. Ademds, existen aproximadamente unas 30
variantes generadas por splicing alternativo que se expresan de manera especifica en

determinados tejidos y tipos celulares (Strehler y Zacharias, 2001).

Distintas alteraciones de la PMCA han sido ampliamente relacionadas con
enfermedades como el cancer, hipertensién, neurodegeneracién, disfunciones cardiacas,
sordera y ataxia cerebelar (Giacomello et al., 2013; Brini et al., 2013). Ademas, cambios en la

expresion de la PCMA se han relacionado con algunos tipos de cancer (Lee et al., 2011).

3.1.2.2.Intercambiador Na*/Ca** (NCX)

El intercambiador Na*/Ca®* transporta Ca”" al exterior celular en contra de gradiente
electroquimico aprovechando el gradiente de Na*. En concreto, intercambia un Ca** por cada
tres Na* que se introducen al citosol a favor de gradiente electrquimico. Su afinidad por el Ca**
es unas 10 veces menor que la de la PMCA, sin embargo presenta una capacidad de transporte
mayor que ésta. De manera fisioldgica, también, tiene la capacidad de funcionar de manera
inversa, introduciendo Ca** al interior de la célula, dependiendo del gradiente electroquimico y

del potencial de membrana (Philipson y Nicoll, 2000; Philipson et al., 2002).

El intercambiador presenta 9 segmentos transmembrana con un lazo intracelular entre
el quinto y el sexto que contiene, un dominio de inactivacién por Na®*, un dominio de splicing
alternativo y dos dominios de unién a Ca**, lo que va a permitir que su funcién pueda ser
regulada, también, por este i6n. Tres genes codifican para el NCX, lo que va a dar lugar a tres
isoformas (NCX1, 2 y 3) y, ademas, existen distintas variantes de splicing para NCX1 y NCX3
(Quednau et al., 2004). Las distintas isoformas y sus variantes se expresan de manera
especifica de tejido regulando la fuerza contractil del corazén, la memoria a largo plazo del
cerebro, la presidn sanguinea, la reabsorcion de Ca* renal, la respuesta inmune, la secrecion
de insulina, incluso procesos celulares como la proliferacién y la apoptosis. Como consecuencia
de la gran cantidad de funciones en las que interviene, este tranportador se ha relacionado
con distintas patologias como arritmias, fallo cardiaco, isquemia cardiaca y cerebral, infarto e

hipertension entre otras (Khananshvili, 2013).
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3.1.2.3.Intercambiador Na*/Ca®*-K* (NCKX)

El intercambiador Na'/Ca’*-K* extrae Ca’* del citosol en contra de gradiente
electroquimico favoreciéndose de los gradientes de Na*y K*. Transporta tres iones Ca®* junto

con un i6n K* hacia el exterior celular e introduce 4 iones Na* (Altimimi y Snchetkamp, 2007).

Su estructura consiste en dos grupos de 5 segmentos transmembrana separados por
un lazo intracelular. Esta codificado por una familia de 5 genes que dan lugar a 5 isoformas y,
ademas, se han descrito diversas variantes de splicing para algunas de ellas (Altimimi y
Snchetkamp, 2007). Tienen un papel fisioldgico en distintos procesos como la vision, ya que se
expresan en conos y bastones; el olfato, la consolidacidn de la memoria y la pigmentacion de la
piel. Interviene en algunas patologias de la retina, asi como en la hipertension (Snchetkamp,
2013).

2.2. Depésitos intracelulares de Ca**

El Ca®* puede ser almacenado en el interior de determinados organulos subcelulares
que funcionan como depdsitos con el objeto de controlar y mantener baja la concentracion de
este idn en el citosol. Ademas, el Ca** contenido en los depdsitos puede ser liberado en
respuesta a numerosos estimulos desencadenando diferentes procesos. Entre los depdsitos de
Ca’* el mejor estudiado y el mayor almacén es el RE, una red de saculos y tubulos continua con
la membrana nuclear (Carafoli, 1987). El RE es capaz de alcanzar una [Ca”*], incluso, superior a
2 mM en alguna de sus regiones, pero aproximadamente la mitad del mismo presenta una
[Ca**] como maximo de 1 mM (de la Fuente et al., 2013). El Ca** contenido en el RE, ademas,
presenta un papel clave en las funciones de este compartimento, puesto que participa en el
plegado, secrecidon y modificacion postraduccional de las proteinas, en la sintesis de lipidos, en
el estrés de RE y en la sensibilidad a la apoptosis (Michalak et al., 2002; Corbett et al., 2000). El
RE en las células musculares toma el nombre de reticulo sarcopldsmico y presenta ciertas
peculiaridades adaptadas a la funcién de estas células (Sorrentino, 2004). Otro depdsito que
contribuye al incremento de la [Ca*] tras la llegada de un estimulo seria el aparato de Golgi
(Missiaen et al., 2004). Este compartimento de la via secretora puede presentar
concentraciones de Ca®* libre similares a las del RE. En células Hela se ha observado que puede
presentar una concentracion de 300 uM (Pinton et al., 1998). Por ultimo, diversos organulos
que presentan un pH acido pueden ser considerados depdsitos de Ca®*, principalmente

vesiculas de secrecidn, endosomas y lisosomas (Patel y Docampo, 2010).

El Ca”* puede ser liberado de los depdsitos principalmente a través de los receptores
de IP; (IP3Rs) y de los receptores de rianodina (RyR). Ademads, se ha descrito una salida pasiva

2 s . . s s
de Ca™ en reposo a través de los canales leak cuya identidad molecular no esté todavia clara.
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Para mantener la concentracidon de Ca?* de los depdsitos y oponerse a esa salida pasiva la

célula presenta dos tipos de bombas, la SERCA y la SPCA (Rizzuto y Pozzan, 2006).

2.2.1. Canales de Ca*" de los depésitos intracelulares
2.2.1.1.Receptores de IP; (IP;Rs)

La unién de IP; a los IPsR permite la liberacion de Ca®" desde los depdsitos al citosol. El
IP; es producido como consecuencia de la activacion de receptores acoplados a proteina G y
receptores tirosina quinasa. La estimulacién de estos receptores da lugar a la activacién de la
enzima fosfolipasa C que hidroliza el fosfatidilinositol bifosfato (PIP,) dando lugar a IP; y

ademas, a diacilglicerol (DAG) (Fig. 7) (Banerjee y Hasan, 2005).

Agonista Agonista
v v Espacio
extracelular
GPCR

Citosol

Figura 7. Activacion de la liberacion de Ca® a través del receptor de IP; (IP3R). La
estimulacion de un receptor acoplado a proteina G (GPCR) o tirosina quinasa (TKR) por la
unién de su agonista da lugar a la activacion de la fosfolipasa C (PLC). Como consecuencia, la
PLC hidroliza el fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) produciendo IP; y diacilglicerol (DAG). El 1P;
se une al IP;R lo que provoca su activacion dando lugar a la liberacién de Ca” desde los
depdsitos.

La expresidon de estos receptores en el RE estd clara, pero hay mayor controversia
acerca su existencia en otros depdsitos (Rizzuto y Pozzan, 2006). Algunos trabajos apoyan la
expresion del IPsR tanto en el aparato de Golgi (Pinton et al., 1998; Missiaen et al., 2001) como
en vesiculas de secrecién (Gerasimenko et al., 1996). Hay tres genes que codifican para los

IPsRs, lo que da lugar a tres isoformas diferentes (IPsR1, 2 y 3) con distintas variantes de
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splicing. Estos canales pueden formar tanto homotetrameros como heterotetrameros (Patel et
al., 1999; Patterson et al., 2004). La mayoria de los tipos celulares expresan mas de una
isoforma y su distribucion en el interior celular va a estar condicionada por la funcidon

fisiolégica que desempefian (Vermassen et al., 2004).

Los IPsRs presentan una estructura comun de seis dominios transmembrana (TM1-6) y
entre el TM5 y el TM6 se encuentra el dominio que forma el poro. Unido al TM1 aparece el
extremo N-terminal citosdlico caracterizado por su enorme longitud y por presentar el dominio
donde se une el IP;. Este extremo se encuentra unido al TM1 por medio de un dominio
regulador donde ciertas moléculas que modulan la liberacién del Ca** van a interaccionar con
el receptor. En su lado citosdlico, también, contiene un extremo C-terminal mas corto (Fig. 8).

El canal funcional parece estar constituido por homo y heterotetrameros (Taylor et al., 2004).

Dominio de unién a IP;

Dominio regulador

Citosol

Lumen

Poro

Figura 8. Estructura y topologia del receptor de IP; (IP3R). El IPsR se encuentra
insertado en la membrana de depdsitos de Ca”* como el RE. Presenta 6
dominios transmembrana (TM1-6) y los extremos N-terminal y C-terminal se
localizan en el lado citosdlico. El poro esta localizado entre el TM5 y TM6. En el
extremo N-terminal, se encuentra el dominio de unién a IP; y un dominio
regulador.

Ademas del IP;, se han descrito una serie de moduladores fisioldgicos del IP;R como el
ATP, el Ca®* citosdlico y luminal, especies reactivas de oxigeno (ROS) y la adenofostina. Este
ultimo consiste en un producto fungico que resulta ser unas 100 veces mas activo que el IP;. El
Ca”* citosélico puede funcionar estimulando la liberacién si su concentracién es baja, pero por
encima de 300 nM actla como inhibidor. Entre los antagonistas mejor caracterizados destacan

el 2-APB, la xetospongina y la cafeina. La actividad del IP;R puede ser, también, modulada
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mediante su fosforilacién por quinasas como las proteinas quinasa A y B (PKA y PKB). Asi, cabe
destacar la existencia de moléculas que van a regular la liberacién de Ca®" a través de estos
receptores tales como el AMPc, GMPc y la superfamilia Bcl-2 (Mikoshiba, 2007; Berridge,
2014).

Los IP3Rs van a desempeiiar un papel clave en el proceso de apoptosis. La liberacién de
Ca’* a través de estos canales y su posterior captacion por la mitocondria debido a su estrecho
acoplamiento constituye un paso determinante de numerosas sefiales apoptéticas (Hanson et
al., 2004). Como consecuencia, se ha descrito que en algunos casos una alteracion de la
liberacion de Ca®* a través de los IPsRs puede estar relacionada con una resistencia a la
apoptosis de las células tumorales durante el desarrollo del cancer (Kang et al., 2010; Zhong et
al.,, 2011). Otras enfermedades que cursan como consecuencia de alteraciones de estos
receptores son la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Huntington y la ataxia

espinocerebelar (Foskett, 2010).

2.2.1.2. Receptores de rianodina (RyRs)

El Ca®* es liberado de los depdsitos intracelulares, también, a través de otros canales
presentes en su membrana, los RyRs. Su nombre se debe a que estos canales tienen la
caracteristica de unirse fuertemente a un alcaloide denominado rianodina que a bajas
concentraciones estimula la liberacién de Ca**, pero a altas, la inhibe (Meissner et al., 1986).
Estos canales se expresan casi exclusivamente en el RE, no hay evidencias claras de su
existencia en otros depdsitos intracelulares de Ca®*, excepto en granulos de secrecién de
insulina (Mitchell et al., 2001; Mitchell et al., 2003; Rizzuto y Pozzan, 2006).

Estos canales se caracterizan por presentar un alto peso molecular, >2000 KDa. Hay
tres isoformas de RyRs (RyR1, 2 y 3) codificadas por tres genes independientes que presentan
una distribucion especifica de tejido (Sorrentino, 1995). RyR1 se expresa principalmente en
musculo esquelético, aunque aparece, también, en otros tipos celulares como en el cerebelo
(Kuwajima et al., 1992) y en linfocitos B (Sei et al., 1999). RyR2 se expresa en el musculo
cardiaco (Otsu et al., 1990) y en menor cantidad, en cerebro (Furuichi et al., 1994). En cambio,
RYR3 aparece expresada en menor proporcion en numerosos tejidos como el musculo y en

neuronas, en combinacién con las otras dos isoformas (Sorrentino y Volpe, 1993).

Las tres isoformas presentan una estructura similar con una homologia de
aproximadamente un 65%. Esta consiste en una regién transmembrana con cinco o seis hélices
o localizada en el extremo C-terminal que forma el poro del canal y que constituye
aproximadamente una quinta parte del canal. En su lado citosdlico posee un extremo N-
terminal bastante largo que contiene un dominio regulador donde se pueden unir una amplia

cantidad de moléculas que modulan la actividad del canal. El canal funcional se encuentra
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formado por cuatro subunidades iguales dando lugar a un homotetramero (Hamilton vy
Serysheva, 2008; Lanner et al., 2010).

El Ca’* es uno de los agonistas fisiolégicos de los RyRs mejor caracterizados, puesto
que lleva a cabo un mecanismo de activaciéon denominado liberacién de Ca®* inducida por Ca**
(CICR; del inglés, Ca*-induced Ca** release) (Ma et al., 1988; Gyorke et al., 1994; Hamilton,
2005). El incremento de Ca** que activa CICR esta mediado por VOCs en las células musculares
y es clave en el proceso de contraccion (Cheng y Wang, 2002). En las neuronas dicho aumento
de Ca®* es llevado a cabo, también por los VOCs (Berrout e Isokawa, 2009), pero ademas,
puede producirse a través del receptor de NMDA (Raymond y Redman, 2006). Otros agonistas
capaces de activar los RyRs son la cafeina, el ATP, la ADP ribosa y el dxido nitrico (Hamilton,
2005). Ademas, el receptor de dihidropiridinas, la CaM, la PKA y algunas FKBPs (del inglés,
FK506-binding proteins) pueden modular la liberacién de Ca** actuando sobre los RyRs (Lanner
et al., 2010).

La importancia de los RyRs en el proceso de excitacién-contraccion de las células
musculares nos lleva a pensar a que alteraciones en estos canales pueden dar lugar a una serie
de enfermedades relacionadas entre las que destacan la hipertermia maligna y las arritmias
cardiacas. Ademas, se ha descrito que la expresion alterada de algunas de sus isoformas puede

cursar con la enfermedad de Alzheimer (Amador et al., 2013).

2.2.2. Bombas de Ca*" de los depésitos intracelulares
2.2.2.1. ATPasa de Ca** del reticulo sarco/endoplasmico (SERCA)

La SERCA es una ATPasa tipo P englobada dentro de la superfamilia P,,. Es capaz de
introducir dos iones Ca®* en el interior de los depdsitos intracelulares por cada molécula de
ATP hidrolizada, puesto que presenta dos sitios de transporte de Ca*", lo que la diferencia de
otras ATPasas de Ca”" (Toyoshima, 2009). Se expresa principalmente en el RE, pero también,
aparece en el aparato de Golgi, tanto en el cis como en el Golgi intermedio (Van Baelen et al.,
2004).

Su estructura se puede dividir en tres partes principales, una gran cabeza en el lado
citosolico unida por un tallo a la regidon transmembrana de la proteina. Tan solo presenta
algunos lazos en su lado luminal. Contiene tres dominios principales tipicos de las ATPasas tipo
P en su cabeza citosélica: un dominio de unién a nucleétidos, otro de fosforilacion y otro de
actuacién, que va a catalizar la desfosforilacion del segundo. Su regién transmembrana esta
formada por diez hélices hidrofébicas que anclan la proteina a la membrana y que van a
formar el poro a través del cual entra el Ca®* en el depdsito. En esta region, también, se
encuentran los dos sitios de unién a Ca** (Fig. 9) (Toyoshima et al., 2000; Martonosi y Pikula,
2003; Vandecaetsbeek et al., 2011).
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Figura 9. Estructura y topologia de la SERCA. La SERCA se encuentra insertada en la
membrana del RE y del aparato de Golgi. La regidn transmembrana se compone de
10 hélices a (TM1-10). En su lado citosdlico, contiene un dominio de actuacion
formado por el extremo N-terminal y el lazo que une el TM2 y el TM3, asi como un
dominio de unidn a nucledtidos y otro de fosforilacion situado entre el TM4 y TM5.

La familia de las SERCAs esta codificada por tres genes distintos, los cuales van a dar
lugar a tres isoformas: ATP2A1 que codifica para la SERCA1, ATP2A2, para la SERCA2, y
ATP2A3, para la SERCA3 (Brini y Carafoli, 2009). La SERCA1 parece expresarse en casi todas las
fibras de musculo esquelético de contraccién rdpida de todos los vertebrados. Presenta dos
variantes de splicing, SERCAla y SERCAlb. La SERCAla parece hallarse tan solo en musculo
neonatal o regenerado (Zador et al., 2007). Presenta cuatro variantes, SERCA2a-d. La SERCA2a
se expresa principalmente en musculo esquelético de contraccidn lenta, en musculo cardiaco y
en menor proporcion en musculo liso y en neuronas. La SERCA2b es la variante con mayor
afinidad por el Ca** y es considerada como housekeeping, puesto que aparece en todos los
tejidos. Las SERCA2c (Dally et al., 2006) y SERCA2d (Kimura et al., 2005) se expresan en
corazon, pero podrian aparecer en otros tejidos dado que su descubrimiento es bastante
reciente. Por ultimo, la expresién SERCA3 es especifica de tejido y, ademas, dependiente del
estado de diferenciacién celular. Aparece en células sanguineas como linfocitos y mastocitos,
en células endoteliales, en células epiteliales del intestino o del tracto respiratorio y en células
de Purkinge. De esta isoforma se han encontrado seis variantes de splicing, SERCA3a-f
(Vandecaetsbeek et al., 2011).

Se tiene constancia de varios inhibidores selectivos de la SERCA como son la
tapsigargina, la 2,5-di(tert-butil)-1,4-benzohidroquinona (TBH) y el acido ciclopiazénico (CPA;
del inglés, cyclopiazonic acid). La tapsigargina fue identificada en la planta Thapsia garganica y
se trata de un inhibidor irreversible que estabiliza a la SERCA en una conformacion con baja

afinidad para el Ca**. En cambio, la TBH y el CPA son inhibidores reversibles de menor afinidad
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que la tapsigargina. Estos inhibidores son ampliamente utilizados en el estudio de la sefial de
Ca” (Michelangeli y East, 2011). Especialmente son usados para activar la entrada de Ca**
operada por depésitos, ya que permiten el vaciamiento pasivo de los depésitos

independientemente del IP3R.

Existen numerosas patologias en las que se ve afectada la SERCA. Su papel
fundamental en el tejido muscular perteneciente a distintos érganos puede dar lugar al
desarrollo de diferentes desdrdenes relacionados con la alteracién de su funcidn. Asi por
ejemplo, la importancia de la SERCA en el musculo cardiaco implica que su alteracién puede
producir hipertrofia cardiaca o fallo cardiaco (Kranias y Bers, 2007). En cuanto a las patologias
relacionadas con el musculo liso vascular parece estar relacionada con enfermedades como la
aterosclerosis (House et al., 2008). Por otra parte, se ha observado que la disfuncién de la

SERCA, ademas, ocurre en diversos tipos de cancer (Monteith et al., 2007).

2.2.2.2.ATPasa de Ca>* de la via secretora (SPCA)

La SPCA es una ATPasa tipo P perteneciente a la subfamilia P, al igual que la SERCA. Se
diferencia de ésta en que transporta un solo i6n Ca”* por molécula de ATP hidrolizada y que,
ademas, transporta Mn?* (Wuytack et al., 2002; Brini y Carafoli, 2009; Vangheluwe et al.,
2009). La SPCA se expresa en todas las regiones del aparato de Golgi, inlcuyendo el trans-Golgi
(Missiaen et al., 2007), y en vesiculas de secrecion (Mitchell et al., 2001). Como su propio

nombre indica, es la principal bomba de Ca** de los compartimentos de la via secretora.

La estructura de la SPCA es similar a la de la SERCA. La principal diferencia reside en
que en su dominio transmembrana contiene tan solo un sitio de unién a Ca** correspondiente
al sitio Il de la SERCA con ligeras diferencias para permitir, también, el transporte de Mn** (Wei
et al., 2000; Van Baelen et al., 2001).

Las SPCAs estan codificadas por dos genes independientes: ATP2C1 que da lugar a la
SPCA1 y ATP2C2 que codifica para la SPCA2 (Vandecaetsbeek et al., 2011). La SPCA1 se expresa
en todo tipo de tejidos, por lo que es considerada un housekeeping. En humanos muestra
cuatro variantes de splicing, SPCAla-d que solo difieren en su extremo carboxilo terminal
(Fairclough et al., 2003). En cambio, la expresién de SPCA2 es mas restrigida, por lo que puede
que lleve a cabo funciones fisioldgicas mas especializadas. Esta isoforma, aparece expresada
en el tracto digestivo, en la traquea, en el tiroides, en glandulas salivares, en la prdstata y en
glandulas mamarias (Vanoevelen et al., 2005). En estas ultimas, se sobreexpresa durante el

periodo de lactancia atendiendo a una actividad secretora mayor (Faddy et al., 2008).

La patologia mas cldsica asociada a una alteracion de la SPCA es la enfermedad de

Haley-Haley en la que se ve afectada la piel por una mutacién en el gen ATP2C1 (Hu et al.,
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2000). Otra enfermedad que se ha relacionado con la SPCA es el trastorno especifico del
lenguaje (Newbury et al., 2009). También, ha sido relacionada con el cdncer (Feng y Rao,
2013).

2.3. Mitocondria

La mitocondria se trata de un organulo subcelular delimitado por dos membranas, la
membrana mitocondrial interna y la externa, cada una con un papel bien distinto. Ambas van a
dar lugar a dos compartimentos, la matriz mitocondrial y el espacio intermembrana. Desde un
punto de vista histdrico, la mitocondria ha sido considerada como un organulo productor de
energia, puesto que en su interior se llevan a cabo el ciclo de Krebs y la fosforilacién oxidativa
gue van a permitir la sintesis aerdbica del ATP. Ademas de esta caracteristica, en las ultimas
décadas se ha puesto de manifiesto su capacidad para captar Ca** y, como consecuencia, la
implicacion en la regulacion de la homeostasis de este idn (Deluca y Engstrom, 1961; Vasington
y Murphy, 1962; Contreras et al., 2010). La entrada de Ca’* hacia la matriz mitocondrial se
produce gracias a que el potencial de membrana mitocondrial (AW ;) es aproximadamente de
-180 mV (Pozzan et al., 2000), por lo que tiene lugar a favor de gradiente fundamentalmente
eléctrico. El AW, es consecuencia del flujo de H" a través de la membrana mitocondrial
interna generado por la cadena de transporte electrénica. La acumulacién de H* en el espacio
intermembrana permite que se genere un gradiente de H" aprovechado por la ATP sintasa para

obtener energia en forma de ATP (Mitchell y Moyle, 1967).

El Ca** captado por la mitocondria permite regular procesos que tienen lugar en este
organulo, entre los que destaca la produccién de energia de la célula necesaria para llevar a
cabo innumerables procesos fisioldgicos. Esta particularidad se debe a que la actividad de tres
deshidrogenasas de la matriz depende del Ca** captado por la mitocondria. Asi, la piruvato
deshidrogenasa esta regulada por una fosfatasa dependiente de Ca®*. Ademas, tanto la a-
cetoglutarato deshidrogenasa como la isocitrato deshidrogenasa dependen directamente de
este ion. Estas enzimas van a catalizar reacciones que producen el NADH necesario para la
sintesis de ATP mediante fosforilacion oxidativa (McCormack y Denton, 1979; Jouaville et al.,
1999). Asimismo, el Ca’* puede regular el metabolismo mitocondrial a través de los
intercambiadores de aspartato/glutamato que se encuentran en la membrana interna
mitocondrial. En respuesta a un incremento de la concentracidn de Ca®" se puede incrementar

el transporte de metabolitos necesarios para la sintesis de ATP (Lasorsa et al., 2003).

La mitocondria, ademds, puede regular numerosos procesos fisiolégicos actuando
como tampdn de Ca”*. Esta funcidn se basa en la existencia de zonas de proximidad entre el RE
y la mitocondria y entre ésta ultima y la membrana plasmdatica donde se pueden llegar a
generar microdominios de Ca*". En estos lugares la mitocondria puede regular tanto la
liberacién de Ca®* a través de los IPsRs (Jouaville et al., 1995) y de los RyRs (Pacher et al., 2002)
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como la entrada de Ca®* desde el exterior celular a través de canales como los SOCs (Hoth et
al., 1997) y los VOCs (Wu et al., 1999). Por tanto, la mitocondria puede regular la actividad de
diferentes canales de Ca®* controlando la distribucion espacial y temporal de los incrementos
de la concentracién de Ca®* (Rizzuto y Pozzan, 2006). Existen evidencias de que las
mitocondrias se distribuyen de forma especifica en la célula para evitar que los incrementos de
Ca” se extiendan hacia determinadas localizaciones quedéndose concentrados en una regién
especifica (Rizzuto et al., 2012). Esto ocurre en el caso de algunas células polarizadas como en
las neuronas donde las mitocondrias se encuentran préximas a los receptores de NMDA en los
terminales sinapticos (David y Barrett, 2003; Sung et al., 2008) y en las células acinares
pancreaticas donde aparecen en mayor proporcion aislando la regidn secretora (Tinel et al.,
1999).

Otra de las funciones de la captacion de Ca** mitocondrial es el control de la
supervivencia celular (Rizzuto et al., 2012). Una sobrecarga de Ca** por parte de la mitocondria
puede provocar la apertura del poro de permeabilidad transitoria (PTP; del inglés, permeability
transition pore) y la liberacidén a través de éste de nucledtidos de pirimidina y citocromo c, lo
que da lugar a la muerte celular por apoptosis o necrosis (Kroemer et al.,, 2007). Esta
sobrecarga de Ca** en la mitocondria puede producirse por diferentes sefiales como son la
isquemia o la excitotoxicidad neuronal que van a desencadenar la necrosis o un estrés
oxidativo que puede provocar apoptosis. Ademas, el Ca** que entra en la mitocondria puede
regular la supervivencia celular a través de la autofagia, un proceso que tiene lugar en
condiciones de baja produccién de energia por parte de la mitocondria (Decuypere et al.,
2011b).

La entrada de Ca®* en el interior de la mitocondria tiene lugar, primero, a través de la
membrana mitocondrial externa. El paso a través de esta barrera es posible debido a la
existencia en la misma de canales anidnicos dependientes de voltaje (VDACs; del inglés,
voltage-dependent anion channels). Estos canales no solo permiten el paso de Ca** hacia el
espacio intermembrana, sino que dejan pasar solutos de hasta 5 KDa. El transporte de Ca®*
hacia la matriz mitocondrial es llevado a cabo por el uniportador de Ca®* mitocondrial (MCU),
un canal selectivo a Ca®" localizado en la membrana mitocondrial interna. En cambio, la salida
de Ca® de la mitocondria se produce al menos a través de dos intercambiadores catiénicos
situados, también, en la membrana mitocondrial interna, el intercambiador mitocondrial
Na*/Ca** (mNCX) vy el intercambiador mitocondrial H*/Ca** (mHCX). EI Ca** podria salir de la
mitocondria, ademas, a través del PTP, el cual tiene un papel relevante en la muerte celular
(Fig. 10) (Rizzuto et al., 2012).
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Figura 10. Sistemas implicados en el transporte de Ca’* en la mitocondria. En la
membrana mitocondrial externa (MME) se encuentra situado el VDAC (canal anidnico
dependiente de voltaje) que permite el paso de Ca® a través de la primera barrera
mitocondrial, ademds de transportar diversos solutos. En la membrana mitocondrial
interna (MMI) aparece el uniportador de Ca** mitocondrial (MCU) que transporta Ca’*
hacia la matriz mitocondrial a favor de gradiente gracias al valor de potencial mitocondrial
(AW;=-180 mV). El MCU esta regulado por diversas proteinas entre las que destaca
MICU1. Ademas, en la MMI se encuentran dos sistemas que transportan Ca” hacia el
espacio intermembrana, el intercambiador HJ'/Ca2+ (mHCX) vy el intercambiador Na+/Ca2+
(mNCX). El Ca2+, también, puede ser transportado desde la matriz mitocondrial hacia el
citosol a través del poro de permeabilidad mitocondrial (PTP).

En un principio la mitocondria fue propuesta como depésito de Ca** intracelular, pero
hoy en dia se ha desestimado esta posibilidad. Es cierto que la mitocondria puede alcanzar una
concentraciéon de Ca** del orden de decenas o incluso de centenas de pM, pero tan solo de
manera transitoria (Montero et al., 2000). Ademas, no podemos considerar que la mitocondria
acumule Ca®* en su interior para su posterior liberacidén en respuesta a un estimulo como
puede ocurrir en el caso del RE. Este ultimo compartimento presenta canales que permiten la
salida regulada de Ca®" a favor de gradiente electroquimico, lo que no ocurre en el caso de la

mitocondria (Rizzuto y Pozzan, 2006).

2.3.1. Uniportador de Ca** mitocondrial (MCU)

El MCU permite el paso de Ca’" hacia la matriz de la mitocondria a través de la
membrana mitocondrial interna. Se caracteriza por su alta selectividad y por su baja

conductancia a Ca** (Kirichok et al., 2004). Se expresa en todos los tejidos de vertebrados.
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Ademas, es inhibido por rojo de rutenio y lantanidos. Presenta baja afinidad por el Ca*', ya que
su Ky estd en torno a 10-20 uM (Gunter y Gunter, 2001). Por tanto, en condiciones fisioldgicas,
donde la concentracidn de Ca®* es aproximadamente 100 nM, la captacidn de Ca®* a través del
MCU solo es posible debido a la existencia de microdominios. Asi, en lugares en los que la
mitocondria estd proxima a canales de Ca®* tanto de los depdsitos como de la membrana
plasmatica se forman microdomios donde la concentracién de Ca** alcanza niveles que

permiten la entrada de este i6n a través del MCU (Rizzuto et al., 1993).

La identidad molecular del MCU ha sido recientemente descubierta, después de varios
afios discutiendo acerca de esta cuestién, proponiendo infinidad de candidatos. Se trata de
una proteina de 40 kDa codificada por el gen CCDC109A. Consta de dos dominios
transmembrana altamente conservados separados por un pequefio lazo rico en residuos

cargados negativamente (Baughman et al., 2011; De Stefani et al., 2011).

Antes de ser identificado el MCU, fue descubierta otra proteina que interactia con
este canal y que constituye un elemento regulador del mismo, la proteina MICU1 (del inglés,
mitochondrial Ca’* uptake 1) (Perocchi et al., 2010). La funcién de MICU1 actualmente es
motivo de controversia. Puede que regule la entrada de Ca®* en la mitocondria de manera
diferente dependiendo de la concentracién de Ca®" citosdlica (de la Fuente et al., 2014). De
esta forma, en el estado basal MICU1 actuaria reduciendo la entrada de Ca®* a través del MCU
(Mallilankaraman et al., 2012), sin embargo cuando aumenta la concentracién de Ca** en el
citosol tras la estimulacidon con un agonista parece incrementar la captacién de Ca®*
mitocondrial (Perocchi et al., 2010; Csordas et al., 2013). Ademas, existen otra serie de
proteinas descubiertas muy recientemente que han sido relacionadas con la regulacién de la
captacion de Ca’" mitocondrial a través del MCU cuya funcién todavia es objeto de estudio.
Por tanto, ademds de MICU1, se ha descrito que el MCU interacciona con MICU2 (del inglés,
mitochondrial Ca** uptake 2), MCUb (del inglés, mitochondrial Ca®* uniporter b), EMRE (del
inglés, essential MCU regulator) y MCUR1 (del inglés, mitochondrial Ca** uptake regulator 1).
Parece que todas estas proteinas, a excepcidn de la ultima, se encuentran asociadas formando

parte de un complejo macromolecular (Marchiy Pinton, 2014).

La alteracién de la entrada de Ca®" en la mitocondria a través del MCU puede dar lugar
a varias enfermedades. Asi, por ejemplo, el MCU ha sido relacionado con el cancer, ya que su
expresion se ha visto reducida en muestras de adenocarcinoma de colon (Marchi et al., 2013).
Por otra parte, se ha observado que un incremento en la captacién de Ca®* a través del MCU
parece tener un papel clave en la muerte de las células de miocardio, la cual puede dar lugar a
un fallo cardiaco. Este hecho es consecuencia de que el aumento de la entrada de Ca*" supone
un incremento de la actividad de la proteina quinasa Il dependiente de Ca’*-calmodulina
(CaMKII; del inglés, Ca**~calmodulin-dependent protein kinase 1) (Joiner et al., 2012). Ademds,
al parecer la alteracion de los reguladores del MCU, también, puede conducir a un estado

patoldgico. En el caso de MICU1, mutaciones que provocan una pérdida de su funcion dan
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lugar a una enfermedad caracterizada por una miopatia proximal, dificultades en el

aprendizaje y un desorden del movimiento extrapiramidal (Logan et al., 2014).

2.3.2. Intercambiadores mitocondriales de Ca**

El marcado caracter negativo del potencial de membrana mitocondrial permitiria a la
mitocondria alcanzar una concentracién de Ca** en el equilibrio de 0,1 M (Pozzan et al., 2000).
Sin embargo, esta concentraciéon nunca se alcanza debido en parte a la presencia de dos
sistemas de extrusion de Ca®* en la mitocondria en contra de gradiente electroquimico. El
primer sistema que transporta Ca’* fuera de la mitocondria se trata del intercambiador
Na*/Ca®* mitocondrial (MNCX) encontrado de manera predominante en tejidos excitables.
Permite la salida de un ié6n Ca** por la entrada de tres iones Na®, por tanto, constituye un
sistema electrogénico (Brierley et al., 1994). Este intercambiador se ha identificado como el
NLCX, una isoforma del NCX de la membrana plasmatica (Palty et al., 2010). El segundo
sistema de extrusion es el intercambiador H*/Ca®* mitocondrial (mHCX) cuya identidad
molecular ha sido identificada como la proteina LETM1 (Jiang et al., 2009). Se encuentra con
mayor frecuencia en tejidos no excitables e intercambia 1 ién Ca** por 2 6 3 H* (Puskin et al.,
1976).

LETM1 ha sido relacionado con el desarrollo del cancer escamoso de cabeza y cuello
(Chen et al., 2014b), asi como con el cancer de mama triple negativo (Wang et al., 2015a).
Ademas, se ha descrito que una deleccién en el gen de LETM1 da lugar al sindrome de Wolf-
Hirschhorn que se caracteriza por defectos craniofaciales, retraso mental y del crecimiento e

hipotonia muscular (Jiang et al., 2013).

4. Entada capacitativa de Ca** (ECC)

La historia de la entrada capacitativa de Ca** (ECC) o entrada de Ca*" operada por
depdsitos (SOCE; del inglés, store operated calcium entry) comienza en los afios 80 cuando
mediante técnicas de imagen se observa una relacién entre la produccidn de IP; que tiene
lugar tras la llegada de un estimulo a la célula y la entrada de Ca* a través de la membrana
plasmatica (Berridge et al., 1984; von Tscharner et al., 1986). El mecanismo por el cual se
producia esa entrada de Ca** en la célula no se descubrié hasta 1986 por Putney quien propuso
el concepto de entrada capacitativa de Ca®* (Putney, 1986). El modelo de Putney proponia que
el Ca’* entraba directamente en los depdsitos desde el exterior, es decir, sin pasar por el
citosol, de ahi el nombre original de entrada capacitativa de Cca* y, cuando el IP; se unia a su
receptor, se liberaba el Ca®*. Esta conexion directa entre el exterior y los depdsitos de Ca®* fue
descartada mds tarde con la realizacion de experimentos de electrofisiologia acoplada a

imagen de fluorescencia que demostraban que la entrada de Ca** ocurria con un retraso tras la
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estimulacién del receptor de IP; (Penner et al.,, 1988). Ademas, se hizo evidente que la
estimulacién del receptor de IP; no era necesaria para la activacion de la ECC. Experimentos
con tapsigargina, un inhibidor de la SERCA, mostraron que el vaciamiento pasivo de los
depdsitos de Ca** era suficiente para inducir la entrada de Ca** en la célula indistinguible de la
inducida por agonistas (Takemura et al., 1989). M4s tarde, otros inhibidores de la SERCA como
la TBH (Oldershaw et al., 1990) y el CPA (Deng et al., 1991) apoyaron esta idea. Los inhibidores
de la SERCA siguen siendo una herramienta excelente para el estudio funcional de la ECC, en

especial, la tapsigargina.

Todas esas observaciones dieron pie a que en 1990 se revisara el mecanismo de
activacion de la ECC que proponia que la entrada de Ca** tenia lugar como consecuencia del
vaciamiento de los depdsitos (Putney, 1990). Al principio se desconocian las bases moleculares
por las que el vaciamiento de los depdsitos de Ca** activaba la ECC, por lo que se propusieron
al menos tres modelos que permitian su explicacion. El primero, el modelo del mensajero
difusible, sugeria que el vaciamiento de los depdsitos generaba un factor de bajo peso
molecular denominado CIF (del inglés, Ca®* influx factor) el cual provocaba la entrada de Ca**
en la célula (Randriamampita y Tsien, 1993). Otro modelo, conocido como modelo de fusion
vesicular, proponia que los canales operados por depdsitos se encontraban en vesiculas
intracelulares, que tras el vaciamiento de los mismos se fusionaban con la membrana
permitiendo su insercidn y la consecuente entrada de Ca** (Patterson et al., 1999). Por ultimo,
el modelo de acoplamiento conformacional exponia que el vaciamiento provocaba un cambio
conformacional de los receptores de IP; que estaban en contacto fisicamente con los canales

de Ca®* de la membrana plasmatica, lo que conducia a la entrada de Ca* (Irvine, 1990).

En 1992, fue caracterizada por primera vez una corriente idnica activada por el
vaciamiento de los depésitos, la corriente de Ca*" activada por la liberacién de ca* (Icrac, del
inglés, Ca** release-activated Ca’* current). Este hecho, fue posible gracias al uso de técnicas
electrofisioldgicas como patch-clamp, una técnica desarrollada a principios de los afios 80 y
que propicié la concesién del premio Nobel de Fisiologia y Medicina a sus inventores, Bert
Sakmann y Erwin Neher en 1991. La corriente fue descrita utilizando quelantes como el EGTA
que permitian vaciar los depdsitos de manera pasiva impidiendo la inactivacion dependiente
de Ca**, aquella que tiene lugar como consecuencia del incremento de la [Ca®*] en el citosol.
Ademas, el vaciamiento de los depdsitos se llevd a cabo, también, con IP;, con tapsigargina o
con ionomicina, un ionéforo de Ca** (Hoth y Penner, 1992). Mas tarde, fueron descritas otras
corrientes operadas por depésitos a las que, simplemente, se las denominé corrientes de Ca**

operadas por depésitos (Isoc, del inglés, store-operated Ca’* current) (Parekh y Putney, 2005).

La ECC fue descrita, inicialmente, en células no excitables, en las cuales, apenas se

, . . . . 2 ,
tenia constancia sobre la existencia de otros tipos de entrada de Ca“*. Hoy en dia, sabemos que
se trata de la entrada de Ca** mas importante en estas células. Por supuesto, también esta

presente en células excitables como son las musculares o las neuronas. Ademas, es
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practicamente ubicua en los organismos eucariotas, es decir, aparentemente existe en todos

ellos, desde levaduras hasta humanos. (Parekh y Putney, 2005).

4.1. ORAl y STIM

Ninguno de los modelos de activacién de la entrada de Ca®* anteriormente descritos
fue demostrado y, por lo tanto, ninguno llegd a ser ampliamente aceptado. La busqueda de la
identidad molecular de un sensor de Ca** en el RE que permitiera la activacion de la ECC
culmind en el aifio 2005 con la descripcidn de STIM1, una proteina transmembrana que se
encuentra en ese orgdnulo (Liou et al., 2005; Roos et al., 2005). Este hecho tuvo lugar en
células S2 de Droshophila (Liou et al., 2005) y en células HELA (Liou et al., 2005) mediante un
cribado con RNA de interferencia. Un afio mas tarde, se identifico el primer canal de Ca®*
activado por el vaciamiento de depdsitos, ORAIL. Este descubrimiento fue posible gracias al
anadlisis genético de pacientes con inmunodeficiencia combinada severa, los cuales

esencialmente carecian de ECC (Feske et al., 2006).

La activacion fisiolégica de la ECC en la que participan ORAI1 y STIM1 tiene lugar como
consecuencia de la estimulacién de un receptor situado en la membrana plasmatica. Estos
receptores, los cuales pueden ser acoplados a proteinas G o con actividad tirosina quinasa,
ejercen su accién a través de la fosfolipasa C. Esta va a dar lugar a la formacién de IPs, lo que
provoca la activacion del IP;R situado en la membrana del RE, permitiendo asi la liberacion de
Ca”* hacia el citosol (Venkatachalam et al., 2002). En estado de reposo, las moléculas de STIM1
se distribuyen de manera uniforme por la membrana del RE, moviéndose rapidamente a lo
largo de la misma y, ademas, estdn unidas a Ca” a través de un dominio mano-EF. Cuando se
produce una reduccién en la [Ca®]re tras la estimulacién fisiolégica del receptor, STIM1 se
libera de la unién a Ca*, reduce su movimiento y oligomeriza formando unas estructuras
denominadas puncta, halladas en zonas cercanas a la membrana plasmatica. En estas
estructuras, apreciadas mediante técnicas de imagen, STIM1 se encuentra interaccionando con
ORAI1 que, también, oligomeriza consigo mismo. Por ultimo, la interaccién de STIM1 y ORAI1
va a permitir la entrada de Ca®* a través de este canal operado por depésitos. El rellenado de
nuevo de los depdsitos parece revertir esta situacion hacia el estado inicial de reposo (Fig. 11)
(Hewavitharana et al., 2007; Putney, 2009; Muik et al., 2012). Ademas del rellenado de los
depdsitos, el incremento de la [Ca*]c es clave para la desoligomerizacion de STIM1 vy la
finalizacion de la ECC (Shen et al., 2011).
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Figura 11. Entrada capacitativa de Ca’* (ECC). La activacion tanto de los receptores acoplados a
proteinas G (GPCRs) como de los receptores tirosina quinasa (TKRs) situados en la membrana
plasmatica por la unién a un agonista puede dar lugar a la formacién de IP; a consecuencia de la
accion de la fosfolipasa C (PLC). El IP; se une a su receptor (IP3R) e induce la liberacién de ca”
desde el RE provocando su vaciamiento. El vaciamiento de Ca’* del RE da lugar a la disociacion
del Ca®" unido a STIM1, un sensor de Ca” situado en la membrana del RE. Como consecuencia,
STIM1 oligomeriza e interacciona con ORAI1, un canal de Ca’* situado en la membrana
plasmatica, activando la entrada de Ca”" hacia el interior del citosol. EI Ca®" es transportado, de
nuevo, al RE a través de la SERCA lo que provoca el regreso al estado de reposo.

Ademas de ORAIL, hay otras dos isoformas pertenecientes a la familia ORAI, ORAI2 y
ORAI3, que pueden funcionar como SOCs. De la misma forma, ha sido identificada otra
isoforma de la familia STIM a la que se denominé STIM2. Sin embargo, hay bastante
controversia sobre la funcién e implicacion de estas isoformas en la ECC. Tanto las isoformas
de ORAI como las de STIM se expresan de manera ubicua en todos los tipos celulares, lo que

sugiere que son importantes en la fisiologia de la célula (Potier y Trebak, 2008).

Se ha reportado que estos canales pueden ser regulados por el Ca** que entra a través
de la ECC, ya que muestran dos tipos de inactivaciéon dependiente de Ca** (Watson y Parekh,
2012). Por un lado, presentan una inactivacion rapida que consiste en un proceso
biexponencial que se desarrolla en un periodo de tiempo muy corto, entre 10 y 100 ms. Se
desarrolla por un incremento de Ca®* muy localizado en el citosol, puesto que actua a tan solo
a 7 nm del poro (Zweifach y Lewis, 1995b; Fierro y Parekh, 1999). Por otro lado, sufren una

inactivacion lenta dependiente de Ca** que tiene lugar en decenas de segundos provocada por
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un incremento de Ca®" localizado en un volumen mas amplio del citosol (Zweifach y Lewis,
1995a; Parekh, 1998; Quintana et al., 2011).

4.1.1. ORAI1

ORAIl toma su nombre de los tres guardianes de las puertas del cielo en la mitologia
griega. ORAI1 consiste en una proteina con cuatro dominios transmembrana (TM1-TM4) que
presenta un extremo N-terminal y otro C-terminal situados en el lado citosdlico. En su extremo
N-terminal contiene un dominio rico en prolinas, un dominio de unién a Ca%**-CaM, asi como un
aminoécido clave en la apertura del canal (K85). El dominio de unién a Ca’**-CaM esta
implicado, también, en la unidn al dominio CAD (del inglés, CRAC activation domain) de STIM1
y contiene residuos esenciales en la inactivacién rapida dependiente Ca**. TM1 contiene los
residuos que forman el poro del canal, entre los que se encuentran un aminoacido importante
para la apertura (R91) y aquel que da lugar al filtro de selectividad iénica (E106). Ademas, en el
lazo extracelular que une TM1 y TM2 aparecen 3 residuos de aspartato que participan en la
selectividad a Ca** del canal gracias a la presencia de sus cargas negativas. Asimismo, TM3
presenta un residuo préximo al lado citosdlico que estd implicado en la apertura del canal
(W176), ademas de otros dos residuos que participan en la selectividad a Ca** (G183 y E190). El
lazo intracelular que une TM2 y TM3 participa en la inactivacién rapida dependiente de Ca**
del canal. Por ultimo, el extremo C-terminal muestra un probable dominio coiled-coil con
residuos hidrofébicos y acidicos que se van a unir al dominio CAD de STIM1 durante la
interaccidn con el sensor de Ca** tras el vaciamiento de los depésitos (Fig. 12) (Lewis, 2011;
Muik et al., 2012; Shim et al., 2014).

Diferentes estudios apuntan a que el canal ORAI1 estda formado por varias
subunidades. Algunos de esos estudios sugieren que el canal se trata de un tetramero (Mignen
et al., 2008a; Maruyama et al., 2009), sin embargo en los ultimos afios se ha contemplado la
posibilidad de que esté formado por seis subunidades dando lugar a un hexdmero (Hou et al.,
2012; Balasuriya et al., 2014). Ademas, podria existir un canal de heterémeros formado por
una combinacion de las distintas isoformas de ORAI en lugar de por una sola (Schindl et al.,
2009). La interaccién de los mondmeros del canal tiene lugar a través del segmento
transmembrana TM1 (Stathopulos e lkura, 2013).
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Figura 12. Topologia y dominios de ORAI1. ORAI1 esta situado en la membrana plasmatica
y presenta 4 dominios transmembrana (TM1-4). En su extremo N-terminal contiene un
dominio rico en prolinas, seguido de un dominio de unién a Ca*-CaM y al dominio CAD de
STIM1 con un residuo implicado en la apertura del canal (K85). En el TM1 se encuentran los
residuos que forman el poro del canal (R91, L95, G98, V102 y E106). R91 participa en la
apertura del canal y E106 forma el filtro de selectividad idnica. En el lazo que une TM1 y
TM2 se encuentran tres residuos de aspartato (D110, D112 y D114) son importantes en la
selectividad a Ca’* del canal. En el lazo que une TM2 y TM3 se encuentra un dominio
implicado en la inactivacidén rapida dependiente de ca”. El TM3 presenta un residuo que
participa en la apertura del canal (W176), asi como otros dos que participan en la
selectividad a Ca** (G183 y E190). En el extremo C-terminal contiene un dominio de unién al
dominio CAD de STIM1 formado por residuos acidicos e hidréfobos.

ORAI1 fue identificado por primera vez como un canal operado por depdsitos en el
laboratorio de Feske utilizando pacientes con inmunodeficiencia combinada severa que
presentaban un defecto en la ECC. Al sobreexpresar ORAI1 en las células T de esos pacientes se
restablecia la ECC. Asimismo, se realizd un analisis de cribado con RNA de interferencia en
Drosophila que confirmé el papel de ORAIL como un canal implicado en la ECC (Feske et al.,
2006). A continuacion, ese estudio fue apoyado por otros grupos, ya que utilizando RNA de
interferencia para silenciar ORAI1 mostraron una reducciéon tanto de la ECC como de la

corriente operada por depdsitos (Yeromin et al., 2006; Vig et al., 2006).

También, se ha reportado que ORAI1 puede estar implicado en la entrada de Ca*'
independiente de depdsitos. Asi, su apertura puede estar regulada por la interaccion en la

superficie celular con la bomba ATPasa de la via secretora SPCA2 (Feng et al., 2010).

Ademas de su implicacion en la inmunodeficiencia combinada severa, la deficiencia de
ORAI1 ha sido relacionada con otras patologias como la miopatia congénita, la enfermedad
pulmonar crénica y la displasia ectodérmica anidroética (Berna-Erro et al., 2012). Por otro lado,
ORAI1 juega un papel importante en el desarrollo de la hipertrofia cardiaca y en el fallo

cardiaco (Horton et al., 2014). La participaciéon de ORAI1 en el cambio fenotipico de las células
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de musculo liso vascular indica que este canal estd implicado en la aparicion de algunas
enfermedades cardiovasculares como la aterosclerosis (Ruhle y Trebak, 2013). En relacidn con
el cambio fenotipico, una sobreexpresién del mismo puede provocar, incluso, asma (Spinelli et
al., 2012). También, ORAI1 parece ser importante en la adquisicién de diferentes
caracteristicas de las células tumorales en numerosos tipos de cancer (Liu et al., 2011,
Kondratska et al., 2014; Sun et al., 2014).

4.1.2. ORAI2 y ORAI3

ORAI2 y ORAI3 comparten con ORAI1 la misma estructura de cuatro dominios
transmembrana con sus extremos N y C-terminal hacia el lado citosdlico. Todas las isoformas
de ORAI presentan una alta conservacién del segmento transmembrana TM1 donde se
encuentran los residuos que forman el poro del canal y el filtro de selectividad idnica. En
cambio, ORAI2 y ORAI3 se diferencian bastante de ORAI1 en el extremo N-terminal, ya que
ORAI2 y ORAI3 carecen del dominio rico en prolinas, asi como de un tramo hidrofilico de unos
18 aminoacidos, ambos importantes para la reactivacién que tiene lugar tras la inactivacién
rapida dependiente de Ca®*. El lazo que une las regiones transmembrana TM3 y TM4 en ORAI3
presenta mayor longitud que el de ORAI1 y ORAI2 (Hoth y Niemeyer, 2013). Por otro lado, las
tres isoformas presentan un posible dominio coiled-coil en su extremo C-terminal, pero el que
muestran ORAI2 y ORAI3 se predice con una probabilidad unas 5 6 6 veces superior al de
ORAI1 (Frischauf et al., 2008). Este extremo C-terminal de ORAI2 y ORAI3, también, presenta

residuos importantes en la inactivacién rapida dependiente de Ca*" (Fig. 13) (Lee et al., 2009).

47 88 107 120 140 174 194 235 255

3
] | | ] | ] ORAI1
N —' P | 1 ™M1 [ 1 TM2 [ 1 TM3 [ TM4 C (301 aa)

263 285

66 83 94 114 148 168 196 216 224 254

] | ] | ] ORAI2
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272295

Figura 13. Dominios de las proteinas de la familia ORAI. Todos los miembros de la familia ORAI
contienen 4 dominios transmembrana (TM1-4). El tamafio de ORAI1 es bastante superior al de
ORAI2 y tan solo ligeramente mayor al de ORAI3. ORAI1 se diferencia de ORAI2 y ORAI3, también,
debido a que presenta un dominio rico en prolinas (P) en su extremo N-terminal que no aparece
en los demas miembros de la familia ORAI. Ademads, contiene un posible dominio coiled-coil (cc)
en el extremo C-terminal que se predice con mayor probabilidad que en el caso de ORAI2 y
ORAI3. Por otro lado, la longitud el lazo que une TM3 y TM4 en ORAI3 es considerablemente
superior en ORAI3 que en ORAI1 y ORAI2. aa, aminoacidos.
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En 2006, Feske describié conjuntamente con ORAI1 dos genes homdlogos a los que se
les denomind ORAI2 y ORAI3. Su implicacion en la ECC se observé al coexpresar cada uno de
ellos con STIM1 en células HEK293, ya que como resultado se obtuvo un incremento de esta
entrada de Ca**. El aumento de la ECC fue mayor en el caso de la expresién de ORAI2 que en el
de ORAI3, pero ambos fueron menores que al expresar ORAI1 (Mercer et al., 2006). También,
se demostré que ORAI2 y ORAI3, al igual que ORAIL, presentan una alta selectividad a Ca** en
una solucidn extracelular fisioldgica. Sin embargo, la permeabilidad a Na* en un medio libre de
iones divalentes es mayor en el caso de ORAI3, al compararla con la de las demas isoformas
(Lis et al., 2007). Ademas, ORAI3 se diferencia de ORAI1 y ORAI2 en cuanto a la sensibilidad a
2-APB, un antagonista de la ECC. A altas concentraciones de 2-APB (50 uM) se inhibe por
completo la corriente mediada por ORAI1 y parcialmente la corriente de ORAI2, en cambio, se
activa la de ORAI3 (Lis et al., 2007). ORAI2 y ORAI3 no muestran inactivacién lenta dependiente
de Ca® de manera significativa al contrario que ORAI1. En cuanto a la inactivacion rapida por
Ca”, la que presenta ORAI3 es bastante superior a la de ORAI1 y ORAI2, estando la de ORAI2
ligeramente por encima de la de ORAI1 (Lis et al., 2007). Este hecho puede ser debido a que
hay tres residuos de glutamato conservados en el extremo C-terminal de ORAI2 y ORAI3 que
estan implicados en la inactivacion rapida y uno de ellos desaparece en ORAI1 (Frischauf et al.,
2009).

En contraste, se han reportado estudios en los que no se contempla la participacion de
ORAI2 y ORAI3 en la ECC. Asi, por ejemplo, Takahashi y colaboradores muestran que la
expresion de ORAI2 o de ORAI3 conjuntamente con STIM1 en células HEK293 no provoca
ningun incremento en la ECC algo que, en cambio, se obtiene con la expresion de ORAI1
(Takahashi et al., 2007a). Por otro lado, utilizando RNA de interferencia, el grupo de Golovina
solo observa la implicacion de ORAI1 en la ECC de las células de musculo liso de arteria
coronaria humana, descartando un posible papel de ORAI2 y ORAI3 en la misma (Barishnikov
et al., 2009).

ORAI3 parece formar heterémeros con ORAI1 para dar lugar a una entrada de Ca**
independiente de depdsitos. Asi, se ha descrito que ambas proteinas pueden formar un canal
regulado por acido araquidénico cuyas propiedades biofisicas son muy similares a las del canal
SOC en cuanto a la alta selectividad a Ca®*. Sin embargo, el canal regulado por &cido
araquiddnico se diferencia del SOC por la falta de sensibilidad a 2-APB (Mignen et al., 2008b).
Se ha descrito que estos canales regulados por acido araquiddénico estan formados por
pentameros de tres subunidades de ORAI1 y dos de ORAI3 (Mignen et al., 2009).

Apenas ha sido documentada la importancia de ORAI2 en alguna de las innumerables
patologias humanas estudiadas hasta el momento. Tan solo hay un estudio muy reciente que
muestra la sobreexpresion de ORAI2 en células de musculo liso de arteria pulmonar con
fenotipo proliferativo, por lo que la alteracién de su expresion puede estar relacionada con el

desarrollo de resistencia vascular pulmonar en pacientes con hipertensién arterial (Fernandez
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et al., 2015). Sin embargo, hay varios trabajos que relacionan ORAI3 con el desarrollo de
distintas enfermedades. De esta forma, por ejemplo, la expresion de ORAI3 se encuentra
aumentada en las células de musculo liso con fenotipo proliferativo que estan involucradas en
la apariciéon de enfermedades vasculares (Gonzalez-Cobos et al., 2013). Ademas, puede estar
implicado en el desarrollo de enfermedades autoinmunes e inflamatorias, puesto que tiene un
papel funcional en la respuesta de las células T a los antioxidantes (Bogeski et al., 2010).
Asimismo, se ha visto envuelto en hipertrofia cardiaca a través de su participacién como canal
de Ca” regulado por &cido araquiddnico (Saliba et al., 2014). Por otra parte, ORAI3 ha sido
relacionado con el desarrollo de algunos tipos de cancer, destacando su implicacién en el

cancer de mama (Fauzi et al., 2011; Motiani et al., 2010).

4.1.3. STIM1

Antes del descubrimiento de STIM1 como sensor de Ca** implicado en la ECC, su gen,
denominado también GOK, habia sido ya previamente identificado en humanos en la region
cromosdmica 11p15.5, la cual estd asociada a la aparicion de tumores (Parker et al., 1996).
STIM1 es el acrénimo en inglés de Stromal interaction molecule 1, consiste en una proteina
transmembrana tipo | de 685 aminoacidos (77 KDa) situada en la membrana del RE. Presenta
un dominio mano-EF conjuntamente con un motivo alfa-estéril (SAM; del inglés, sterile-alpha
motif) en su parte luminal (extremo N-terminal). EIl dominio mano-EF se trata de un motivo
hélice-giro-hélice con residuos cargados negativamente que permiten la unién del Ca®
dandole la capacidad de funcionar como sensor de Ca®* del RE. Por supuesto, contiene un
segmento transmembrana que permite su insercién en la membrana. En su parte citosélica,
muestra tres dominios coiled-coil (CC1-3), un dominio de inactivacién y una region rica en
prolinas y serinas seguida de otra rica en lisinas en el extremo C-terminal (Muik et al., 2012).
En este extremo citosdlico se han descrito tres regiones solapadas esenciales para su
oligomerizacion y la activacion de ORAI1, la regién de activacion STIM1-ORAI1 (SOAR; del
inglés, STIM1 ORAl1-activating region), el dominio de activacién CRAC (CAD; del inglés, CRAC
activation domain) y la region CCb9 (del inglés, coiled-coil domain containing region b9)
(Covington et al., 2010). Estas regiones incluyen principalmente a los dominios CC2 y CC3 (Fig.
14). CC1 parece interaccionar con CC2 y CC3 en el estado de reposo manteniendo a STIM1 en
una conformacién cerrada. Sin embargo, cuando se produce una disminucién del Ca®*
contenido en los depdsitos la conformacidn de STIM1 pasa a un estado abierto exponiendo los
dominios CC2 y CC3 que interaccionan con ORAI1 provocando su activacién (Korzenowski et
al., 2011).
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Figura 14. Topologia y dominios de STIM1. STIM1 se encuentra insertado en la
membrana del RE gracias a la presencia del un dominio transmembrana (TM).
En su parte luminal presenta un dominio mano-EF (candnico y no canénico) y
un motivo alfa estéril (SAM). En su parte citosdlica contiene 3 dominios coiled-
coil (CC1-3), un dominio de inactivacion (IDsmw1), un dominio rico en prolinas y
serinas (P/S) y un dominio rico en lisinas (K). Ademas presenta tres dominios
funcionales solapados, el dominio de activacion CRAC (CAD), la regién de
activacion STIM1-ORAI1 (SOAR) y la region b9 conteniendo un dominio coiled-
coil (Cch9).

Por otra parte, la actividad de STIM1 puede ser regulada mediante fosforilacidn. Asi, se
ha descrito que la fosforilacidn puede activar o inactivar STIM1 dependiendo del tipo celular, la
fase del ciclo celular en la que se encuentre o el residuo que estad siendo modificado (Pozo-
Guisado y Martin-Romero, 2013). Ademas, STIM1 presenta otra modificacidon postraduccional,

un par de N-glicosilaciones en su dominio SAM (Dziadek y Jonhstone, 2007).

Aparte de encontrarse en la membrana del RE, aproximadamente del 10 al 20% del
total de proteinas STIM1 se encuentran de forma constitutiva en la membrana plasmatica. Esta
fraccion de STIM1 parece regular la entrada de Ca®* a través de los canales operados por &cido
araquiddnico, una via independiente de la ECC (Mignen et al., 2007). La fraccién encontrada en
el RE, ademas de modular la ECC puede regular la entrada de Ca® operada por voltaje. De esta
forma, STIM1 puede inhibir la apertura del canal Cav1.2 (Park et al., 2010; Wang et al., 2010) e
inhibir su expresién estimulando su internalizacion (Park et al., 2010). Este proceso podria ser
relevante en células de musculo liso vascular donde conviven canales SOC y VOC y cuya
importancia relativa depende del fenotipo celular contractil o proliferativo (Mufoz et al.,
2013).
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STIM1 ha sido implicado en numerosas patologias relacionadas con el sistema inmune
debido a la importancia de la ECC en la funcién de las células T. La deficiencia en STIM1 da
lugar tanto a inmunodeficiencias como a enfermedades autoinmunes. Asi, por ejemplo, en
modelos animales se ha determinado que STIM1 puede jugar un papel en el desarrollo de la
esclerosis multiple. Otras enfermedades relacionadas con STIM1 son la hipertensién, diabetes,
infarto debido a su participacidén en la expresidon de SGK-1 (serum and glucocorticoid inducible
kinase 1) (Mukherjee y Brooks, 2014). Por otra parte, un estudio revela que diferentes
mutaciones en STIM1 dan lugar a una miopatia congénita (Hedberg et al., 2014). Ademas, el
cambio en la expresidon de STIM1 es relevante en el remodelado fenotipico del musculo liso
vascular importante en la aparicién de enfermedades cardiovasculares (Lompre et al., 2013).
Por ejemplo, un incremento en la expresion de STIM1 en las células de musculo liso de arteria
coronaria humana puede dar lugar al desarrollo de aterosclerosis en esa arteria que
incrementa el riesgo de infarto de miocardio (Mufioz et al., 2013). Por ultimo, STIM1 ha sido
relacionado con el desarrollo de numerosos tipos de cancer (Chen et al., 2011; Liu et al., 2011;

Umemura et al., 2014).

4.1.4. STIM2

El gen de STIM2 fue identificado realizando un cribado de secuencias relacionadas con
STIM1 en humanos, en la region 4p15.1 (Williams et al., 2001). STIM2 se expresa de manera
ubicua en todos los tipos celulares al igual que STIM1, siendo la isoforma predominante en
neuronas (Berna-Erro et al., 2009) y células dendriticas (Bandyopadhyay et al., 2011). La
proteina STIM2 se trata de una proteina transmembrana tipo | (al igual que STIM1) de 746
aminoacidos (84 KDa). STIM2 presenta aproximadamente un 61 % de homologia con STIM1
(Muik et al., 2012). Asi, los dominios mano-EF y SAM localizados en la regién N-terminal
muestran una alta homologia con los de STIM1, por lo que su diferencia radica principalmente
en la regién C-terminal. En esta ultima, STIM2 contiene una regidn rica en prolinas e histidinas
(P/H) que no se encuentra en STIM1. Por otro lado, no presenta el tipico péptido sefal N-
terminal de las proteinas que residen en el RE, sino que tiene un péptido sefial mas largo y
altamente conservado en animales placentarios. Ademas, STIM2 presenta un dominio SAM
con mayor estabilidad que en el caso de STIM1. Otra diferencia con STIM1 radica en que STIM?2
presenta un solo sitio de N-glicosilaciéon en el dominio SAM en lugar de los dos que contiene
STIM1 (Fig. 15) (Lopez et al., 2012; Soboloff et al., 2012; Hoth y Niemeyer, 2013). Cuando el
péptido sefial no es eliminado de la secuencia inicial se genera una proteina denominada
preSTIM?2. Esto tiene lugar si la proteina una vez sintetizada no es transportada al RE, lo que
provoca que permanezca en el citosol y no sea glicosilada. La cantidad citosélica de STIM2 es
una fraccidén minoritaria del total de proteina y tiene la peculiaridad de activar ORAI1, pero a

través de un modo independiente del vaciamiento de los depésitos (Graham et al., 2011).
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Figura 15. Topologia y dominios de STIM1 y STIM2. Ambas proteinas presentan en su
extremo N-terminal un dominio mano EF y un motivo alfa-estéril (SAM) y estan ancladas a la
membrana del RE por medio de un dominio transmembrana. El SAM de STIM1 contiene dos
glicosilaciones, mientras que STIM2 solo presenta una. Asimismo, STIM2 contiene un péptido
sefial con una longitud mayor que STIM1. En su extremo C-terminal tanto STIM1 como STIM2
presentan dominios coiled-coil y un dominio rico en lisinas (K). Ademas, STIM1 contiene en
ese extremo un dominio rico en serinas y prolinas (S/P), en cambio, STIM2 presenta un
dominio rico en prolinas e histidinas (P/H).

Al igual que STIM1, STIM2 participa en la ECC, sin embargo se ha descrito que su
sobreexpresion reduce la entrada de Ca** mediada por STIM1 (Soboloff et al., 2006). En
cambio, otros estudios muestran que la sobreexpresion de esta isoforma, también, produce un
incremento en la ECC, pero provoca una activacion de ORAI1 mas lenta que la llevada a cabo
por STIM1 (Parvez et al., 2008; Zhou et al., 2009). Ademas, STIM2 presenta menor afinidad por
el Ca”. De esta forma, STIM2 responde a disminuciones mas leves de la [Ca*]ze, lo que le
permite actuar como un regulador de la [Ca*']c y del RE. Asi, se ha descrito que la EC50 de
STIM2 es de 406 uM, mientras que la de STIM1 es de tan solo 210 uM (Brandman et al., 2007).
Esa menor afinidad por el Ca** permite a STIM2 mantener la ECC cuando los depésitos de Ca**
se han rellenado tanto como para inactivar STIM1 (Oh-Hora et al.,, 2008). También, la
diferencia de afinidad de ambos STIM es importante, ya que, da lugar a la activacion de uno o
del otro dependiendo del agonista que provoca oscilaciones de Ca** en cada momento (Kar et
al., 2012). Asi, STIM2 participa en las oscilaciones de Ca** generadas a consecuencia de un
vaciamiento medio de los depésitos (Thiel et al., 2013). Por otra parte, se ha demostrado que
la oligomerizacién de STIM2 es mas lenta que la de STIM1, lo que podria explicar que la
activacion de ORAI1 por STIM2 fuera, también, mas lenta (Soboloff et al., 2012). Muy
recientemente, se ha descrito que las diferentes isoformas obtenidas por splicing de STIM2
pueden presentar distinta funcién en la ECC. De esta manera, STIM2.2 interacciona con ORAI1

tras el vaciamiento de los depdsitos de Ca®* dando lugar a su activacién. En cambio, STIM2.1
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presenta un papel inhibitorio en la ECC, ya que la interaccién con ORAI1 no es suficiente para
provocar la apertura del canal. Como consecuencia, este hecho podria arrojar mas luz sobre la

controversia acerca de la funcion de STIM2 en la ECC (Miederer et al., 2015).

En cuanto a las patologias en las que se ha visto involucrado a STIM2 destacan algunas
enfermedades en las que se encuentra afectado el sistema nervioso. Asi, por ejemplo, una
mutacion de la presenilina-1, la cual provoca enfermedad de Alzheimer familiar, puede llevar a
cabo su accidn a través de STIM2 (Ryazantseva et al., 2013). Ademas, la expresién de STIM2
parece estar incrementada en modelos animales de epilepsia crénica, asi como en el |6bulo
temporal de pacientes con epilepsia (Steinbeck et al., 2011). STIM2, también, puede estar
implicado en enfermedades autoinmunes como la esclerosis multiple segun se desprende de
estudios con modelos animales (Ma et al., 2010). Por otro lado, se ha apuntado una posible
participacion de STIM2 en la progresion de algunos tipos de cancer (Motiani et al., 2010;
Stanisz et al., 2014).

4.2. Superfamilia de los canales TRPs

El estudio de los canales idnicos de la superfamilia TRP (del inglés, transient receptor
potencial) tiene su origen en la identificacion de un canal implicado en la fototransduccion en
Drosophila donde fue clonado por primera vez. La existencia de una mutacién en el gen trp
gue provoca la ceguera de la mosca permitié su identificacion en la misma. Asi, la absorcién de
un fotdn por parte de la rodopsina activa una cascada de la fosfolipasa C que conduce a una
primera despolarizacién mediada por Na* seguida de una despolarizacién sostenida debida a la
entrada de Na*y Ca®*. La mutacién en el gen trp de Drosophila impide que se produzca la
despolarizacién sostenida durante la fototransduccion, lo que sugeria que trp estaba implicado
en la entrada de Ca®* que tiene lugar durante esa fase (Montel y Rubin 1989; Hardie y Minke,
1993).

Una vez que se descubrié que el canal trp presentaba una cierta selectividad para Ca*'
conjuntamente con la idea de que en Droshophila, este canal es activado a través de la accidn
de la fosfolipasa C se comenzd a especular sobre su posible participacién en la ECC. Como
consecuencia, el canal trp de Drosophila fue expresado en células de insecto Sf9, lo que
provocé un aumento en la entrada de Ca** inducida por tapsigargina confirmando la
implicacion del canal en la ECC (Vaca et al., 1994; Parekh y Putney, 2005). Sin embargo, otros
estudios en Drosophila descartan que el trp sea un canal operado por depdsitos, ya que
muestran que es activado por productos de la fosfolipasa C como el diacilglicerol. Este hecho
aporta una gran controversia acerca de la participacion del canal trp en la ECC (Hardie, 2003;

Montell, 2003; Parekh y Putney, 2005), la cual todavia no ha sido resuelta
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Figura 16. Arbol filogenético y estructura de los miembros de la superfamilia de canales TRP en
humanos. El TRPC2 es un pseudogen en humanos y TRPN no esta presente en mamiferos por lo
que para la realizacion del arbol fue tomado el TRPC2 de Mus musculus y el TRPN1 del pez Danio
rerio. Todos los TRPs comparten una estructura de 6 dominios transmembrana con el extremo
amino y carboxilo terminal en el lado citosdlico y el poro del canal entre el quinto y el sexto
dominio transmembrana. Los canales de las familias TRPA, TRPC y TRPV presentan repeticiones
de anquirina (RA). Ademas, los canales TRPCs contienen un dominio coiled-coil (CC). Los canales
TRPCs y TRPMs presentan un dominio TRP que se compone de las cajas 1 y 2, sin embargo los
TRPVs solo contienen la caja 1. La figura fue adaptada de Nilius et al., 2011 y de Venkatachalam
etal., 2014.

En mamiferos se han descrito 28 canales (27 en humanos) pertenecientes a la
superfamilia TRP, los cuales tienen un papel esencial en la célula como sensores polimodales.
Todos presentan una estructura comin de seis segmentos transmembrana (S1-S6),
conteniendo los residuos que forman el poro permeable a cationes entre los segmentos S5 y
S6. La longitud de los extremos C y N-terminal, asi como los dominios estructurales que
presentan varian de forma significativa entre las familias de canales (Owsianik et al., 2006).
Asimismo, los TRPs se han clasificado en seis familias: TRPC (TRPC1-7), C de candnicos (o
clasicos), llamados asi por su similitud al trp de Droshophila; TRPV (TRPV1-6), V de vaniloides,

por ser activados por compuestos vaniloides como la capsaicina; TRPM (TRPM1-8), M de
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melastatina, que toma el nombre del gen del primer miembro descrito; TRPP (TRPP2-5), P de
policistina, puesto que estan mutados en la enfermedad renal poliquistica; TRPML (TRPML1-3),
M de mucolipina, por estar codificados por los genes de mucolipina; y TRPA (TRPA1), A de
anquirina, haciendo referencia a que contienen varias repeticiones de anquirina, un dominio
estructural (Fig. 16) (Flokerzi y Nilius, 2014).

Desde que se describieron todos los miembros de la superfamilia de los canales TRPs
arriba mencionados, hay numerosos trabajos en los que se estudia su participacion en la ECC
expresando o silenciando, para ello, estos canales en diferentes tipos celulares. En algunos de
ellos queda clara la implicacién de ciertos TRPs en la ECC, sin embargo, ésta parece ser
descartada en otros a pesar de ser realizados en condiciones muy similares. La polémica en
torno a la participacion de los TRPs en la ECC surgid, en parte, por el uso de agonistas de
receptores acoplados a la via de la fosfolipasa C, que pueden activar SOCs debido a la
formacién de IP;, pero también, podrian activar canales de manera independiente de
depdsitos, por medio de otros segundos mensajeros generados como el diacilglicerol y el PIP,
(Lewis, 2011). Ademas, por lo general, la selectividad idnica y las propiedades farmacoldgicas
de la corriente mediada por los TRPs difieren de las de la corriente Icrac caracteristica de los
canales ORAI (Parekh y Putney, 2005). En los siguientes subapartados nos centraremos en los

estudios que relacionan a los TRPs con la ECC.

4.2.1. TRPCs

La familia de los canales TRPCs esta formada por 7 proteinas en mamiferos. Sin
embargo, en humanos incluye 6 miembros, los cuales se clasifican, a su vez, en dos subfamilias
teniendo en cuenta su relacién filogenética. Asi, TRPC1, TRPC4 y TRPC5 se agrupan en una
subfamilia y TRPC3, TRPC6 y TRPC7 en otra. TRPC2 es un pseudogen en humanos, pero se

expresa en otras especies de mamifero como el ratén o la rata (Cheng et al., 2013).

La implicacion de TRPC1 en la ECC parece ser la mas sdlida, ya que es la que mds apoyo
presenta por parte de los innumerables trabajos centrados en el estudio de los TRPs como
SOCs. La primera evidencia que se tuvo de la participacion de TRPC1 en la ECC fue a través de
un estudio en el que se expresé TRPC1 en células COS y se observd un incremento de la
entrada de Ca® inducida por tapsigargina. Mas tarde, la expresiéon de TRPC1 fue reducida en
células ductales de glandula submandibular humana, lo que provocd una disminucién en la
ECC indicando que el TRPC1 enddgeno, expresado por las células, esta implicado en la ECC (Liu
et al., 2000). Ademas, se ha reducido la ECC mediante el silenciamiento de TRPC1 confirmando
su participacion en dicha entrada de Ca”** en otros tipos celulares como linfocitos B (Mori et al.,
2002), en musculo esquelético (Vandebrouck et al., 2002), liso (Lin et al., 2004), cardiaco (Ohba
et al., 2007), en queratinocitos (Cai et al., 2006), en células epiteliales intestinales (Rao et al.,
2006), en endoteliales (Tiruppathi et al., 2006), y en HEK293 (Zagranichnaya et al., 2005). La
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mutacion de algunos de los residuos que forman el poro de TRPC1 provocd una reduccién en la
ECC, lo que sugiere que TRPC1 estd involucrado directamente en esta entrada de Ca*'
aportando el poro del canal, no funciona solo como una proteina reguladora (Liu et al., 2003).
Por otro lado, se ha reportado que TRPC1 permite la entrada de Ca’* de una manera
dependiente del vaciamiento de los depdsitos a través de su interaccién con STIM1. Esto fue
demostrado mediante la co-inmunoprecipitacidon de STIM1 y TRPC1 tras el vaciamiento de los
depdsitos y a que el silenciamiento o la inhibicidn de STIM1 daba lugar a una reduccién de la
entrada de Ca** mediada por TRPC1 (Huang et al., 2006; Lépez et al., 2006; Yuan et al., 2007).
Incluso, se ha propuesto la formacién de un complejo ternario entre STIM1, ORAI1 y TRPC1
que podria mediar ECC en células glandulares salivares (Ong et al., 2007). Asimismo, se ha
descrito un mecanismo que puede explicar la relacién entre los miembros de ese complejo
consistente en que la entrada de Ca’* mediada por ORAI1 y STIM1 regulan la actividad de

TRPC1 controlando la insercién de TRPC1 en la membrana plasmatica (Cheng et al., 2011).

TRPC4 y TRPCS5, los cuales guardan una gran homologia con TRPC1, también han sido
relacionados con la ECC. En primer lugar, la expresion de TRPC4 provoca la activaciéon de la
corriente operada por depdsitos en células HEK293 (Philipp et al., 1996) y en CHO (Warnat et
al., 1999). Por otra parte, el silenciamiento de TRPC4 da lugar a una reduccién de la corriente
operada por depdsitos en células de corteza adrenal bovina. En este caso, las propiedades de
la corriente son similares a las de la Icgac mediada por ORAI, lo que sugiere que TRPC4 también
pudiera estar implicada en la misma (Philipp et al., 2000). Ademas el, silenciamiento de TRPC4
provoca una disminucidn de la ECC en células mesangiales de ratdn (Wang et al., 2004). TRPC5
fue descrito por primera vez como un SOC mediante su expresiéon en células HEK293 vy el
registro tanto de la corriente como de la entrada de Ca** (Philipp et al., 1998). Su
silenciamiento en monocitos humanos provoca una reduccidon en la ECC, apoyando la
participacion de TRPC5 en dicha entrada de Ca®* (Liu et al., 2007). Es interesante destacar que
la actividad de TRPC5 esta regulada por la entrada de Ca® inducida por ORAI1 y STIM1, en
cuanto que ésta es importante para mantener una actividad sostenida de TRPC5 (Gross et al.,
2009). Al igual que en el caso de TRPC1, STIM1 parece interaccionar con TRPC4 y TRPC5

determinando su funcién como SOCs (Yuan et al., 2007).

Los canales TRPCs pertenecientes a la otra subfamilia, TRPC3, TRPC6 y TRPC7 se
pueden considerar como canales operados por segundo mensajero, ya que son activados por
productos derivados de la actividad de la fosfolipasa C como el diacilglicerol. Sin embargo,
unos pocos estudios apoyan su implicacidon en la ECC, principalmente en el caso de TRPC3
(Dietrich et al., 2005; Eder et al., 2008). Asi, uno de los estudios que apoyan la participacién de
TRPC3 en la ECC consistio en la expresidon de este canal en células HEK293, lo que dio lugar a la
activacidon de una corriente inducida por tapsigargina (Kiselyov et al., 1999). Ademas, otro
trabajo muestra que la delecién de TRPC3 en un modelo de ratén reduce la ECC (Kim et al.,
2009). Por otro lado, se ha descrito que al expresar TRPC3 en células T se incrementa la

corriente inducida por IP; (Philipp et al., 2003). Por otra parte, el silenciamiento de TRPC6
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produce una reduccién de la entrada de Ca®* inducida por CPA inducida por en células de
musculo liso de arteria pulmonar, lo que indica que TRPC6 esta participando en la ECC en esas
células (Yu et al., 2003). Afios mas tarde, este hecho fue confirmado gracias al silenciamiento
de TRPC6 en las mismas células que disminuyd el incremento de la ECC producido por hipoxia
(Smith et al., 2015). Ademads, TRPC6 parece estar implicado, también, en la ECC de las
plaguetas como muestra un ensayo con un anticuerpo anti-TRPC6 (Jardin et al., 2008).
Mediante la expresion de TRPC7 en células HEK293 y su activacion con tapsigargina se mostré
que esta proteina puede funcionar como un canal operado por depdsitos, ademas de operado
por receptor (Lievremont et al., 2004). En cambio, un trabajo posterior del mismo laboratorio
puso en duda que TRPC7 participe como canal en la ECC, ya que no fue activado ni con IP3, ni

con ionomicina (DeHaven et al., 2009).

También, se ha descrito que los canales TRPCs pueden estar compuestos por
subunidades diferentes, formando heterémeros que estan implicados en la ECC. De hecho,
esto explicaria por qué en numerosos estudios de sobreexpresion de tan solo uno de los
miembros de los canales TRPCs no se produce ningun efecto sobre la ECC. Esto podria ser
debido a que el canal estudiado necesita de su heteromerizaciéon con otros miembros que no
se expresan de manera suficiente de manera enddgena en la célula (Parekh y Putney, 2005).
Asimismo, los canales formados por TRPC1 y TRPC3 parecen participar en la ECC de las células
ductales de glandula parétida humana (Liu et al.,, 2005), asi como en lineas celulares de
hipocampo de rata (Wu et al., 2004). Ademas, TRPC1 y TRPC4 dan lugar a heterémeros
implicados en la ECC en células endoteliales (Sundivakkam et al., 2012) y TRPC1, TRPC3 vy
TRPC7 en células HEK293 (Zagranichnaya et al., 2005).

4.2.2. TRPV4 y TRPV6

En cuanto a la implicacién de los TRPs vaniloides o TRPVs en la ECC, TRPV4 parece
contribuir a la entrada de Ca®* inducida por tapsigargina en células endoteliales a través de la

formacion de heterémeros con TRPC1 (Ma et al., 2011a).

Otro miembro de la familia TRPV que también ha sido relacionado con la ECC es
TRPV6, ampliamente conocido por su funcidn en la absorcién intestinal de Ca** (Peng et al.,
1999). Asi, la expresién de TRPV6 en células CHO (linea celular de ovario de hamster chino)
mostré que este canal estd operado por depdsitos, aunque solo durante las primeras horas
tras la transfeccion. Ademas, las propiedades electrofisioldgicas de la corriente mediada por el
mismo son similares a las de la lrac (Yue et al., 2001). Por otro lado, el silenciamiento de
TRPV6 reduce en un 50 % la ECC en células LNCaP, una linea celular derivada de cancer de
préstata, asi como el aumento de su expresion en un 60 % con un tratamiento antiandrogénico

provocd un 30 % de incremento de esa entrada de Ca*". Como consecuencia, los autores del
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estudio concluyen que TRPV6 puede formar parte de un canal operado por depdsitos

conjuntamente con otros TRPs (Vanden Abeele et al., 2003).

4.2.3. TRPMS

TRPMBS se trata de un canal con una clara funcion como receptor de frio en neuronas
sensoriales. Uno de sus agonistas mas conocidos es el mentol, el cual provoca sensacién de frio
como consecuencia de su papel como termoreceptor (Voets et al., 2007). Hasta el momento,
no se ha descrito que este miembro de la superfamilia de los TRPs pueda funcionar como un
SOC. Sin embargo, se ha tenido en cuenta la posibilidad de que pueda participar de otra forma
en la ECC. En un principio, se observé que en células LNCaP el mentol no activaba la corriente
cldsica mediada por TRPMS8, en cambio, inducia una corriente cuyas propiedades
electrofisioldgicas son similares a una corriente legac. Este hecho se explica porque el TRPMS8
en estas células puede estar localizado en el RE en lugar de en la membrana plasmatica. Por
tanto, el mentol induce la liberacién de Ca®* a través de su nueva localizacién en la célula
dando lugar a la activacién de la ECC. De esta manera, el TRPMS situado en el RE puede estar
implicado en la ECC actuando como un canal que permite la liberacién de Ca** (Thebault et al.,
2005).

4.3. Corrientes operadas por depositos

Los SOCs median diferentes corrientes idnicas dependiendo de sus propiedades
biofisicas que pueden ser medidas mediante técnicas electrofisioldgicas como el patch-clamp.
La primera corriente operada por depdsitos (Isoc) descrita fue la corriente de Ca®* activada por
la liberacién de Ca** conocida como lcgac, €n mastocitos (Hoth y Penner, 1992). La Icgac Se trata
de una corriente de Ca’* no activada por voltaje. El protocolo de activacién de la misma
consiste en rampas que comienzan en -100 mV y van hasta +100 mV en 50 ms (Fig. 17A). Su
relacidn corriente-voltaje muestra una amplitud de corriente maxima a potenciales negativos
que se aproxima a cero a potenciales mayores a +60 mV. Ademads, presenta una gran
rectificacion entrante a voltajes negativos (Fig. 17B) (Parekh y Penner, 1997). Esta rectificaciéon
entrante es consecuencia de la diferencia en la [Ca?'] entre las soluciones interna y externa con
las que se lleva a cabo el registro electrofisioldgico, asi como de la inactivacidon dependiente de
Ca” gue muestran los canales (Parekh y Putney, 2005). A pesar de que la activacion de la Icgac
no tiene lugar tras una despolarizacién de la membrana, la magnitud de la corriente es
dependiente del voltaje. De esta forma, la conductancia es menor a potenciales
hiperpolarizantes que a potenciales despolarizantes (Bakowski y Parekh, 2000). Por otra parte,
la Icrac presenta una alta selectividad a Ca** que parece patente al aproximarse a cero a

potenciales muy positivos. La selectividad a Ca*" fue comprobada al sustituir el Na* por un
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catién organico de gran volumen como la N-metil-D-glucamina (NMDG"), ya que la amplitud y
el potencial de reversion no varian (Hoth y Penner, 1993). En cambio, si el Ca®" es sustituido
por Na* o Mg** la corriente desaparece por completo (Hoth y Penner, 1992; Zweifach y Lewis,
1993; Fierro y Parekh, 2000). La alta selectividad a Ca*" sobre Na* viene dada por un ratio de
permeabilidad Ca*": Na* de 1000: 1 (Parekh y Putney, 2005). Al reemplazar el Ca** por Ba** o
Sr** se observa una reduccién de la corriente, por lo que la permeabilidad del canal CRAC a
estos dos iones divalentes es menor que a Ca** (Zweifach y Lewis, 1993). No se aprecia una
corriente saliente llevada a cabo por K7, lo que dificulta establecer un potencial de reversién de
la corriente (Parekh y Penner, 1997). La conductancia de la Iczac €S bastante baja comparada
con otras corrientes de Ca®*, aproximadamente 0,02 pS en presencia de 110 mM de CaCl,
(Parekh y Putney, 2005). El canal que media la lcrac €5 practicamente impermeable a Cs*
(Bakowski y Parekh, 2002) y, de acuerdo con la baja conductancia, su tamafio de poro fue

situado en torno a 3,9 A (Prakriya y Lewis, 2006).
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Figura 17. Registro electrofisioldgico de la Icgac. A. Rampa de voltaje de -100 mV a +100
mV llevada a cabo para el registro de Iczac. B. Relacion corriente-voltaje de la Icgac donde
se aprecia que la amplitud de corriente maxima se alcanza a potenciales negativos y se
aproxima a 0 a potenciales bastante positivos. Ademas, presenta una gran rectificacion
entrante a potenciales negativos. El registro fue tomado de Prakriya et al., 2006.

Todas estas propiedades electrofisioldgicas de la corriente Igac Se ajustaron
perfectamente a la corriente mediada por ORAIL, lo que permitié identificarlo como un canal
CRAC (Prakriya et al., 2006; Yeromin et al., 2006). A continuacidén, ORAI2 y ORAI3 también
fueron clasificados como canales CRAC (Mercer et al., 2006; Lis et al., 2007). Previamente,
TRPV6 fue propuesto como un canal CRAC por su alta selectividad a Ca** (Yue et al., 2001),
pero fue descartado, ya que es mas permeable a Cs*, puesto que presenta un tamafio de poro
de 5,5 A superior al del canal CRAC (Voets et al., 2001; Voets et al., 2004).

Ademas de la corriente Icrac, S€ han descrito otras corrientes operadas por depdsitos
caracterizadas por presentar mayor conductancia y una baja selectividad a Ca*" (Parekh y
Putney, 2005). Aqui, haremos referencia a algunas de ellas. Asi, en células de carcinoma

epidermoide A461, se ha caracterizado una Isoc con propiedades distintas a las de la Icgac. La
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permeabilidad para Ca** y Ba*" es muy similar, pero 1000 veces mayor que para K' vy la
conductancia es mayor que la de Icrac, 1 pS en presencia de 100 mM de CaCl, (Zaznacheyeva et
al., 2000). En esas mismas células, otro grupo reportd una lsoc con una selectividad a Ba®"
mayor que a Ca**y con una conductancia de 2 pS con 160 mM de CaCl, (Lueckhoff y Clapham,
1994). En cambio, en células endoteliales de aorta bovina se registré una corriente con una
alta conductancia, 11 pS en presencia de 10 mM de CaCl,, con un ratio de permeabilidad
Ca**/Na* mayor de 10:1 y una selectividad a Na" mayor que la Ierac (Vaca y kunze, 1994). Por
otra parte, en miocitos de aorta de ratén y de conejo aparece una lsoc con una conductancia de
2,7 pS en presencia de 90 mM de CaCl, cuya permeabilidad a Ca®* es igual a la de Na’. Los
canales que median esta corriente fueron selectivos para cationes, pero no discriminaban
entre Na*, K, Cs*, Ca**, Ba*" o Sr** (Trepakova et al., 2000; Trepakova et al., 2001).

Las caracteristicas de las corrientes operadas por depdsitos distintas a lczac parecen ser
mediadas en la mayoria de los casos por diferentes TRPs, en especial por miembros de la
familia de los TRPCs. Estos han sido clasificados como canales catidnicos no selectivos, ya que
presentan una selectividad para el Ca** baja comparada con la de los canales CRAC. La relacién
corriente-voltaje de las corrientes mediadas por los TRPCs es relativamente lineal, muy
diferente a la de la Irac, asi como la conductancia que es bastante superior a ésta. Muestran
potenciales de reversién proximos a 0 mV o ligeramente positivos siendo bastante mas bajos
gue los de la Icrac. Las propiedades de la corriente catidnica no selectiva varian dependiendo
de los canales TRPCs que estén implicados en la misma (Cheng et al., 2013). Asi, por ejemplo,
la lsopc mediada por TRPC1 en células HSG presenta una ligera rectificaciéon entrante con un
potencial de reversion aproximadamente de +15 mV y una conductancia de 20 pS (Liu et al.,
2003). La sobreexpresion de TRPC1 en células HEK293 da lugar a una corriente con una
relacidon corriente-voltaje practicamente lineal, un potencial de reversién de +30 mV y una
conductancia de 16-17 pS (Skopin et al., 2013). Por otro lado, el canal formado por la
heteromerizacidn de TRPC1 y TRPC3 en células de glandula salival parétida da lugar a una Isoc
no selectiva a Ca®* con una relacién corriente-voltaje lineal y un potencial de reversién préximo
a 0 mV (Liu et al., 2005). Otra corriente mediada por un heterémero es la del canal
TRPC1/TRPC4, identificado en células endoteliales que da lugar a una corriente con una
rectificacion entrante y un potencial de reversién préximo a +40 mV cuando estd
interaccionando con ORAIL. Sin embargo, el silenciamiento de ORAI1 disminuye el potencial de
reversion sugiriendo que ORAI1 contribuye a la selectividad a Ca®* de ese canal TRPC1/TRPC4
(Cioffi et al., 2012). También, los TRPCs pueden heteromerizar con otros miembros de la
superfamilia de los TRPs para dar lugar a una corriente catiénica operada por depdsitos no
selectiva. Asimismo, la Isoc obtenida al coexpresar TRPC1 y TRPV4 en células HEK293 presenta
una relacién corriente-voltaje, de nuevo, bastante lineal con un potencial de reversién de 0 mV
(Fig. 18) (Ma et al., 2011a). Ademas, muestra una gran conductancia, aproximadamente 83 pS

para la corriente entrante y de 95 pS para la saliente (Ma et al., 2011b).
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Figura 18. Corrientes operadas por depdsitos (lsoc) no selectivas obtenidas al sobreexpresar TRPC1,
TRPV4 o ambos en células HEK. A. Activacién de las corrientes con tapsigargina. La corriente se ve
incrementada considerablemente al sobreexpresar simultaneamente ambos canales. Presentan una
baja selectividad a ca”™, ya que al sustituir el Na* por NMDG" se inhibe la corriente sugiriendo que en
gran medida se componen de Na’. B. Relacién corriente-voltaje de las lsoc no selectivas a ca™.
Presentan una relacion corriente-voltaje altamente lineal con un potencial de reversién préximo a 0
mV. Ambas caracteristicas son propias de las corrientes operadas por depdsitos no selectivas
medidas por los TRPs. Figura procedente de Ma et al., 2011a.

4.4. Control mitocondrial de la entrada capacitativa de ca*

La capacidad de la mitocondria para captar el Ca** de la célula permite que en
condiciones fisioldgicas éstas actien como un tampén de Ca®* regulando la ECC mediada por
los canales CRAC. Por tanto, no solo los depdsitos de Ca** controlan la ECC, sino también, la
mitocondria que retira el Ca®* proveniente de la entrada de este i6n en la célula a través de los
canales CRAC (Parekh, 2008). Este hecho queda patente al verse reducida la ECC cuando se
despolariza la mitocondria con bloqueantes de la cadena respiratoria como la antimicina A
(Glitsch et al., 2002; Malli et al., 2003) o con desacoplantes mitocondriales como el CCCP
(Wasniewska et al., 2000) y el FCCP (Glitsch et al., 2002; Nufiez et al., 2006) que introducen
protones en la misma. Esta reduccion de la ECC, también, es observada al silenciar o al
bloquear con rojo de rutenio el MCU (Tang et al., 2015). La regulacién de los canales CRAC por

parte de la mitocondria tiene lugar en varias etapas de la ECC.

La primera etapa en la que actla la mitocondria se trata de la activacién de los canales
CRAC. La mitocondria se localiza en lugares préximos a los depésitos de Ca®*, a menos de 20
nm, donde detecta los microdominios de Ca** gue se forman en torno a los receptores de IP;
(Rizzuto et al., 1993; Rizzuto et al., 1998; Moreau et al., 2006). El incremento de la [Ca**]c
puede provocar la inactivacién dependiente de Ca** de los receptores de IP; (Taylor y Traynor,
1995) y, por otra parte, permite a la SERCA bombear Ca** hacia el interior de los depésitos.
Ambos procesos van a reducir la activacion de los canales CRAC al oponerse al vaciamiento de

los depésitos. Asi, la simple estimulacidn de los receptores de la membrana plasmatica o el uso
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de IP; no son suficientes para la activacion de la Icrac €n células dializadas a no ser que las
mitocondrias sean mantenidas en un estado energetizado (Bakowski y Parekh, 2001; Glitsch et
al., 2002). La captaciéon mitocondrial de Ca** reduce la inactivacién dependiente de Ca** de los
receptores de IPs, asi como la cantidad de Ca®* disponible que puede ser reintroducido en los
depdsitos por parte de la SERCA. De esta forma, la mitocondria permite una mayor liberacion
de Ca* de los depdsitos y se dificulta su rellenado, lo que favorece la activacién de los canales
CRAC (Gilabert et al., 2001).

Ademads, se ha reportado que la mitocondria participa, también, en la inactivacion
lenta dependiente de Ca®* de los canales CRAC. Asi, la inactivacién lenta se ve acelerada al
inhibir la captacién de Ca®* por parte de la mitocondria, tanto despolarizando la misma con
FCCP o antimicina A como bloqueando el MCU con rojo de rutenio. En cambio, la
energetizacién de la mitocondria reduce esta inactivacion lenta (Gilabert y Parekh, 2000). En
células T jurkat se ha observado que la mitocondria se transloca hacia la membrana plasmatica
tras la entrada de Ca®* a través de los canales CRAC, ya que previniendo la migracién de la
mitocondria con nocodazol, un despolimerizador de los microtubulos, se acelera Ia
inactivacion lenta dependiente de Ca** (Quintana et al., 2007). Por tanto, la mitocondria se
dirige hacia los canales CRAC cuando se activa la ECC y tampona el Ca** frenando la

inactivacion lenta dependiente de Ca** (Watson y Parekh, 2012).

Ca2+

Medio

extracelular ORAI1

Figura 19. Regulacidon mitocondrial de la ECC mediante el tamponamiento de ca”. La
mitocondria regula la ECC actuando como un tampdn de Ca”* de tres formas diferentes.
En primer lugar, la captacién mitocondrial a través del MCU reduce la inactivacion
dependiente de ca® del IP;R lo que contribuye a la liberacion de Ca” desde los
depdsitos y, como consecuencia, a la activacién de la ECC (1). Ademas, la mitocondria
compite con el RE por el ca”* disminuyendo el rellenado de los depdsitos mediado por la
SERCA lo que prolonga la activacién y dificulta la finalizacion de la ECC (2). Por ultimo, la
captacion de ca” por parte de la mitocondria disminuye la inactivacién dependiente de
Ca”" de los canales CRAC favoreciendo la ECC (3).
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Por otra parte, la mitocondria parece controlar la ECC de una manera independiente
de su accién como tampdn de Ca**. Asimismo, la despolarizacion de la mitocondria reduce la
formacién de la puncta de STIM1 en la membrana plasmatica, sin impedir su oligomerizacién,
en un proceso en el que interviene la mitofusina-2, una proteina situada en la membrana
externa mitocondrial. Como consecuencia, este hecho sugiere que la mitocondria es necesaria
para el movimiento de STIM1 hacia zonas préximas a la membrana plasmatica (Singaravelu et
al., 2011). También, la mitocondria podria regular la ECC a través de sefiales difusibles que
pueden ser liberadas desde este orgdnulo. El ATP procedente de la mitocondria puede ser
utilizado por la SERCA para rellenar los depésitos de Ca®*, lo que contribuye a la desactivacion
de la ECC (Landolfi et al., 1998). Ademas, se ha descrito que el piruvato, un sustrato precursor
de la respiracién mitocondrial, reduce el alcance de la inactivacién rapida dependiente de Ca**
de los canales CRAC, regulando asi la ECC (Bakowski y Parekh, 2007).

4.5. Papel funcional de la entrada capacitativa de Ca** en la célula

La funcién mas evidente de la ECC en la célula es el rellenado de los depdsitos tras la
liberacion del Ca®* como consecuencia de la unién de un agonista a su receptor en la
membrana plasmatica. Por tanto, tiene un papel importante en el mantenimiento de la
[Ca*]re, Ya que una disminucién prolongada de su concentracion da lugar a estrés de reticulo
gue puede desencadenar en apoptosis (Meldolesi, 1993; Parekh y Putney, 2005). Otra funcién
bastante clara de esta entrada de Ca** es la de aumentar la sefial de Ca®* tras la estimulacién
con concentraciones bajas de agonistas fisiolégicos (Putney, 2009). Ademas, la ECC parece ser
clave en el mantenimiento de las oscilaciones de Ca”" inducidas por esos agonistas (Bird vy
Putney, 2005).

La ECC regula la actividad de diversas enzimas. En células endoteliales, activa la NO
sintasa dando lugar a la produccién de NO que funciona como un mensajero intra e
intercelular (Lin et al., 2000). También, la ECC mediada por ORAI1 favorece la actividad de la
fosfolipasa C y D regulando asi, el TRPC6 en plaquetas (Chen et al., 2014c). Otra enzima
regulada por la ECC es la adenilato ciclasa, ya que en células de glioma, la entrada de Ca**

inducida por tapsigargina inhibe la forma tipo VI y estimula la tipo | (Cooper et al., 1998).

Un incremento en la [Ca**]c provoca secreciéon en algunos tipos celulares, como
consecuencia, se ha reportado en varios trabajos que la ECC participa en la exocitosis. Asi, la
entrada de Ca** a través de los canales CRAC provoca exocitosis en células RBL, una linea
celular de leucemia basofilica de rata (Artalejo et al., 1998). También, se observé que las
células T mutantes que no presentan lgac Muestran una respuesta secretora anormal
sugiriendo que la ECC participa en la secrecién de las células T (Fanger et al., 1995). Por otra
parte, la ECC participa en el proceso de degranulacién en mastocitos, por la que se secretan

diversas sustancias importantes en la respuesta inmunoinflamatoria (Yang et al., 2012). Al
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margen del sistema inmune, la ECC esta implicada en la secrecion de células excitables como
las células adenohipofisarias (Villalobos y Garcia-Sancho, 1995) y las células cromafines

adrenales (Fomina y Nowycky, 1999).

El incremento de la [Ca®]c a consecuencia de la ECC activa la expresion de
determinados genes en la célula a través de ciertos factores de transcripciéon dependientes de
Ca”. En linfocitos T, el Ca** gue entra a través de los canales CRAC, como consecuencia de la
estimulacién de su receptor TCR, se une a la CaM en el citosol y, a continuacidn el complejo
Ca’*-CaM activa la fosfatasa calcineurina. Esta entra el nucleo y defosforila factores de
transcripcién como NFAT, NFkB y OctA, lo que da lugar a la expresiéon del gen de la
interleuquina-2 (IL-2) y de su receptor provocando asi la expansién clonal del linfocito T
activado (Dolmetsch et al., 1998, Lewis, 2001). También, la ECC se ha visto implicada en la
expresion del factor de transcripcidén c-fos en mastocitos, que a su vez, regula la expresion de
varias quimioquinas como el factor de necrosis tumoral a (TNFa), importante que participan
en la respuesta inmune (Kar y Parekh, 2013). Por otro lado, la expresion de ciclooxigenasa-2
(COX-2) parece ser activada como consecuencia de la entrada de Ca** mediada por los canales
operados por depdsitos (Wang et al., 2012a; Wang et al., 2014b). La COX-2 estd implicada en la
sintesis de prostaglandinas por lo que participa en el proceso inflamatorio y en la liberacién de

citoquinas (Gilroy y Colville-Nash, 2000), asi como en la carcinogénesis (Kojima et al., 2001).

Otra funcidn conocida en la que estd implicada la ECC es la proliferacion celular. Asi, se
ha reportado que la ECC participa en la expansion clonal de los linfocitos T caracterizada por la
proliferacién de estas células. Como se ha mencionado, este proceso tiene lugar tras la
estimulacién con un antigeno del receptor TCR de los linfocitos y la consecuente expresion de
determinados genes como el IL-2 bajo el factor de transcripciéon NFAT (Feske et al., 2001; Lewis
et al., 2001). Ademas, se ha observado que la ECC esta implicada en la progresion del ciclo
celular en el neuroepitelio de la retina (Sugioka y Yamashita, 2003). Por otro lado, la ECC y la
expresion de TRPC1 es mayor en miocitos de arteria pulmonar que presentan capacidad para
proliferar sugiriendo que la ECC, mediada posiblemente por TRPC1, puede que sea importante
en la proliferacion de estas células (Golovina et al., 2001). También, se ha descrito que la ECC
llevada a cabo por STIM1 y ORAI1 esta implicada en la proliferacién de las células endoteliales
(Abdullaev et al., 2008). En células madre embrionarias la ECC participa en la proliferacion
mediada por estrégenos (Wong et al., 2012). Por ultimo, recientemente se ha reportado que la
estimulacién del receptor sensible a Ca®* (CaSR; del inglés, Ca’*-sensing receptor) induce ECC,

la cual contribuye a la proliferacidn de los osteoblastos (Hu et al., 2014).

El Ca®* es esencial en el proceso de activacién de las plaquetas que tiene lugar en la

hemostasia y la formacién del coagulo. Como consecuencia, se ha propuesto a la ECC como
2+ . ., . ..

una entrada de Ca“" importante en la funcién plaquetaria. La ECC parece participar en las

respuestas tardias de las plaguetas como son la estabilizacién del trombo, la retraccion del
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cuagulo, la actividad coagulante y el reclutamiento de otros tipos celulares hacia la zona donde

se ha producido el dafio (Varga-Szabo et al., 2009).

También, la ECC parece ser importante en la reproduccién a través de diferentes
funciones. Por ejemplo, participa en la regulacidn de la motilidad del espermatozoide (Krasznai
et al., 2010). Ademas, dirige la reaccion del acrosoma en la que se produce la exocitosis de las
vesiculas acrosomales desde el espermatozoide hacia la zona pelucida del ovocito que tiene
lugar durante la fertilizacidn (Breibarth, 2002). Asimismo, STIM1 y ORAI1 estan implicados en
el papel de la ECC en la maduracién de los ovocitos, asi como en el proceso de fertilizacidon
(Martin-Romero et al., 2012).

Por otra parte, se ha descrito que la ECC puede participar en algunas funciones propias
de las células musculares. Asimismo, STIM1, a través de su papel en la ECC, esta implicado en
el desarrollo y la funcién contractil del musculo esquelético (Stiber et al., 2008). La ECC es unos
cuantos érdenes de magnitud mas rapida en el musculo esquelético que en las células no
excitables (Launikonis y Rios, 2007). De esta forma, se han propuesto modelos basados en la
localizacién de STIM1 y ORAI1 en la triada muscular que explicarian esa cinética de activacion
mas rapida que puede que sea importante en el proceso de acoplamiento excitacién-
contraccion (Dirksen, 2009; Launikonis et al., 2010). En cuanto al musculo liso, se ha observado
que la ECC participa en la contraccion del musculo de aorta (Tosun et al., 1998), de arteria
coronaria (Dominguez-Rodriguez et al.,, 2012) y de los bronquios (Sweenwey et al., 2002).
Ademds, la ECC puede activar canales de CI" dependientes de Ca®* en miocitos de arteria
pulmonar, lo que permite la regulacién del potencial de membrana y del tono muscular
(Forrest et al., 2010).

5. Participacion del Ca** en la muerte celular

La muerte celular ha sido estudiada ampliamente por su papel tanto en procesos
fisiolégicos como en diversas patologias. Actualmente, se han propuesto unos doce tipos
diferentes de muerte celular y el Ca®* esta claramente implicado al menos en tres de ellos:

necrosis, apoptosis y autofagia. (Zhivotovski y Orrenius, 2011).

La necrosis se trata de un tipo de muerte celular relacionada con una perturbacion de
la homeostasis del Ca**. En las células pancredticas acinares se ha estudiado ampliamente la
implicacion del Ca” en el desencadenamiento de la necrosis. Asi, niveles altos de
colecistoquinina, acidos biliares o ésteres etilicos de acidos grasos en estas células provocan un
elevado estrés en la célula que desencadena el proceso necrdtico. Como consecuencia, el
elevado estrés provoca una liberacién de Ca** desde los depdsitos y un incremento global y
sostenido de la [Ca®*]c debido a la posterior entrada de Ca®* en la célula. Esto conlleva al

colapso del potencial mitocondrial, lo que produce una pérdida irreversible de la funcion
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mitocondrial que, a su vez, da lugar a una fuerte disminucion de la sintesis de ATP en la célula.
La caida de los niveles de ATP paraliza las bombas de Ca*" y desencadena la necrosis. Por otra
parte, la necrosis también se induce debido a la activacidon prematura de enzimas digestivas a

consecuencia del incremento de la [Ca®*]¢ (Criddel et al., 2007).

Ademds, es bastante conocida la participacion del Ca** en las diferentes etapas de la
apoptosis, la cual ha sido descrita como una forma de suicidio celular. Este tipo de muerte
celular se caracteriza morfolégicamente por la condensacion de la cromatina, la fragmentacion
del nucleo, la compactacién del citoplasma y la formacion de los cuerpos apoptéticos (Kerr et
al., 1972). La principal diferencia con la necrosis consiste en que este tipo de muerte celular
normalmente no lleva asociado un proceso inflamatorio. Existen dos vias de sefializacién de la
apoptosis, la via extrinseca, activada por la estimulacion de los receptores de muerte, y la via
intrinseca, en la que la mitocondria tiene un papel central (Elmore, 2007). La via intrinseca de
la apoptosis puede ser desencadenada a consecuencia de una sobrecarga del Ca** en la
mitocondria. Esta provoca la apertura del PTP, lo que produce la pérdida del AW, y la
liberacién de proteinas proapoptdticas como el citocromo c. El citocromo ¢ se une a otras
proteinas para formar el apoptosoma que da lugar a la activacidon de la caspasa iniciadora
caspasa-9, la cual activa las caspasas efectoras como la caspasa-3. El Ca®*, también, puede
inducir apoptosis a través de la pérdida del AY,,; y liberacién del citocromo ¢ por medio de
unas proteasas de cisteina dependientes de este idn denominadas calpainas. Estas proteasas
van a provocar la escisién y activacion de la proteina proapoptdtica BID, asi como una
reduccion de las proteinas antiapoptéticas Bcl-2 y Bcl-XL (Kondratskyi et al., 2014). El RE tiene
un papel importante en la induccidn de la apoptosis de manera dependiente de la mitocondria
debido al estrecho contacto entre ambos organulos a través de las membranas asociadas a la
mitocondria (MAMs; del inglés, mitochondria-associated membranes). Asi, se ha observado
que distintos estimulos apoptdticos provocan una liberacion de Ca** desde el RE por medio de
los IPsRs, lo que conduce a un aumento de la entrada de Ca** en la mitocondria y, como
consecuencia, se induce apoptosis (Hajnockzky et al., 2006). En relacidon con esto, algunas
proteinas pueden controlar la apoptosis a través de la regulacién del contenido de Ca*" del RE
y de la liberacién a través de los IP;Rs. De esta forma, las proteinas proapoptédticas Bax y Bak
parece que favorecen el mantenimiento de la [Ca®*]ge basal (Scorrano et al., 2003), asi como la
liberacidon de Ca** a través de los IPsR (Zong et al., 2003; Jones et al., 2007). Sin embargo, las
proteinas antiapoptéticas Bcl-2 y Bel-XL reducen la [Ca®']qe (Foyouzi-Youssefi et al., 2000) e
inhiben la liberacién de Ca** por medio de la interaccidn con los IP;Rs (Chen et al., 2004; White
et al., 2005; Rong et al., 2009). Se ha descrito que Bcl-2 puede que disminuya el contenido de
Ca”* del RE al provocar un incremento del leak de Ca®* de este orgénulo (Pinton et al., 2000).
Por otro lado, una alteracién de la homeostasis de Ca** del RE gue conduce a un estrés de
reticulo puede activar a la caspasa 12 y desencadenar apoptosis de una manera independiente
de la mitocondria (Nakagawa y Yuan, 2000; Morishima et al., 2002). La ECC parece ser una

entrada de Ca** implicada en la apoptosis. Aunque hay estudios que apoyan que esta entrada
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de Ca®*" induce apoptosis, otros, sin embargo, muestran que presenta un papel antiapoptadtico.
Asimismo, la inhibicién de la ECC o el silenciamiento de STIM1 reducen la apoptosis inducida
por H,0, al evitar una sobrecarga de Ca® en el citosol en células HT22, una linea celular de
neuronas de hipocampo (Rao et al., 2013). En contraposicidn, el silenciamiento de STIM1 y
ORAI1 incrementan la apoptosis inducida por sustancias quimioterapéuticas en lineas celulares

de adenocarcinoma de pancreas (Kondratska et al., 2014).

Medio
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Figura 20. Participacion del Ca”enla apoptosis. Tanto la liberacion de Ca’" através de los IPsRy
RyR como la entrada de Ca®* desde el exterior celular pueden desencadenar la via intrinseca de la
apoptosis cuando se produce una sobrecarga de Ca*enla mitocondria, como consecuencia, de
la elevada entrada de Ca’* en este organulo mediante el MCU. La sobrecarga de Ca® en la
mitocondria provoca la apertura del poro de permeabilidad transitoria (PTP) y la liberacion al
citosol del citocromo c. El citocromo c se une a una serie de proteinas para formar el apoptosoma
que da lugar a la activaciéon de la caspasa-9 que, a su vez, activa la caspasa-3. Esta Ultima se trata
de una caspasa efectora que lleva a cabo el proceso apoptdtico. Las proteinas proapoptéticas Bax
y Bak favorecen el mantenimiento de la [Ca2+]RE y la liberacion de Ca™ a través de los IPsRs
incrementando la susceptibilidad de la célula a la apoptosis. Por el contrario, las proteinas
antiapoptdticas Bcl-2 y Bcl-XL parece que reducen la [Ca2+]RE e inhiben la liberacién de Ca®* a
través de los IP;Rs aumentando asi, la resistencia a la apoptosis. Ademas, la excesiva disminucion
de [Ca2+]RE puede provocar estrés de reticulo lo que conduce a la activacidn de la caspasa-12. La
activacion de esta caspasa desencadena la apoptosis a través de la caspasa-3. RE: reticulo
endopldsmico. mit: mitocondria.
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La disminucion de los niveles de energia de la célula da lugar a un proceso de muerte
celular conocido como autofagia que se caracteriza por la formacién de autofagosomas. Este
proceso tiene lugar para producir energia a través de la fagocitosis de orgdnulos celulares y
proteinas (Levine y Klionsky, 2004). El Ca®* regula la autofagia de manera diferente
dependiendo del estado en el que se encuentre la célula. En condiciones éptimas, se produce
una liberacidn constitutiva de Ca** desde el RE a través de los IPsRs hacia la mitocondria, lo que
permite una normal produccién de ATP en esta Ultima. Cuando se interrumpe el flujo de Ca**
entre el RE y la mitocondria se reduce la sintesis de ATP. Con ello, se incrementa el ratio
AMP/ATP, lo que provoca la activacion de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK; del
inglés, AMP- activated protein kinase) y se induce la autofagia. Sin embargo, en condiciones de
estrés, cuando se produce un incremento de la [Ca*]c se pueden activar una variedad de
proteinas estimuladoras de la autofagia como la proteina quinasa de la quinasa dependiente
de Ca**-CaM B (CaMKKB; del inglés, Ca**-calmodulin-dependent kinase kinase 8) que activa la
AMPK (Decuypere et al., 2011a).

6. Papel del transporte de Ca** en el cancer

Las células tumorales presentan seis caracteristicas adquiridas segun Hanahan vy
Weinberg (Hanahan y Weinberg, 2000) que les confieren grandes ventajas de supervivencia

frente a las células normales:

Capacidad para evadir la apoptosis.

Sefializacién de crecimiento autosuficiente.

Potencial de divisién sin limite.

Insensibilidad a sefiales que se oponen al crecimiento.

Capacidad para invadir y metastatizar.

SN A T o o

Promocidn de la angiogénesis.

En varios trabajos se ha reportado que la sefializacién del Ca** podria estar implicada
de manera directa o indirecta en muchos, si no en todos estos procesos caracteristicos de las
células cancerosas (Monteith et al.,, 2012). Como consecuencia, numerosos estudios muy
recientes, la mayoria de ellos publicados durante el desarrollo de esta tésis doctoral, sugieren
que durante la carcinogénesis tiene lugar un remodelado del Ca®* intracelular. Probablemente
este remodelado sea consecuencia de los cambios que se producen en el genoma, la influencia
de la epigenética, los factores ambientales o las respuestas adaptativas que inicia el cancer. Sin
embargo, las alteraciones que se producen en el transporte de Ca** son procesos clave en la
progresion del mismo, puesto que son necesarios para la proliferacion, resistencia a la
apoptosis y la expansion del tumor (migracidn, invasion y angiogénesis) (Chen et al., 2013;
Prevarsakaya et al., 2014). El remodelado del transporte de Ca** en el cancer puede consistir

en un cambio de expresion de los canales y las bombas de Ca** que de manera normal
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aparecen en la célula. Ademas, puede producirse una alteracién en la actividad de los
participantes moleculares del transporte de Ca’" a consecuencia de mutaciones génicas y
modificaciones postraduccionales (Monteith et al., 2012). Todos estos cambios podrian

contribuir a la progresion del cancer a través de la alteracion de la [Ca®*]c (Lee et al., 2011).

6.1. Extrusion de Ca** y cancer

Las distintas isoformas de la PMCA, encargada de la extrusion del Ca®" hacia el exterior
celular, han sido relacionadas con el desarrollo de diferentes tipos de cdncer. Asi, se han
observado varios cambios de expresién de esta bomba de Ca®* en algunos tumores (tabla 1). La
primera vez que se tuvo constancia de este hecho fue en 1997 al mostrar una reduccion de
expresion de la PMCA en fibroblastos de piel y pulmén transformados con el virus SV40 para
inducir tumorogénesis con respecto a los fibroblastos control (Reisner et al., 1997). Mas tarde,
se observd que la PMCA tiene un papel en la regulacion de la proliferacién de las células de
cancer de mama MCF-7, ya que al inhibir la PMCA tiene lugar una reduccién en la proliferacion
de esta linea celular (Lee et al., 2005b). Ademas, es posible que la PMCA2 aumente la
resistencia a la apoptosis de las células tumorales como demuestra su sobreexpresion en
células de cancer de mama. La pérdida de expresién de PMCA2 aumenta los niveles de Ca**
citosdlico y hace mas sensibles a la apoptosis a las células epiteliales mamarias. Por el
contrario, su sobreexpresion reduce el Ca* intracelular protegiendo de la apoptosis a las
células de cancer de mama T47D (VanHouten et al., 2010). De nuevo en células de cancer de
mama, la PMCA2 induce resistencia a la apoptosis mediante la interaccién con la calcineurina y
la inhibicion de NFAT, lo que reduce la expresion de proteinas proapoptoéticas (Baggot et al.,
2012).

El silenciamiento de la PMCA1 provoca un aumento en la necrosis inducida por
ionomicina en células de cdncer de mama. En esas mismas células el silenciamiento de PMCA4
incrementa la apoptosis inducida por un inhibidor de la proteina antiapoptética Bcl-2. Estos
resultados sugieren que ambas isoformas de la PMCA regulan la muerte celular de las células
tumorales de mama (Curry et al., 2012). Por otro lado, la PMCA puede contribuir a la
tumorogénesis a través de una reduccion en su expresion como sugiere la disminucién de la
expresion de PMCA1 en cancer oral (Saito et al., 2006) y de PMCA4 en céncer de colon (Aung
et al., 2009). De esta forma, la sobreexpresion de PMCA4 reduce la proliferacion en células de
adenocarcinoma de colon HT29, mientras que su silenciamiento no afecta a la regulacién de la
apoptosis. Por tanto, la reduccidn de la expresiéon de PMCA4 en las células tumorales de colon
disminuye la extrusion de Ca*, lo que puede contribuir a la proliferacién de estas células sin
hacerlas mas sensibles a la apoptosis (Aung et al., 2009). Ademas, la diferenciacion de las
células tumorales MCF-7 provoca un incremento en la expresidon de la PMCA4b, lo que acelera

el regreso de la [Ca**]c a su estado basal tras la estimulacién de esas células. Esto es
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consistente con el hecho de que una reduccidn en la expresion de PMCA4 puede conducir a la
aparicion de un fenotipo tumorogénico (Varga et al., 2014). También, la PMCA4 puede estar
implicada en la angiogénesis del tumor, ya que reduce ésta a través de la interaccidn con la

calcineurina inhibiendo la via de NFAT (Baggott et al., 2014).

Tipo de . . .
Isoforma i Modelo de estudio Cambio Referencia
cancer
Mama Lineas celulares ™ mRNA Lee et al., 2002
PMCA1 Lineas celulares y muestras de
Oral . ) J mRNAYy proteina  Saito et al., 2006
tejido de pacientes
Lineas celulares ™ mRNA Lee et al., 2005a
PMCA2 Mama Lineas celulares y muestras de ,
. . M mRNAYy proteina  VanHouten et al., 2010
tejido de pacientes
Diferenciacion de linea celulary
. . 4 mRNA Aung et al., 2009
Colon muestras de tejido de pacientes
PMCA4 , - - -
Diferenciacion de linea celular { mRNAYy proteina  Ribiczey et al., 2007
Gastrico Diferenciacion de linea celular I mRNAYy proteina  Ribiczey et al., 2007
Mama Diferenciacion de linea celular { proteina Varga et al., 2014

Tabla 1. Cambios de expresion de las distintas isoformas de PMCA en cancer respecto a células o
tejido normal. 1, aumento y {,, disminucidn de expresion.

6.2. Secuestro de Ca>* hacia los depésitos y cancer

El contenido de Ca®* de los depdsitos puede ser modificado a consecuencia de los
cambios de expresion de la bomba que introduce Ca** en el RE, la SERCA. La disminucién de la
expresion de la SERCA podria reducir el contenido de Ca** de los depdsitos aumentando la
resistencia a la apoptosis de las células tumorales (Prevarskaya et al., 2014). Asi, por ejemplo,
la expresion de SERCA2 esta disminuida en células de carcinoma escamoso oral como
consecuencia de una metilacién aberrante (Endo et al., 2004). También, la expresién de la
SERCA3 se reduce durante la tumorogénesis en cancer de mama (Papp y Brouland, 2011).
Estos y otros cambios de expresién que tienen lugar en el cancer se recogen en la tabla 2. La
importancia de la expresidn de la SERCA en la resistencia a la apoptosis queda patente al
sobreexpresar la proteina antiapoptética Bcl-2 en células LNCaP, puesto que se reduce la
expresion de la SERCA2b (Vanden Abeele et al., 2002). Por otra parte, la proteina oncogénica
KRAS regula la expresién precisamente de esa isoforma de la SERCA, ya que la supresién de
KRAS aumenta la expresién de SERCA2b (Pierro et al., 2014). Ademas, la proteina supresora
tumoral p53 regula la apoptosis precisamente a través de su unién a la SERCA modificando su

estado de oxidacién aumentando asi, la carga de Ca®" en el RE (Giorgi et al., 2015).

61



I. INTRODUCCION

Tipo de i . .
Isoforma i Modelo de estudio Cambio Referencia
cancer
Muestras de tejido de pacientes P mRNA Chung et al., 2006
Colorrectal Diferenciacién de linea celulary i
N proteina Fan et al., 2014a
muestras de tejido de pacientes
SERCA2 Colon Muestras de tejido de pacientes |, mRNA Korosec et al., 2006
Lineas celulares y muestras de i
Oral . . {4 mRNAYy proteina  Endo et al., 2004
tejido de pacientes
Tiroides Lineas celulares J mRNAy proteina  Pacifico et al., 2003
Pulmén Muestras de tejido de pacientes |, mRNA Korosec et al., 2006
Mama Muestras de tejido de pacientes  {, proteina Papp etal., 2011
Pulmén Diferenciacidn de linea celular { proteina Arbabian et al., 2013
Diferenciacién de linea celular y
SERCA3  Colon . . {J proteina Gélébart et al., 2002
muestras de tejido de pacientes
Lineas celulares y muestras de .
Colorrectal I mRNAYy proteina  Gouetal., 2014

tejido de pacientes

Tabla 2. Cambios de expresidn de las distintas isoformas de SERCA en cancer respecto a células o
tejido normal. P, aumento y {,, disminucién de expresion.

También, se ha observado un incremento de la expresién de la SERCA, por lo que en
ese caso puede tener un papel importante en la tumorogénesis distinto al relacionado con la
resistencia a la apoptosis. La expresion de la SERCA2 es superior en células de cancer de colon
HT29 desdiferenciadas que en las diferenciadas. Asimismo, la sobreexpresion de la SERCA2 en
células SW480, otra linea celular tumoral de colon, aumenta la proliferaciéon y migracién de las
mismas, sin embargo, su silenciamiento reduce ambos procesos (Fan et al., 2014a). Por tanto,
el incremento de la SERCA en los tumores puede contribuir a su progresién aumentando la
capacidad proliferativa y migratoria de sus células. Por otro lado, es importante tener en
cuenta la variacién de la expresidon de unas isoformas de la SERCA con respecto a otras. La
diferenciacion de las células de adenocarcinoma de pulmén reduce el contenido de Ca®* de los
depdsitos debido a un cambio en la expresion de la SERCA3. Esta alteracidn se explica debido a
que la expresion de la SERCA3 en las células diferenciadas aumenta con respecto a las
desdiferenciadas, teniendo en cuenta que la afinidad por el Ca’* de esta isoforma es menor
que la de la SERCA2, la cual no varia. Asi, el aumento de la isoforma con una menor afinidad
por el Ca®", la SERCA3, con respecto a la isoforma con una afinidad mayor, la SERCA2, se
traduce en una disminucidon del contenido de los depdsitos en las células diferenciadas
(Arbabian et al., 2013). En cambio, la transicidn epitelio-mesenquimal de las células de cancer
de mama, un proceso por el cual las células adquieren un fenotipo mas invasivo, provoca un

incremento de la expresién de la SERCA2 y un descenso de la SERCA3 (Davis et al., 2013).
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Otra bomba de Ca”" implicada en el remodelado del transporte de Ca®" en el cancer es
la SPCA, presente en el aparato de Golgi. La SPCAl tiene un papel importante en la
proliferacién de las células de cancer de mama, puesto que su silenciamiento en las mismas
disminuye su proliferacién. La inhibicién de la proliferacién puede ser debida a una alteracion
en los niveles de Ca®* del lumen del aparato de Golgi, donde el Ca*" estd implicado en la
regulacién de las enzimas que contiene y que pueden participar en el procesamiento de
proteinas importantes en la progresién tumoral (Grice et al., 2010). También, se ha visto
implicada en el remodelado del transporte de Ca** a la SPCA2, aunque parece participar en la
tumorogénesis de manera diferente a la SPCAL. El silenciamiento de la SPCA2 en células MCF-7
reduce su proliferacidon y el crecimiento in vitro e in vivo. En contraposicién a su papel de
introducir Ca®* en el interior del aparato de Golgi, el incremento de la expresién de SPCA2 en
este caso contribuye a la entrada de Ca®* de manera independiente de depdsitos a través de su
interaccion con ORAI1 (Feng et al., 2010). Los estudios que tratan el remodelado de la

expresion de las isoformas de la SPCA aparecen reflejados en la tabla 3.

Tipo de i . .
Isoforma ) Modelo de estudio Cambio Referencia
céncer

Lineas celulares y muestras de
SPCA1 Mama . . ™ mRNA Grice et al., 2010
tejido de pacientes

Lineas celulares y muestras de i
SPCA2 Mama B . ‘M mRNA 'y proteina Feng et al., 2010
tejido de pacientes

Tabla 3. Cambios de expresion de las distintas isoformas de SPCA en cancer respecto a células o
tejido normal. P, aumento y {,, disminucién de expresion.

6.3. Liberacion de Ca>* desde los depésitos y cancer

La disminucién de la liberacion de Ca®* mediante la reduccién de la expresién o de la
actividad del IP;R provoca un aumento de la resistencia a la apoptosis de las células tumorales.
Asi, el silenciamiento de IP;R1 en células de cancer de vejiga aumenta la resistencia a la
apoptosis de estas células (Tsunoda et al., 2005). En cancer colorrectal puede darse un
remodelado de las isoformas de los IP;R mediado por la proteina oncogénica KRAS. Asi, la
deleccién de esta proteina provoca un incremento de la liberacién de Ca®* como consecuencia
de un aumento de la expresion de IPsR3 y una disminucién de IP;R1. Por tanto, en las células
tumorales, KRAS podria reducir la expresién de IP;R3 y aumentar la de IP;sR1 dando lugar a una
disminucién de la liberacion de Ca*, lo que podria incrementar la resistencia a la apoptosis de

las células de cancer colorrectal (Pierro et al., 2014).

Por otro lado, la proteina antiapoptética Bcl-2, sobreexpresada en algunos canceres y
considerada oncogénica, ejerce su accién a través de la interaccion con el IP;R inhibiendo su

apertura, lo que reduce la liberacién de Ca** desde el RE (Rong et al., 2009). Este proceso tiene
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lugar, por ejemplo, en la leucemia linfocitica crénica (Zhong et al., 2011). Ademas, la
sobreexpresion de Bcl-2 aumenta el leak de Ca** del RE, lo que disminuye su contenido en este
i6n incrementando, de esta forma, la resistencia a la apoptosis de las células tumorales (Pinton
et al., 2000; Palmer et al., 2004).

El supresor tumoral BRCA1, también, se une al IP;R aumentando la sensibilidad a su
ligando y favoreciendo asi la liberacion de Ca** que puede dar lugar a la apoptosis. Esto sugiere
que la disminucién de BRCA1 en los tumores reduce la liberacién de Ca®, lo que aumenta la
resistencia a la apoptosis (Hedgepeth et al., 2015). En cambio, IP3R3 parece expresarse solo en
muestras de cancer colorrectal al compararlas con muestras de mucosa normal y se ha
observado una correlacidon entre su expresion y la agresividad del tumor. Asimismo, el
silenciamiento de esta isoforma del IP;sR en células de cancer de colon caco-2 aumenta la
apoptosis, sugiriendo que su expresion en los tumores confiere resistencia a la apoptosis
(Shibao et al., 2010). De otra forma, el incremento de la expresion del IP;R en las células
tumorales puede tener un efecto sobre el aumento de su proliferacién. De esta manera, el
incremento de la expresion de IPsR3 de las células MCF-7 tratadas con estradiol podria explicar
el aumento de la proliferacion de las mismas (Szatkowski et al., 2010). El incremento de la
expresion de IP;R3 puede estar implicado, también, en el aumento de la invasién de las células
tumorales como se ha demostrado en glioblastoma, ya que ésta disminuye al inhibir este
receptor con cafeina (Kang et al., 2010). También, la expresion de IP;R3 conjuntamente con la
de IPsR1 aumenta durante la transicion epitelio-mesenquimal de las células de cancer de
mama, por la cual las células adquieren un fenotipo mas invasivo (Davis et al., 2013). Ademas,
los IP;Rs pueden estar implicados en la angiogénesis, puesto que la expresién de todas sus
isoformas disminuye en las células progenitoras endoteliales procedentes de pacientes con
carcinoma renal con respecto a las procedentes de pacientes control (Lodola et al., 2012;
Moccia y Poletto, 2014).

La tabla 4 muestra el remodelado de las distintas isoformas del IPsR encontrado en el

cancer.
Tipo de
Isoforma i Modelo de estudio Cambio Referencia
cancer
IP3R1 Glioblastoma Muestras de tejido de pacientes |, mRNA Kang et al., 2010
Glioblastoma Muestras de tejido de pacientes I mRNA Kang et al., 2010
Lineas celulares y muestras de ,
IP3R3 . . N mRNAYy proteina  Sakakura et al., 2003
Colorrectal tejido de pacientes

Muestras de tejido de pacientes 1 proteina Shibao et al., 2010

Tabla 4. Cambios de expresidon de las distintas isoformas del IP;R en cancer respecto a células o
tejido normal. P, aumento y {,, disminucién de expresion.
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La implicacion de los RyRs en el cancer ha sido menos estudiada que los IP5Rs, ya que
se expresan principalmente en células excitables, sin embargo, hay algunos trabajos que los
relacionan con la progresidon tumoral. Asi, se ha observado que las células de cancer de
préstata LNCaP expresan dos isoformas de RyRs, RyR1 y RyR2, capaces de movilizar Ca** desde
los depdsitos y de controlar la apoptosis sugiriendo un posible papel en estas células tumorales
(Mariot et al., 2000). Ademas, en cancer de mama la expresion de los RyRs se ha
correlacionado con la agresividad del tumor (Abdul et al., 2008). Asimismo, la isoforma RyR2
aumenta su expresion de manera considerable mediante la transicidn epitelio-mesenquimal de

las células de cancer de mama (Davis et al., 2013).

6.4. Transporte de Ca* en la mitocondria y cancer

Aunque la identificacion del MCU es bastante reciente, ya se ha reportado que este
canal de Ca”" situado en la mitocondria puede participar en la carcinogénesis. En el cancer de
colon parece sobreexpresarse un microRNA que se dirige especificamente al MCU, el miR-25.
Este hecho provoca una reduccién de la expresion del MCU disminuyendo la entrada de Ca**
en la mitocondria y, como consecuencia, se incrementa la resistencia a la apoptosis (Marchi et
al., 2013). Por el contrario, el silenciamiento del MCU potencia la muerte independiente de
caspasas en células de cancer de mama. De manera consistente, el MCU se encuentra
sobreexpresado en los canceres de mama con peor prondstico, lo que ofrece un incremento
de la supervivencia de sus células, puesto que les confiere cierta resistencia a la muerte (Curry
et al., 2013). Ademas, a consecuencia del papel de la regulacidon de la ECC por parte de la
mitocondria se ha descrito que el MCU contribuye a la migracion dependiente de esta entrada
de Ca** en células de cancer de mama. Asi, la expresién de MCU se correlaciona con el grado
de invasion y de metdstasis del cancer de mama (Tang et al., 2015). También, la proteina
reguladora del uniportador MICU1 puede tener un papel importante previniendo la apoptosis

en las células tumorales de ovario (Arvizo et al., 2013).

En cuanto el transporte de Ca”" hacia el exterior de la matriz mitocondrial, la proteina
intercambiadora LETM1 se encuentra sobreexpresada en cancer de mama, eséfago, estémago,
colon, recto, ovario, Utero, higado y pulmdn con respecto al tejido normal segin un estudio
realizado mediante inmunohistoquimica (Piao et al., 2009). Ademas, parece ser importante en
la progresion del cancer de escamoso de cara y cuello, ya que el incremento de su expresion
estd relacionada con un peor prondstico del mismo (Chen et al., 2014b). También, la
sobreexpresion de LETM1 ha sido asociada con la progresion del cancer de mama triple

negativo, asi como con un peor prondstico de la enfermedad (Wang et al., 2015a).
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6.5. Entrada de Ca®* en la célula y cancer
6.5.1. Canales de Ca”** operados por voltaje

La expresién de algunos de los canales operados por voltaje se ha visto alterada en
diferentes canceres (tabla 5). Por ejemplo, en cdncer de colon la expresion del canal tipo L
Ca,1.2 parece estar aumentada (Wang et al., 2000), mientras que en los canceres gastrico y
colorrectal disminuye la expresién del canal tipo T Ca,3.1 (Toyota et al., 1999). Este ultimo
podria funcionar como un supresor tumoral en determinados canceres. La sobreexpresién de
Ca,3.1 en células de cancer de mama MCF-7 disminuye la proliferacién de las mismas, mientras
gue su inhibicién o silenciamiento la incrementa. Ademads, la sobreexpresion de este canal
provoca un aumento de la apoptosis. Estos resultados sugieren que su expresion reduce la
proliferacién y promueve la apoptosis de las células tumorales de mama. (Ohkubo y Yamakazi,
2012). Otro canal tipo T que puede ser importante en la progresion del cancer es el Ca,3.2, ya
gue estda implicado en la proliferacion de células de cdncer préstata formando un
acoplamiento funcional con canales de K* de larga conductancia (Gackiére et al., 2013). Este
resultado es consistente con el aumento de expresion del Ca,3.2 reportado, precisamente, en
cancer de prostata (Gackiere et al., 2008). Sin embargo, este canal parece no participar en la

proliferacidn de las células de cancer de mama (Ohkubo y Yamakazi, 2012).

Tipo de
Isoforma i Modelo de estudio Cambio Referencia
céncer

Lineas celulares y muestras de
Ca 1.1 Colorrectal . ) ™ mRNA Zhang et al., 1997
tejido de pacientes

Lineas celulares y muestras de
Ca 1.2 Colon . . ™ mRNA Wang et al.., 2000
tejido de pacientes

Lineas celulares y muestras de
Colorrectal . ) 4 mRNA Toyota et al.,1999
tejido de pacientes

Ca,3.1
L Lineas celulares y muestras de
Gastrico . ) 4 mRNA Toyota et al.,1999
tejido de pacientes
Ca,3.2 Préstata Muestras de tejido de pacientes  proteina Gackiere et al., 2008

Tabla 5. Cambios de expresion de los VOCs en cancer respecto a células o tejido normal. 1,
aumento y {,, disminucidn de expresion.

6.5.2. Canales TRPs

Los canales idnicos de la superfamilia TRP han sido ampliamente relacionados con
procesos clave en las células tumorales como son la proliferacién, la resistencia a la apoptosis,
la migracion e invasion y la angiogénesis (Chen et al., 2014a). Ademas, se ha reportado la

existencia de un remodelado de los TRPs en diversos tipos de cancer (tablas 6y 7).
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Tipo de i . .
Isoforma 3 Modelo de estudio Cambio Referencia
cancer
Dhennin-Duthille et al.,
TRPC1 Mama Muestras de tejido de pacientes ™ mRNAy proteina 011
TRPC3 Ovario Muestras de tejido de pacientes I proteina Yang et al., 2009b
Mama Muestras de tejido de pacientes > mRNA Aydar et al., 2009
TRPC4 Renal Lineas celulares J mRNA Veliceasa et al., 2007
Shi et al., 2009
Esofago Muestras de tejido de pacientes I mMRNA y proteina
Zhang et al., 2013
Gastrico  Muestras de tejido de pacientes I mRNAy proteina Cai et al, 2009
Glioma Muestras de tejido de pacientes I mMRNA y proteina Ding et al., 2010
Higado Muestras de tejido de pacientes I mRNAy proteina El Boustany et al., 2008
TRPC6 Aydar et al., 2009

Muestras de tejido de pacientes I mMRNA y proteina Dhennin-Dutbhille et al.,
Mama 2011

Lineas celulares y muestras de ., )
. . ™ mRNAy proteina Guilbert et al., 2008
tejido de pacientes

Préstata  Lineas celulares ™ mRNA Wang et al., 2014a

Tabla 6. Cambios de expresion de las distintas isoformas de TRPC en cancer respecto a células o
tejido normal. P, aumento y {,, disminucién de expresion.

TRPC1 esta implicado en la proliferacién de algunos tipos de cancer. Asi, el
silenciamiento de TRPC1 reduce la ECC y la proliferacion en células de glioma dando lugar a
una division celular incompleta, asi como disminuye el tamafio de los gliomas (Bomben vy
Shontheimer, 2010). En células de carcinoma pulmonar microcitico la reducciéon de la
expresién de TRPC1 provoca un arresto del ciclo celular en la fase Gy/G,, lo que se traduce en
una disminucién de la proliferacion dependiente del factor de crecimiento epitelial (EGF; del
inglés, epithelial growth factor) (Tajeddine y Gailly, 2012). Su silenciamiento en células de
cancer de ovario, también, reduce su proliferacion (Zeng et al., 2013). Ademas, TRPC1 parece
estar implicado en la migracién e invasién de las células tumorales. La entrada de Ca** mediada
por este TRPC e inducida por TGFp (del inglés, transforming growth factor 8) es importante en
la invasion de células de cancer de pancreas (Dong et al., 2010). TRPC1 en asociacidn con
balsas lipidicas en la membrana plasmatica es esencial para la migracidn quimiotactica de los
gliomas tras la estimulacién con EGF (Bomben et al., 2011). También, en células de glioma,
esta implicado en la migracién celular a través de la activacion de corrientes de CI" (Cuddapah
et al., 2013). Por otra parte, el silenciamiento de TRPC1 disminuye la invasion de células
tumorales de nasofaringe posiblemente a través de la reduccion de la ECC (He et al., 2012).
Asimismo, TRPC1 esta implicado en angiogénesis, puesto que parece sufrir un remodelado en
células progenitoras endoteliales derivadas de pacientes con carcinoma renal, ya que su
expresion esta aumentada en éstas. Se ha observado que lleva a cabo su papel en la

angiogénesis a través de la ECC, puesto que su supresion bloquea esta entrada de Ca*, la cual
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participa en la proliferacién de esas células progenitoras, asi como en el proceso de

tubulogénesis (Lodola et al., 2012; Moccia y Poletto et al., 2014).

TRPC3 se encuentra relacionado con la progresidon del cancer de pulmén, ya que su
expresidon puede ser un indicador de prondstico favorable en pacientes con adenocarcinoma
de pulmén (Saito et al.,, 2011). Sin embargo, su expresidon se correlaciona con un peor
prondstico en cancer de ovario (Tao et al., 2013). Ademas, contribuye a la progresion de este
ultimo, ya que la reduccion de la expresion de TRPC3 en células de cdncer de ovario disminuye
su proliferacién, asi como la formacion de tumores tras su inyeccion en ratéon (Yang et al.,
2009b; Zeng et al., 2013).

TRPC4 estd implicado en la proliferacidén de las células de cdncer de ovario, puesto que
su silenciamiento o bloqueo reduce la proliferacién, mientras que su sobreexpresiéon aumenta
la formacion de colonias (Zeng et al., 2013). Asimismo, la expresidon de TRPC4 esta disminuida
en células de carcinoma renal pudiendo asi aumentar la angiogénesis en el tumor al verse

reducida la secrecidn de un inhibidor de este proceso (Veliceasa et al., 2007).

TRPC5 participa en la resistencia a diferentes agentes quimioterapéuticos que
presentan algunas células tumorales. Asi, este canal parece sobreexpresarse en células de
cancer de mama resistentes a quimioterapia induciendo la produccion de glicoproteina P, una
bomba implicada en eliminar drogas citotdxicas en las células tumorales (Ma et al., 2012).
También, aumenta su expresién en células de cancer de colon resistentes en las que induce
una mayor expresién de otra bomba que exporta sustancias téxicas para la célula, la ABCB1
(del inglés, ATP-binding cassette, subfamily B, member 1) (Wang et al., 2015b).

TRPC6 tiene un papel importante en la proliferacion celular de distintos tipos de
cancer. De esta forma, en células de cancer de préstata se ha observado que promueve la
proliferacién a través de NFAT (Thebault et al., 2006). En células de cancer hepatico contribuye
a la proliferacidon posiblemente controlando la ECC (El Boustany et al., 2008). Ademas, se
encuentra sobreexpresado en cdncer de mama y su silenciamiento reduce la proliferacion de
las células de cancer de mama MDA-MB-231 (Aydar et al., 2009). Su expresion, también, estd
aumentada en céncer esofagico y glioma. Por otra parte, su silenciamiento en lineas celulares
de estos canceres provoca una disminucién en su proliferacidn, a consecuencia, en este caso,
del arresto del ciclo celular en la transicién G2/M (Shi et al., 2009; Ding et al., 2010). La
disminucion de la proliferacidn a causa del arresto en G2/M tiene lugar, ademas, en células de
cancer de rifidn (Song et al., 2013) y de cancer gastrico (Cai et al., 2009). Por otro lado, TRPC6,
también, participa en el proceso de invasién y angiogénesis del tumor. Asi, el aumento de
expresion de TRPC6 en células de cancer de préstata estd implicado en la invasién y metastasis
de estas células (Wang et al., 2014a). Ademas, esta implicado en la invasion de células de
carcinoma escamoso de cabeza y cuello (Bernaldo de Quirds et al., 2013). Asimismo, TRPC6 es
requerido para la progresion del glioblastoma, ya que su silenciamiento inhibe el crecimiento,

la invasién, asi como la angiogénesis del glioma (Chigurupati et al., 2010). Por ultimo, es
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importante en la angiogénesis mediada por el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF;
del inglés, vascular endothelial growth factor), ya que su inhibicién reduce la proliferacion de

las células endoteliales arrestando el ciclo celular en G2/M (Ge et al., 2009).

TRPV4 participa en la migracion de células endoteliales derivadas de cancer de mama.
Estas células muestran mayor entrada de Ca*" inducida por un forbol agonista de TRPV4,
ademads de presentar una mayor expresién de este canal. Por tanto, parece tener un papel
clave en la angiogénesis de tumores de mama (Fiorio Pla et al., 2012). En cambio podria
funcionar como un supresor tumoral, ya que la disminucién de su expresién puede ser
importante en la progresién del cancer de piel no melanoma (Fusi et al., 2014) y de vejiga
(Mizuno et al., 2014).

TRPV6 controla la proliferacion en células de cdncer de préstata a través de la via de
NFAT y la entrada de Ca* a través del mismo esta implicada en la resistencia a la apoptosis de
esas células como muestra su silenciamiento (Lehen'kyi et al., 2007; Zhao et al., 2010). Este
resultado es apoyado por un estudio en el que, expresando TRPV6 en otra linea celular de
cancer de prostata, se incrementa la proliferacién y la resistencia a la apoptosis de la misma.
En este caso, un mecanismo mediado por ORAI1 permite la translocacién de TRPV6 a la
membrana (Raphaél et al., 2014). En cancer de mama el silenciamiento de TRPV6, también,
provoca una disminucidn en la proliferacion. La expresién de TRPV6 parece ser superior en
lineas celulares de cancer de mama malignas. Ademds, una mayor expresion del mismo estd
asociada con un peor prondstico de supervivencia de los pacientes (Peters et al., 2012). En
relacidn con la resistencia a la muerte, la expresidon de TRPV6 en células de cdncer de mama
podria aumentar su viabilidad celular, ya que ésta se ve reducida por el silenciamiento del
canal (Bolanz et al., 2008). Ademas, TRPV6 contribuye a la invasidon en cancer de mama como
muestra su sobreexpresion en tejido invasivo y la reduccién de este proceso como

consecuencia de su silenciamiento (Dhennin-Duthille et al., 2011).

TRPMS fue de los primeros TRPs en relacionarse con el remodelado de los canales que
tiene lugar en el cancer, de hecho, fue identificado al verse sobreexpresado en cancer de
préstata, asi como en cancer de mama, colon, pulmén y piel (Tsavaler et al., 2001).
Recientemente, se ha observado que ese incremento de la expresion de TRPMS8 en cancer de
prostata podria explicarse por una reduccion de la presencia de ciertos microRNAs (Erdmann
et al., 2014). Ademas, la expresion de este canal parece estar regulada por hormonas tanto en
cancer de prdstata como en cancer de mama dependientes de éstas. Asi, en el cdncer de
prostata su expresidn se incrementa con andrégenos (Bidaux et al., 2005), mientras que en el
cancer de mama, aumenta por la presencia de estrégenos (Chodon et al., 2010). Por otro lado,
los niveles de expresion de TRPMS8 en el cancer de prdstata disminuyen cuando el tumor pasa
a ser independiente de andrdgenos y se incrementa su agresividad (Henshall et al., 2003;
Prevarskaya et al., 2007). Primero, se reportdé que TRPMS8 era requerido para la supervivencia

de las células de cancer de préstata (Zhang y Barritt, 2004). Asimismo, la presencia de TRPMS8
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en el RE de las células de cancer de préstata podria incrementar la resistencia a la apoptosis
reduciendo el contenido en Ca** (Bidaux et al., 2007; Monteith et al., 2012). Otra evidencia de
la implicaciéon de TRPMS8 en procesos de muerte celular en el cancer es la induccion de muerte
en células de cdncer de vejiga mediada por el tratamiento con mentol, el agonista mas cldsico
de este canal, a través de la despolarizaciéon de la membrana plasmatica (Li et al., 2009). El
bloqueo o silenciamiento de TRPMS8 en cualquier tipo de células de cdncer de prdstata
disminuye su proliferacién, lo que sugiere que este canal es necesario para la misma (Valero et
al., 2012). Por el contrario, otro grupo observé que la sobreexpresién de TRPMS8 en células de
cancer de préstata independiente de andrégenos parece reducir la proliferacién mediante el
arresto del ciclo celular en fase Go/G,, lo que indica que en este tipo de cancer la disminucion
de su expresioén favorece la proliferacién celular (Yang et al., 2009¢; Zhu et al., 2011). También,
la activacion con mentol de TRPMS8 en células de ese tipo de cdncer independiente de
andrégenos reduce la proliferacion de las mismas (Wang et al., 2012b). La expresién de TRPMS8
es requerida para la proliferacion en células de cancer de pdancreas como muestra su
silenciamiento en las mismas (Yee et al., 2010). Por otra parte, TRPMS8 parece reducir la
progresion del cadncer a través de su papel en la migracién de algunos canceres. La activacion
de TRPMS8 disminuye la motilidad de las células de cancer de préstata como consecuencia de
su estimulacion por el antigeno especifico de prdstata (PSA; del inglés, prostate specific
antigen) (Gkika et al., 2010). La sobreexpresion de TRPMS8 reduce la migracién en células de
cancer de préstata independiente de andrégenos (Yang et al., 2009c). Este resultado es
consistente con el encontrado en células de adenocarcinoma pancreatico ductal donde TRPMS8
parece inhibir la migraciéon, puesto que su silenciamiento aumenta la misma, mientras que su
activacion la reduce (Cucu et al., 2014). En contraposicidn, otro laboratorio muestra que
TRPMS8 contribuye a la invasion del cancer de pancreas (Yee et al., 2014). También, TRPMS8
contribuye a la migracion e invasion de las células de cancer escamoso oral, ya que ambas se
inducen mediante su activacidon, mientras que disminuyen tras el bloqueo de este canal
(Okamoto et al., 2012). TRPMS8 puede promover la metastasis en el cdncer de mama regulando
la transicion endotelial-mesenquimal (Liu et al., 2014). TRPMS8 participa, también, en la
angiogénesis del tumor, puesto que su sobreexpresidon causa la reduccidn de este proceso en
cancer de prostata independiente de andrdgenos. Este resultado sugiere que la reduccion de la
expresion que tiene lugar en el mismo favorece la angiogénesis clave en la progresion del
cancer (Zhu et al., 2011).

Tipo de
Isoforma i Modelo de estudio Cambio Referencia
cancer
) Muestras de tejido de ., )
Piel J mRNAYy proteina  Fusietal., 2014

pacientes
TRPV4

B Muestras de tejido y ., .
Vejiga , i { mMRNA Yy proteina  Mizuno et al., 2014
linea celular de ratén

La tabla continda en la pagina siguiente.
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Tipo de i . .
Isoforma i Modelo de estudio Cambio Referencia
cancer
Zhuang et al., 2002
Muestras de tejido de .,
Mama ) ‘M mRNAy proteina Bolanz et al., 2008
pacientes
Dhennin-Duthille et al., 2011
Muestras de tejido de Peng et al., 2001
) 1 mRNA _
pacientes Wissembach et al., 2001
Prostata
Muestras de tejido de .
. M proteina Zhuang et al., 2002
pacientes
TRPV6 o Muestras de tejido de .
Tiroides . M proteina Zhuang et al., 2002
pacientes
Muestras de tejido de i
Colon .  proteina Zhuang et al., 2002
pacientes
. Muestras de tejido de i
Ovario .  proteina Zhuang et al., 2002
pacientes
) Muestras de tejido de )
Pulmén { mRNAYy proteina Fanetal., 2014b
pacientes
Lineas celulares y
Pancreas muestras de tejidode mRNAvy proteina Yee etal., 2010
pacientes
Tsavaler et al., 2001
i Muestras de tejido de . Fuessel et al., 2003
Prostata . 1 mRNAYy proteina .
pacientes Smhmidt et al., 2006
Prevarskaya et al., 2007
Prostata
Muestras de tejido de
independiente . J mRNA Prevarskaya et al., 2007
. pacientes
de andrégenos
Muestras de tejido de . Tsavaler et al., 2001
] N mRNA y proteina ) )
pacientes Dhennin-Duthille et al., 2011
Lineas celulares y
TRPMS8

muestras de tejido de

pacientes

‘M mRNAy proteina

Chodon et al., 2010

Muestras de tejido de

Mama ] M mRNAy proteina Tsavaler et al., 2001
pacientes
Muestras de tejido de
) I mRNA Tsavaler et al., 2001
pacientes
Lineas celulares y
muestras de tejidode | proteina Liuetal., 2014
pacientes
Muestras de tejido de
Colorrectal ™ mRNA Tsavaler et al., 2001
pacientes
) Muestras de tejido de
Pulmén ™ mRNA Tsavaler et al., 2001

pacientes

Tabla 7. Cambios de expresidon de TRPV4, TRPV6 y TRPMS en cancer respecto a células o tejido

normal. 1, aumento y |, disminucion de expresion.
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6.5.3. Entrada capacitativa de Ca** mediada por STIM/ORAI

El primer estudio en el que se mostré un remodelado de la ECC en el cancer data del

2003, antes de la identificacion de ORAI y STIM como sus principales participantes

moleculares. En el mismo, se observan diferencias en la ECC entre una linea celular tumoral y

otra no tumoral de células de mama. Asi, las células tumorales de mama presentaban una

cinética de decaimiento de la ECC mas retardada que las células normales (Baldi et al., 2003).

Mas tarde, se mostraron otros casos en los que se produce un remodelado de la ECC asociado

a un cambio en la expresidon de sus componentes moleculares y que tiene como consecuencia

una alteracién en los procesos implicados en la carcinogénesis. El remodelado de las distintas

isoformas de ORAIl y de STIM en diferentes tipos de cancer se recoge en la tabla 8.

Tipo de . . .
Isoforma i Modelo de estudio Cambio Referencia
cancer
McAndrew et al.,
Mama Lineas celulares N mRNA
2011
Lineas celulares y muestras de
Glioblastoma . ) ™ mRNA Motiani et al., 2013a
ORAI1 tejido de pacientes
Glioma Muestras de tejido de pacientes 1 proteina Zhu et al., 2014b
Melanoma Lineas celulares N proteina Umemura et al., 2014
Renal Muestras de tejido de pacientes | proteina Kim et al., 2014
Lineas celulares y muestras de .
Mama . ) ™ mRNA Faouzi et al., 2011
tejido de pacientes
ORAI3
brg Muestras de tejido de pacientes |, mRNA Holzmann et al., 2013
réstata
Muestras de tejido de pacientes T mRNA Dubois et al., 2014
Glioblastoma Muestras de tejido de pacientes > mRNA Scrideli et al., 2008
Cervix Muestras de tejido de pacientes | proteina Chenetal., 2011
McAndrew et al.,
Mama Lineas celulares N mRNA
2011
STIM1 Pulmoén Muestras de tejido de pacientes | proteina Lietal., 2013b
- Lineas celulares y muestras de
Hepatico N mRNA Yang et al., 2013
tejido de pacientes
Melanoma Lineas celulares N proteina Umemura et al., 2014
Colon Muestras de tejido de pacientes > mRNAy proteina Wang et al., 2014b
STIM2 Glioblastoma Muestras de tejido de pacientes I mRNA Ruano et al., 2006
TIM

Colon

Muestras de tejido de pacientes

™ mRNA

Aytes et al., 2012

Tabla 8. Cambios de expresion de las isoformas de ORAI y STIM en cancer respecto a células o

tejido normal. P, aumento y {,, disminucién de expresion.

ORAI1 esta implicado en la proliferacién de las células procedentes de distintos tipos

de céncer. Por ejemplo, muy recientemente se ha observado que ORAI1 se sobreexpresa en

células de cancer de pulmdn y su inhibicidn disminuye ECC y la proliferacién celular (Hou et al.,
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2011). Por otro lado, el silenciamiento de ORAI1 reduce esta entrada de Ca®* y, como
consecuencia, la proliferacién en células de glioblastoma (Liu et al., 2011), de carcinoma renal
(Kim et al., 2014), de carcinoma escamoso esofagico (Zhu et al., 2014a) y de melanoma
(Umemura et al., 2014). Por tanto, ORAI1 contribuye a la proliferacién celular en todas estas

células tumorales a través de su papel en la ECC.

ORAI1, también, parece regular la apoptosis de las células tumorales. Asi, la
disminucién de su expresion en células de cancer de prdstata independiente de andrdgenos
reduce la ECC e incrementa la resistencia a la apoptosis de las mismas (Flourakis et al., 2010).
En contraposicién, el silenciamiento de ORAI1 disminuye la ECC y aumenta la sensibilidad a
apoptosis de las células de glioblastoma, lo que sugiere que su expresién vy, por tanto, la ECC
contribuyen a la resistencia a la apoptosis. (Liu et al., 2011). También, ORAI1, por medio de la
ECC, favorece la resistencia a la apoptosis en células de adenocarcinoma pancreatico
(Kondratska et al., 2014). Este hecho podria ser debido a que la entrada de Ca®* mediada por
ORAI1 permite el rellenado de los depdsitos y evita el estrés de reticulo que conduce a la

apoptosis (Prevarskaya et al., 2014).

Por otra parte, ORAI1, a través de la ECC, favorece la migracién, invasion y la
metadstasis en cdncer de mama como muestra su silenciamiento (Yang et al., 2009a). Otro
estudio, también, en cdncer mama, propone que ORAI1 regula la migracidn celular a través del
canal de K* ether @ gogo 1 (Hammadi et al., 2012). Igualmente, el silenciamiento de Oct-4, un
factor de transcripcidon relacionado con las células madre, aumenta la migracion e invasién de
las células de cancer de mama al inducir la transicidn epitelio-mesenquimal aumentando la
expresion de ORAI1 (Hu et al., 2011). Ademas, el silenciamiento de ORAI1 provoca una notable
reduccion de la ECC e Igrac, asi como de la invasion en células de glioblastoma indicando que la
expresion de este canal es esencial en la invasidon de estas células (Motiani et al., 2013a). La
participacién de ORAI1 en la migracidn e invasidn en células de glioma fue confirmada en otro
trabajo en el que observaron que la ECC regula la renovacidn de las adhesiones focales y la
transicion epitelio-mesenquimal, procesos clave en la invasion, a través de la fosforilacion de
tirosina quinasa rica en prolina 2 (Pyk2) (Zhu et al., 2014b). La expresion de ORAI1, también, es
importante en la migracidon de células de melanoma (Stanisz et al., 2014; Umemura et al.,
2014) y de carcinoma renal (Kim et al., 2014). Asimismo, este canal media la oscilacién de Ca**
que permite la formacién del invadopodio y la invasidon en células de melanoma (Sun et al.,
2014). Como consecuencia, el incremento de la expresion de ORAI1 en las células con un
fenotipo invasivo con respecto a las que presentan un fenotipo proliferativo parece ser clave
en el desarrollo de metastasis en melanoma (Stanisz et al., 2014). Por otra parte, el bisfenol A,
un disruptor endocrino presente en algunos recipientes, incrementa la ECC y la migracion
mediante el aumento de la expresién de ORAI1 en células de cancer de préstata (Derouiche et
al., 2013). Por ultimo, ORAI1 ha sido implicado en la angiogénesis asociada a carcinoma renal,

ya que media la ECC que estd incrementada en las células endoteliales progenitoras
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procedentes de pacientes con ese carcinoma (Lodola et al., 2012; Moccia y Poletto et al.,
2014).

Al contrario que las demds isoformas de ORAI, ORAI2 apenas ha sido relacionado con
el desarrollo del cancer. De hecho, solo hay un estudio en el que muestra que la expresién de
ORAI2 esta modificada en tumores paratiroides tras la activacién del receptor de estrégenos
ERB1 (Haglund et al., 2012).

ORAI3, de manera similar a ORAI1, esta implicado en la ECC de las células de
determinados tumores, principalmente de mama, siendo importante en su progresion. La
primera vez que se tuvo constancia de ello, fue en las células de cadncer de mama positivas
para el receptor de estrégenos donde ORAI3 participa en la ECC y en la Icrac, ¥ SU expresion
estd incrementada. En cambio, ORAI1 parece mediar la ECC en células de cdancer mama
receptor de estrégenos negativo (Motiani et al., 2010). Mas tarde, se observé que la expresion
de ORAI3 se incrementa con la estimulacidon del receptor de estrégenos a, lo que ademas,
aumenta la ECC. Igualmente, el silenciamiento de ORAI3 inhibe la fosforilacién de ERK, la
guinasa de adhesidon focal y la actividad de NFAT solo en las células receptor de estréogenos
positivo. (Motiani et al., 2013b).

Asimismo, la expresiéon de ORAI3 contribuye a la proliferacién de las células MCF-7,
una linea de cancer de mama positiva para el receptor de estrégenos, puesto que su
silenciamiento provoca el arresto del ciclo celular en fase Go/G; (Fauzi et al., 2011). ORAI3
parece regular la proliferacidon de estas células a través de la via del oncogen MYC (Faouzi et
al., 2013). También, esta implicado en la proliferacién de las células de cancer de pulmén no
microcitico a través de la ECC. La reduccién de su expresidén produce, de nuevo, un arresto en
fase Go/G; (Ay et al., 2013).

Por otra parte, ORAI3 confiere resistencia a la apoptosis en células de cancer de mama
MCF-7, ya que la reduccion de su expresion induce este proceso de muerte (Faouzi et al.,
2011). En contraposicidn, tipifarnib, un farmaco utilizado en quimioterapia, puede inducir
apoptosis por medio de la entrada de Ca** a través de ORAI3 en células de leucemia mieloide y
de mieloma multiple. De esta forma, la expresion de ORAI3 estd disminuida en las células
resistentes a tipifarnib (Yanamandra et al., 2011). El aumento de expresién de ORAI3 en
células de cancer de préstata puede reducir la ECC por el incremento de la formacién de
heteromeros ORAI1/ORAI3 y, como consecuencia, aumentar la resistencia a la apoptosis.
Ademas, la sobreexpresion de ORAI3 provoca un aumento de la proliferacidn celular, pero
debido a un incremento de la entrada de Ca® independiente de depdsitos a consecuencia

precisamente del aumento de la formacion de heterémeros ORAI1/ORAI3 (Dubois et al., 2014).

STIM1 fue identificado en un principio como un supresor tumoral, ya que su
sobreexpresion causa una disminucion del crecimiento en algunas células tumorales (Sabbioni

et al., 1997; Maniji et al., 2000). Mas tarde, en cambio, se ha observado que STIM1 contribuye
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a la proliferacion de determinados tumores a través de su implicacion en la ECC. Asi, STIM1
participa en la proliferacidn de células de cancer cervical, ya que la reduccion de su expresion
da lugar a un arresto del ciclo celular en las fases Sy G,/M (Chen et al., 2011). El silenciamiento
de STIM1 reduce la proliferacién de las células de glioblastoma y hepatocarcinoma provocando
un arresto del ciclo celular en fase G;/Gy indicando que su expresién contribuye a la
proliferacién (Liu et al., 2011; Li et al., 2013a; Wu et al., 2015). A través de la ECC, también,
estd implicado en la proliferacion de las células de cancer epidermoide (Yoshida et al., 2012),
renal (Kim et al., 2014) y de melanoma (Umemura et al., 2014) como indica su silenciamiento

en todas estas células.

Ademas, STIM1 participa en la apoptosis de las células tumorales. De esta forma,
STIM1 contribuye a la resistencia a la apoptosis en células de glioblastoma, puesto que la
reduccion de su expresion aumenta este proceso de muerte celular inhibiendo la ECC (Liu et
al., 2011). De manera similar, la expresion de STIM1 favorece la resistencia a la apoptosis
inducida por dos agentes antitumorales, la cisplatina en células de cancer de pulmdén no
microcitico (Li et al., 2013b) y el 5-fluoracilo en células de cancer pancreatico (Kondratska et
al., 2014). También, contribuye a la resistencia a la apoptosis en células de cancer de prostata,
ya que su silenciamiento reduce la apoptosis disminuyendo el ratio Bcl-2/BAX, la expresidn de
la proteina survivina y activando la via de la caspasa-3 (Gu et al., 2014). Sin embargo, el
silenciamiento de STIM1 reduce la ECC y la apoptosis inducida por butirato de sodio en células
de cancer de colon, lo que sugiere que la reduccion de su expresidon aumenta la resistencia a la

apoptosis de estas células (Sun et al., 2012).

Por otro lado, STIM1 promueve la migracion y la invasion que dan lugar a la metastasis
de distintos tumores. En cdncer de mama, el silenciamiento de Oct-4 provoca un incremento
de la capacidad de migracién e invasion por medio del aumento de expresion de STIM1 (Hu et
al.,, 2011). En cancer cervical, STIM1 esta implicado en la activacion de la calpaina, una
proteasa regulada por Ca®* clave en procesos de invasién, asi como de la quinasa Pyk2 que
regula las adhesiones focales que tienen lugar en la migracién (Chen et al., 2011). En el mismo
tipo de cancer, STIM1 media la ECC que controla la fuerza contractil en la migracion celular
promoviendo la fosforilacién de la cadena ligera de miosina y la reorganizaciéon de la
actimiosina (Chen et al., 2013). En cdncer hepdtico, participa en la migracion e invasién de las
células favoreciendo la renovacion de las adhesiones focales, puesto que la reduccion de su
expresidon aumenta estas adhesiones inhibiendo la defosforilacion de la quinasa FAK (del
inglés, focal adhesion kinase) (Yang et al., 2013). Igualmente, STIM1 media la ECC en células de
glioblastoma y favorece su invasién (Motiani et al., 2013a; Shi et al., 2015). También, participa
en la migracion celular en cancer epidermoide (Yoshida et al., 2012) y renal (Kim et al., 2014),
asi como en la migracidon y metastasis en melanoma (Umemura et al., 2014) como muestra su
silenciamiento. La reduccidn de la expresion de STIM1 inhibe la metastasis de melanoma en
pulmén. Estd implicado en la invasidon de las células de melanoma regulando la actividad

proteolitica del invadopodio (Sun et al., 2014). Asimismo, STIM1 contribuye a la diseminacién
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del tumor a través de su implicaciéon en la angiogénesis. De esta manera, tiene un papel
importante en la angiogénesis en cancer cervical (Chen et al., 2011) y en cancer renal (Lodola
et al., 2012; Moccia y Poletto et al., 2014).

STIM2 parece ser importante en la tumorogénesis del glioblastoma multiforme, ya que
muestra una dosis génica cinco veces mayor, lo que se traduce en una expresion mas alta que
en el tejido normal (Ruano et al., 2006; Hoth y Niemeyer, 2013). En cancer de mama, STIM2
estd implicado solo en la ECC de las células receptor de estrégenos positivo, lo que implica que
puede tener un papel clave en la progresion de este tipo de cancer (Motiani et al., 2010). Es
importante tener en cuenta su expresion con respecto a la expresion de STIM1, puesto que el
ratio STIM1/STIM2 se correlaciona con un peor prondstico en el cancer mama. (McAndrew et
al., 2011). Un estudio del estroma del cancer de préstata muestra que STIM2 esta situado en
una zona que presenta pérdida de heterozigosidad y desequilibrio alélico, lo que indica que
puede ser clave para la progresion de ese cancer. Ademas, los autores apuntan que su
expresion disminuye en la transicion de grado de Gleason de moderado a alto (mas agresivo,
su apariencia difiere totalmente de la del tejido normal) sugiriendo que podria actuar como un
supresor tumoral (Ashida et al., 2012). Por otro lado, STIM2 regula de forma inversa el
crecimiento y la migracién de las células de melanoma por medio del control de la [Ca®']c
basal. Su silenciamiento reduce la [Ca**]c basal provocando un aumento de la proliferacion
celular y una reduccién de su potencial migratorio e invasivo. Ademds, STIM2 parece
sobreexpresarse en la zona mas invasiva del melanoma, por lo que puede ser asociado con un

fenotipo invasivo del tumor (Stanisz et al., 2014).

6.6. Remodelado de la entrada capacitativa de Ca”* en el cancer colorrectal

Se han publicado tan solo dos trabajos acerca del remodelado de algunos de los
componentes moleculares de la ECC en el desarrollo del cancer colorrectal y ambos durante el

desarrollo de esta Tesis Doctoral.

En 2012, Aytes y colaboradores estudiaron el papel de STIM2 en este tipo de cancer.
Observaron que STIM2 se sobreexpresaba a nivel de mRNA de manera significativa en los
tumores primarios colorrectales con respecto a la mucosa normal de colon del mismo
paciente. Este cambio de expresidn no fue debido a la presencia de mutaciones somaticas en
el gen ni a un patrén anormal en la metilacién del mismo. Sin embargo, STIM2 presentaba una
alta expresidon en mas de la mitad de los tumores analizados, los cuales estaban asociados con
un fenotipo menos invasivo. Ademas, el silenciamiento de STIM2 en células de cancer de colon
DLD-1 aumenté su proliferacion. Por otro lado, la sobreexpresiéon de STIM2 en células SW480
disminuyd el crecimiento celular tanto in vitro como in vivo. Por tanto, a pesar de que STIM2 se

encuentre sobreexpresado en los tumores colorrectales parece funcionar como un supresor
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tumoral. Este aumento de la expresion de STIM2 puede tratarse de una caracteristica que

resulta en la supresion del crecimiento celular (Aytes et al., 2012).

Recientemente, Wang y colaboradores investigaron la implicacién de STIM1 en la
progresion del cancer colorrectal. Mostraron que STIM1 se sobreexpresaba en tejido con
cancer colorrectal respecto al tejido normal. Asimismo, el aumento de expresién de STIM1 se
correlacionaba con la invasién del tumor, el tamafio del mismo y la metdstasis de los ganglios
linfaticos. Ademas, el silenciamiento de STIM1 en distintas lineas celulares de cancer
colorrectal disminuyé tanto la ECC como su migracién. Por otra parte, la expresién exégena de
STIM1 incrementaba los niveles de COX2 y la produccion de prostaglandina E2 sugiriendo que
este sensor de Ca”" contribuye a la migracion celular controlando la expresién de COX2. Este
hecho fue confirmado por el rescate del efecto del silenciamiento de STIM1 sobre la migracién
con la expresién de la COX-2 o el tratamiento con prostaglandina E2. Como consecuencia,
estos resultados sugieren que STIM1 es importante en la progresion del cancer colorrectal a
través de la ECC (Wang et al., 2014b).

77






1. HIPOTESIS
Y OBJETIVOS







1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El Ca®* participa en numerosos procesos fisioldgicos de la célula por lo que la alteracion
de su homeostasis se encuentra relacionada con numerosas patologias entre las que destaca el
cancer. De esta forma, determinados procesos importantes en el desarrollo y la progresién del
cancer como son la proliferacién celular, la resistencia a la apoptosis, la migracién e invasion
celulares a otros tejidos estan regulados, al menos en parte, por el Ca** intracelular (Monteith
et al.,, 2012). Sin embargo, no estan del todo claras cudles son las bases moleculares y
funcionales de la participacién del Ca** intracelular en el desarrollo del cancer. En los Gltimos
afios, se han publicado varios trabajos acerca del remodelado de la sefial de Ca** en diferentes
tumores. No obstante, apenas hay estudios sobre la alteracién del transporte de Ca® en el
cancer de colon que en Espafia se trata del cancer mas frecuente y la segunda causa de muerte
por esta enfermedad. Como consecuencia, nuestra hipétesis de trabajo es que en el cancer de
colon se produce un remodelado del transporte de Ca*" clave para el desarrollo de esta

patologia y centrado en la alteracidn de la entrada capacitativa de Ca** (ECC).

Para contrastar la hipdtesis anterior nos planteamos como objetivo general
caracterizar el remodelado del Ca** intracelular en el cédncer de colon y las bases celulares y
moleculares del mismo. Como modelo experimental utilizaremos diversas lineas celulares
humanas de epitelio normal de colon y lineas celulares de adenocarcinoma de colon humano

bien caracterizadas con las que nos proponemos alcanzar los siguientes objetivos especificos:

1. Comparar la ECC, la liberacién y entrada de Ca** inducida por agonistas y el contenido de
Ca** de los depdsitos intracelulares de las células normales y tumorales de colon y

determinar su posible contribucién a las caracteristicas de las células tumorales.

2. Estudiar el posible remodelado de la captacién mitocondrial de Ca** en las células

tumorales con respecto a las normales y, si asi fuera, estudiar sus causas.

3. Caracterizar las corrientes idnicas operadas por depdsitos presentes en las células
normales y tumorales de colon y su contribucidn a la ECC y a las caracteristicas de las

células tumorales.

4. Estudiar los cambios en la expresidn de los posibles componentes moleculares de la ECC,
asi como su contribucién al remodelado del Ca®* intracelular y a la adquisicion de

caracteristicas tumorales en el cancer de colon.
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1. Métodos

1.1. Cultivos celulares

NCM460: Es una linea celular normal derivada de epitelio de mucosa de colon humano.
Proceden de un varén hispano de 68 anos y fue seleccionada para crecimiento in vitro sin ser
infectada o transfectada con ningun &acido nucleico exdgeno. Estas células expresan
citoqueratinas y villina, asi como otros antigenos de epitelio de colon y no crecen en agar lo
que confirma su condicién de célula normal o no tumorogénica (Moyer et al., 1996). La linea
celular fue subcultivada tan solo aproximadamente 10 veces tras su descongelacién, ya que su
cultivo durante grandes periodos de tiempo puede dar lugar a una transformaciéon de sus
caracteristicas. Por tanto, la proliferacién celular fue controlada en cada subcultivo mediante

conteo celular en una cdmara de Neubauer.

NCM356: Se trata de una linea celular normal derivada de epitelio de mucosa de un vardn
negro de 65 afios con adenocarcinoma rectal. Estas células no fueron infectadas ni
transfectadas con informacidon genética exdgena. Expresa ciertos antigenos de mucosa de
colon como citoqueratinas y villina. Ademas, algunas de las células son positivas para algunos
antigenos asociados a tumores como mutantp53 y TAG72, pero no crecen en agar por lo que
se pueden considerar células no tumorales (Stauffer et al., 1995). Esta linea celular no fue
subcultivada mas de 10 veces para prevenir la adquisicion de caracteristicas de células no

diferenciadas.

HT29: Es una linea celular de adenocarcinoma colorrectal humano. Deriva de un tumor
primario de colon en estadio C de Dukes y procedente de una mujer caucdsica de 44 afios
(Fogh y Tempre, 1975). Presenta mutaciones en los genes relacionados con el cancer BRAF,
PIK3CA, TP53 (Ahmed et al., 2013) y APC (Brocardo et al., 2005).

SWA480-ADH: Es una linea celular de adenocarcinoma colorrectal humano. Procede de la linea
celular SW480 que deriva de un tumor primario de colon en estadio B de Dukes de un vardn
caucasico de 50 afios (Leibovitz et al., 1976) y con mutaciones en el oncogen KRAS y los genes
supresores tumorales TP53 (Ahmed et al., 2013) y APC (Nishisho et al., 1991). Estas células se

caracterizan por expresar el receptor de la vitamina D (Palmer et al., 2001).

SW480-R: Se trata de una linea celular de adenocarcinoma colorrectal humano que procede de
la linea celular SW480, la cual deriva de un tumor primario de colon en estadio B de Dukes de
un varon caucasico de 50 afios (Leibovitz et al., 1976). Se diferencian de las células SW480-ADH
en la ausencia de expresion del receptor de la vitamina D y por presentar un aspecto mas
redondeado (Palmer et al., 2001).

A549: Se trata de una linea celular de carcinoma de pulmén humano derivada de tejido

carcinomatoso de pulmén procedente de un vardn de 58 afios (Giard et al., 1973).
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hCASMC: Se trata de un cultivo primario de células de musculo liso de artera coronaria
humana procedente de un vardn caucdsico de 21 afios sin ninguna patologia vascular

conocida.

Todas las células arriba referenciadas son adherentes y fueron cultivadas en frascos de

25cm’a excepcion de las hCASMCs que, también, se cultivaron en frascos de 75 cm?.

Las células NCM460, NCM356, HT29, SW480-ADH y SW480-R fueron cultivadas en
medio DMEM (del inglés, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) con glucosa 1 g/l
suplementado con 10 % de suero bovino fetal (FBS; del inglés, fetal bovine serum), L-glutamina
2 mM y una mezcla de penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 U/ml) y fueron incubadas a
37 °C en una atmosfera con 90 % de aire y 10 % de CO.. Las células A549 fueron cultivadas en
medio RPMI1640 con la misma suplementacion utilizada en el caso del medio DMEM vy
mantenidas a 37 °C en una atmésfera con 95% de aire y 5 % de CO,. Ademds, las células
NCM460 y NCM356, también se cultivaron para su mantenimiento y congelacién en medio
M3:10™ suplementado de igual forma e incubadas a 37 °C y atmdsfera con 95 % aire y 5 % de
CO,. Para su subcultivo, todas estas células fueron lavadas con PBS y levantadas tras una
incubacidon con tripsina-EDTA a 37 °C durante 3 min. Finalmente las células fueron
centrifugadas a 290 g durante 4 min y el sedimento celular se resuspendié en medio de cultivo.
Por otro lado, las hCASMCs se cultivaron en medio SmBulletKit a 37 °C y atmdsfera con 5 % de
CO,. Para su subcultivo, las células se lavaron con tampdn fosfato salino (PBS; del inglés
phosphate buffered saline) e incubaron con tripsina-EDTA a 37 °C durante 30 s. Las células se

sembraron tras ser centrifugadas a 200 g durante 4 min.

1.2. Proliferacion celular

Las células NCM460, NCM356, HT29, SW480-ADH y SW480-R fueron sembradas por
triplicado en placas de 6 pocillos en medio DMEM completo a una densidad aproximada de 10°
células/pocillo, siendo el volumen final del pocillo 3 ml. Al comienzo del ensayo se tomé una
muestra de las células sembradas en cada pocillo para su conteo. Las células se mantuvieron
en cultivo durante 72 h. Transcurrido ese tiempo, fueron levantadas de las placas mediante su
incubacidn con tripsina-EDTA a 37 °C y contadas. El conteo de las células al inicio y final del
experimento de proliferacion fue llevado a cabo en una cdmara de Neubauer con un
microscopio invertido Nikon Eclipse TS100 (Nikon, Tokio, Japdn). Se utilizd azul de tripano al
0,4 % en NaCl a una dilucién 1:2 para diferenciar las células viables de las muertas, ya que
estas ultimas toman una coloracidn azul caracteristica a consecuencia de la entrada del
reactivo a través de la membrana plasmatica. Para estimar la proliferacién celular solo tuvimos
en cuanta las células viables. La proliferacion fue determinada como el nimero de divisiones

en 72 h aplicando el siguiente algoritmo:
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log (n2 células finales/n® células iniciales)

ne divisiones (72h) = log 2

1.3. Registro de Ca** citosélico mediante imagen de fluorescencia

La monitorizacién de la [Ca*']c en tiempo real se llevé a cabo mediante imagen de
fluorescencia utilizando la sonda fluorescente fura-2/AM. Esta molécula es un derivado
acetoximetil éster del fura-2 que consiste en un quelante de Ca®* unido a un resto fluorescente
(Grynkiewicz et al., 1985). El fura-2 al ser una molécula polar y altamente cargada no puede
atravesar la membrana plasmatica, por lo que no es posible su penetracién en el interior
celular. Sin embargo, el fura-2/AM gracias a la presencia del grupo éster es hidréfobo lo que le
permite atravesar las membranas celulares. Una vez en el citosol es de-esterificado por
esterasas intracelulares liberando la molécula de fura-2 acido, impermeable a la membrana

celular por presentar carga neta negativa (Fig. 21).
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Figura 21. De-esterificacion del fura-2/AM dando lugar al fura-2 en el citoplasma. Se
aprecian las cargas negativas de la molécula de fura-2 las cuales impiden su salida de la
célula.

La unién de Ca®* al fura-2 aumenta la emision de fluorescencia al excitar a longitudes
de onda de 340 nm, pero dicha emisién disminuye al excitar a 380 nm (Fig. 22). Este hecho
permite obtener una medida de fluorescencia ratiométrica 340/380 nm, la cual le confiere al

fura-2 una serie de ventajas respecto a otros colorantes que, también, permiten monitorizar la
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[Ca®].. Asi, este método fluorimétrico presenta una gran sensibilidad, elimina artefactos y

permite medidas independientes de la carga de colorante de la célula.
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Figura 22. Espectro de excitacion del fura-2 a diferentes concentraciones de ca* (20nM-
0,1 mM). Se observa que la variacion de la [Ca™ provoca un cambio en el espectro de
excitacion del fura-2, éste se desplaza hacia la izquierda a medida que la concentracion del
ion disminuye. Asi, un aumento en la [Ca2+] citosdlica se ve traducido en una incremento
de la fluorescencia cuando excitamos la molécula de fura-2 a 340 nm y una disminucién al
excitar a 380 nm, lo que provoca una aumento mas acusado del ratio 340/380. Modificado
de Grynkiewicz et al., 1985.

Para las medidas de calcio citosdlico, también, fue utilizado fura-4F/AM, una sonda de
Ca”* similar al fura-2/AM, pero que permite monitorizar concentraciones mayores de este ion
sin saturarse, ya que presenta menor afinidad por el catiéon. Asi, la Ky del fura-2 es 140 nM,
mientras que la del fura-4F es de 770 nM. Por tanto, el furadF/AM fue usado en los
experimentos en los que el fura-2/AM se saturaba debido a la elevada [Ca**].. Los espectros de
emisidn y excitacion son muy similares a los del fura-2/AM por lo que el protocolo de medida

de Ca®* es el mismo.

Las células fueron sembradas en forma de gota en cubreobjetos de cristal de 12 mm
de didmetro previamente tratados con poli-L-lisina (0,01 mg/ml) a una densidad de 15.000
células/ml y depositadas en placas de 4 pocillos. Al dia siguiente, las células se incubaron con
fura-2/AM o fura-4F/AM 4 uM preparado en medio externo completo (MEC) durante 1 h a
temperatura ambiente y en oscuridad para evitar que se produzca el foto-apagamiento o

photobleaching de la sonda.

A continuacioén, los cubreobjetos con las células sembradas fueron montados en una

s .7 . . 2 s .
cémara de perfusion con MEC conteniendo CaCl, 1 mM o libre de Ca”™ segun correspondiera
en cada caso. La cdmara fue fijada en la platina de un microscopio de fluorescencia invertido

Zeiss Axiovert S100TV. El microscopio se encuentra equipado con un sistema de perfusion
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(Warner Instruments, Hamden, CT) por el que se hace pasar a las células el medio deseado a
una velocidad constante y a una temperatura de 37 °C. Una ldmpara halégena Zeiss X-Cite
Series 120 ilumina con luz monocromatica alternativamente a 340 y 380 nm gracias a una
rueda de filtros de excitacién sincronizada (Sutter Instruments, Novato, CA), mientras que un
espejo dicroico desvia la luz hacia la cdmara que contiene las células. La fluorescencia emitida
es recogida a través de un objetivo 40x (1.3 de apertura numérica e inmersion en aceite),
atraviesa el espejo dicroico que refleja luz de longitudes de onda superiores a 520 nm y es
filtrada por un filtro de emisién a 520 nm. Por ultimo, las imagenes fueron capturadas con una

camara Orca-ER de Hamamatsu Photonics (Hamamatsu, Japdn) (Fig. 23).
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Figura 23. Esquema del equipo de imagen de fluorescencia para monitorizar la [ca*]c y
sus partes mas relevantes. (1) Lampara de fluorescencia, (2) rueda de filtros
monocromados de excitacidn, (3) espejo dicroico, (4) Objetivo 40x de aceite de inmersidn,
(5) cdmara portadora de células, (6) filtro de emisidn, (7) cdmara Orca-ER.

En los experimentos en los que se registrd la ECC inducida por tapsigargina, las células
fueron incubadas en MEC libre de Ca** conteniendo tapsigargina 1 uM durante 10 min antes
de llevar a cabo las medidas de calcio citosdlico. Posteriormente, los experimentos se iniciaron
en MEC libre de Ca®* y el registro de la ECC se llev a cabo tras la incubacion de las células en
MEC con Ca®* 1 mM. Por otro lado, la liberacién de Ca** y la ECC inducida por agonistas
fisioldgicos fue determinada utilizando ATP 200 uM o carbacol 100 uM. Ademas, el contenido
de Ca” de los depdsitos fue estudiado usando ionomicina a baja concentracién (400 nM) o

acido ciclopiazénico 30 uM en MEC libre de Ca*".

Los resultados fueron analizados utilizando el software Aquacosmos 2.6 (Hamamatsu

Photonics, Hamamatsu, Japdn). En cada experimento realizamos el registro individual de Ca**
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citosolico de 10-40 células. La mayoria de los resultados procedentes del andlisis de los

registros se presentan como la media de minimo 3 experimentos independientes.

1.4. Medida de la liberacién de Ca** con IP; enjaulado

El IP; enjaulado o caged-IP; es una molécula compleja que contiene IP; en su interior,
el cual es liberado mediante una reaccién de fotdlisis. La produccidon de IP; en la célula en
condiciones fisioldgicas se trata de un proceso rapido. De esta forma, la gran ventaja de este
compuesto precisamente es la posibilidad de obtener una gran cantidad de IP; en el interior de
la célula de manera practicamente inmediata mediante su iluminacidn e independientemente
de la activacion de un receptor o la fosfolipasa C correspondiente, lo que permite liberar el

Ca’* de los depésitos simulando una estimulacion fisiolégica de los IP3R.
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Figura 24. Estructura molecular del IP; enjaulado utilizado en el ensayo (D-2,3-O-Isopropilideno-
6-0-(2-nitro 4,5-dimetoxi)bencil-mio-Inositol 1,4,5-trifosfato-Hexakis(propionoximetil)Ester).

La molécula de IP; enjaulado utilizada en este caso fue denominada por el fabricante
como caged-Ins(1,4,5)Ps/PM. Se trata de una molécula de IP; unida por su grupo 6-hidroxilo a
un grupo nitrodimetoxibencilo el cual previene su actividad bioldgica. Ademads, sus grupos
fosfatos se encuentran protegidos por un grupo propionoximetilo (PM) unido por un enlace
éster lo que permite a la molécula enjaulada atravesar la membrana plasmatica en modo
inactivo (Fig. 24). Asi, el IP; enjaulado atraviesa la membrana plasmatica y es atacado por
esterasas, las cuales rompen el enlace éster que une la molécula a los grupos PM en un
periodo de 30-180 min. A continuacion, el caged-ins(1,4,5)P; es iluminado con un laser
aproximadamente a 400 nm lo que provoca la fotdlisis de la molécula y la libera del grupo
nitrodimetoxibencilo transformandola en una molécula biolégicamente activa con capacidad
para unirse al receptor/canal de IP; y liberar el Ca®* almacenado en los depdsitos intracelulares
de Ca®* (Fig. 25).
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Figura 25. Proceso de liberacion de Ca”" utilizando IP; enjaulado (caged-Ins(1,4,5)P3/PM).

La medida de la [Ca®*]¢ para estudiar la liberacién de Ca®" se llevé a cabo con la sonda
fluo-4/AM que presenta un maximo de excitacidén a 494 nm y un maximo de emisién a 506 nm
cuando une Ca®*. Ademds, el registro del Ca®* se realiz6 en un equipo de microscopia confocal
Leica TCS SP5X que permite tener un control adecuado de la iluminacién laser y, por tanto, de

la fotoliberacion de IPs.

Para las medidas, las células NCM460 y HT29 fueron sembradas en placas de Petri con
fondo de cristal. A las 24 h de la siembra, las células se cargaron con fluo-4/AM 2 uM y caged-
Ins(1,4,5)Ps/PM 0,5 uM durante 1 h en MEC. Una vez cargadas las células se llevaron a cabo 3
lavados con MEC. El registro de la [Ca®']c fue realizado en un microscopio confocal Leica TCS
SP5X (Leica Microsystems, Mannheim, Alemania) usando un objetivo 40x. El fluo-4 fue
excitado con un laser a 488 nm y la luz emitida entre 503 y 571 nm fue recogida cada 3 s. La
fotélisis del caged-Ins(1,4,5)Ps/PM fue llevada cabo con un ldser a 405 nm. Las imagenes
tomadas fueron analizadas con el software LAS AF Lite (Leica Microsystems, Mannheim,
Alemania). El fondo fue substraido de todas las imagenes y la intensidad de fluorescencia (F)
fue normalizada con respecto a la intensidad de fluorescencia basal F,. Los cambios en F/F,

fueron interpretados como medida de la [Ca**]..

1.5. Ensayo de muerte celular con anexina V-FITC y yoduro de propidio

La anexina V es una proteina de 35-36 kDa con capacidad para unirse a los residuos de
fosfatidilserina (PS) de una manera dependiente de Ca®*. Uno de los procesos iniciales que
tienen lugar durante la apoptosis es la pérdida de asimetria de la membrana plasmatica. De
esta forma, los residuos de PS que en condiciones normales se encuentran en la cara interna

de la membrana plasmatica se exponen en su cara externa (Martin et al., 1995). Este hecho es
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aprovechado para la deteccion de células en las primeras fases de la apoptosis utilizando para
ello anexina V. La anexina V se encuentra marcada con isotiocianato de fluoresceina (FITC; del
inglés, fluorecein isothiocyanate). Ademas, la anexina V-FITC es acompafiada de yoduro de
propidio (Pl; del inglés, propidium iodide) para la deteccidn de células en apoptosis o necrosis.
El yoduro de propidio no es capaz de introducirse en las células intactas. Sin embargo, éste
permea a través de las membranas de las células que han sufrido procesos de muerte, ya que
esas células pierden la integridad de su membrana (Vermes et al., 1995; van Engeland et al.,
1996). Asi, las células viables no unen anexina V-FITC ni dejan penetrar el Pl. Las células que se
encuentran en la fase de apoptosis temprana exponen PS en el lado externo de su membrana,
lo que a provoca la unién de la anexina V-FITC, en cambio no permean el Pl. Asimismo, las
células en apoptosis tardia o necrosis pierden por completo la integridad de su membrana por

lo que unen anexina V-FITC y permean PI (Fig. 26).

¥
&

Apoptosis
temprana

X?",{X
*

vox

Membrana plasmatica o
L] P ) 8 o, © ®
’ Fosfatidilserina OApoptosiso
* ° tardia/ s
Anexina V-FITC i
(Bleocn())slso Q;g

g

© Yodurode propidio

e

Figura 26. Marcaje con anexina V-FITC y yoduro de propidio para el analisis de la
muerte celular. Figura modificada de BD Biosciences.

El analisis de la muerte celular utilizando anexina V y PI fue llevado a cabo mediante
citometria de flujo. La citometria de flujo permite analizar el marcaje de cada célula de forma
individual con una gran especificidad y una alta fiabilidad. El citometro consta de distintos
laseres que excitan los fluordforos utilizados célula a célula, asi como, de detectores que
recogen la luz emitida por los fluoréforos. Como consecuencia, cada detector emite un pulso
de voltaje que depende de la sefial dptica recibida, el cual es amplificado y digitalizado por un

ordenador. El andlisis de las células mediante citometria de flujo permite clasificar de forma

92



Il. MATERIAL Y METODOS

sencilla a las células en tres grupos en funcion de su marcaje con anexina V y Pl como se
describe anteriormente. Las células anexina V negativas y Pl negativas pertenecen al grupo de
las células viables, las células anexina V positivas y Pl negativas se encuentran en apoptosis
temprana y las células anexina V positivas y Pl positivas, en apoptosis tardia o necrosis (Fig.
27).
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Figura 27. Representacion Dot-Plot del ensayo de muerte celular con anexina V-FITC y PI
(yoduro de propidio) de células HT29. Cada punto del gréfico se corresponde con un evento
(célula) analizado mediante citometria de flujo. Las células son clasificadas segun el marcaje
fluorescente que presenten. Las células viables son anexina V-/Pl-, las células en apoptosis
temprana son anexina V+/PI-y las células en apoptosis tardia o necrosis son anexina V+/Pl+.

En los ensayos realizados la muerte celular fue inducida con H,0, y comparada con la
que se produce en condiciones basales (control). El tratamiento consistio en la incubacion de
las células con H,0, 1 mM durante 30 min en los experimentos en los que se estudio el efecto
del silenciamiento de STIM2 sobre la muerte celular en células NCM460 y con H,0, 2 mM
durante 150 min, en los que se compard la resistencia a la muerte celular entre células
NCM460 y HT29. Tanto las células NCM460 como las HT29 se levantaron del frasco de cultivo
con tripsina-EDTA y fueron centrifugadas a 290 g. A continuacién, se lavaron con PBS y se
centrifugaron, de nuevo, a 290 g. Seguidamente, el sedimento fue resuspendido en tampdn de
unién obteniendo una densidad celular de 1 x 10° células/ml. Se tomaron 1 x 10° células a las
que se afiadieron 5 pl de anexina V-FITC y 10 ul de PI (50 ug/ml) y se incubaron durante 15 min
en oscuridad. Por ultimo, se afiadieron otros 400 pl de tampdn de unién. Las células fueron
analizadas en un citémetro de flujo Gallios (Beckman Coulter, Brea, CA). En nuestro caso, tanto
la anexina V-FITC como el Pl se excitaron con un laser de argén de 488 nm (azul). Ademas, para
la anexina V-FITC se utilizé un detector que capta luz a 525 nm (FL1) y para el IP, un detector
que capta a 620 nm (FL3). Los resultados fueron procesados y representados con el software

de analisis Kaluza (Beckman Coulter, Brea, CA).
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1.6. Nucleofeccion

La transfeccidon es una técnica que permite introducir acidos nucleicos como ADN y
ARN en el interior celular. Hay diferentes métodos de tranfeccidn, pero en este trabajo se ha
elegido el método de la nucleofeccién, ya que es el mas eficiente para las lineas celulares
estudiadas, NCM460 y HT29. La nucleofeccidn es un método fisico de transfeccién que utiliza
células en suspensién. Consiste en someter a las células conjuntamente con el dcido nucleico
gue se quiere introducir a un pulso eléctrico lo que da lugar a la formaciéon de poros
temporales en la bicapa de fosfolipidos de la membrana. Asi, el potencial eléctrico generado
permite a los 4cidos nucleicos entrar en el interior de la célula. La nucleofeccién no solo
permite la entrada del dcido nucleico en el citoplasma, sino también en el nucleo de la célula
(Lenz et al., 2003; Maahaso et al., 2004).

Las células NCM460 o HT29 fueron levantadas del frasco de cultivo con tripsina-EDTA.
1 x 10° células y centrifugadas a 290 g. El sedimento celular fue resuspendido en 100 pl de
mezcla de nucleofeccién (solucién Ay solucién B). La cantidad adecuada de acido nucleico que
se deseaba introducir en las células (plasmido GFP-AEQmit o siRNA) fue afiadida a la mezcla. La
suspension celular conteniendo el &acido nucleico fue trasladada a una cubeta de
nucleofeccién. La nucleofeccion fue llevada a cabo con un Nucleofector Il de Amaxa
Biosystems (Colonia, Alemania) seleccionando el programa W-017 disefiado para transfectar
células HT29 con alta eficiencia. A continuacidn, se anadieron 900 ul de medio completo
DMEM a la cubeta y las células fueron sembradas a la densidad deseada dependiendo del

experimento a desarrollar.

1.7. Monitorizacién del Ca>* mitocondrial mediante imagen de bioluminiscencia

El registro de la [Ca®*].i se lleva a cabo con una fotoproteina denominada aequorina
(AEQ) dirigida en este caso a la mitocondria. La AEQ se trata de una proteina bioluminiscente
presente en la medusa Aequorea victoria que tiene la peculiaridad de emitir luz azul en
presencia de Ca** (Fig. 28). Contiene tres sitios de unién a Ca’* de tipo mano EF con
aminoacidos acidos (glu y asp) (Shimomura et al., 1965; Shimomura 1995). En un principio la
AEQ se aislaba de la medusa, se purificaba y se microinyectaba en las células para medir las
sefiales de Ca* intracelulares. Mas tarde, con el desarrollo de las técnicas de ingenieria
genética el DNA complementario de la AEQ fue clonado y se afadieron secuencias de
direccionalidad lo que permitié dirigir la AEQ hacia distintos compartimentos subcelulares. Asi,
se han obtenido AEQs dirigidas al interior de las mitocondrias (Rizzuto et al., 1992), al reticulo
endoplasmico (Montero et al., 1995), al aparato de Golgi (Pinton et al., 1998), al nucleo (Brini

et al., 1993) y a vesiculas de secreciéon (Pouli et al., 1998).
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Figura 28. Estructura tridimensional de la aequorina. Imagen tomada de RCSB PDB
(www.rcsb.org) de PDB ID 1EJ3 (Head et al., 2000).

La reaccion de la AEQ por la que emite luz tras la unién a Ca®* requiere previamente la
reconstitucion a su forma activa. Para ello, en presencia de O,, la apoaequorina se une
mediante ataque peroxidativo a su cofactor celenterazina. Esta molécula que actia como un
cofactor atraviesa las membranas celulares con facilidad debido a su gran lipofilicidad (Blinks
et al., 1976). Cuando se une a Ca*, la AEQ reconstituida emite luz azul con una A, de 465 nm
y se obtienen como productos de la reaccidon apoaequorina, celenteramida y CO, (Fig. 29). De
esta forma, la cantidad de luz emitida es funcién de la [Ca®*] del medio. Esta reaccién puede
considerarse practicamente irreversible, puesto que una vez que la celenterazina se oxida
dando lugar a la celenteramida, la unién de la AEQ a una nueva molécula de celenterazina es
un proceso demasiado lento. Asi, la [Ca*'] es proporcional a la velocidad relativa del consumo
de la AEQ, ya que la cantidad de proteina disponible para la medida de Ca®* va disminuyendo

progresivamente.
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Figura 29. Reaccion de bioliminiscencia de la aequorina. La celenterazina se une a la apoaequorina en

. . . 2 .
presencia de O, para dar lugar a la aequorina. Cuando la aequorina se une a Ca”* la celenterazina se
oxida a celenteramida y emite luz a 465 nm.

La AEQ utilizada para monitorizar el Ca®* mitocondrial se trata de la nativa (wt) y se
encuentra clonada en un plasmido que presenta una secuencia de direccionamiento a la

mitocondria, asi como, otra secuencia para GFP (GFP-AEQmit). Las células NCM460 y HT29
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fueron transfectadas con este plasmido mediante nucleofeccion. Por cada nucleofeccion se
usaron aproximadamente 5 pug de DNA. Una vez transfectadas las células fueron sembradas en
forma de gota sobre cubreobjetos de cristal de 12 mm de didmetro tratados con poli-L-lisina
(0,01 mg/ml) depositados en placas de cuatro pocillos a una densidad de 15000 células/cristal.
A las 24 h de la transfeccidon con el plasmido GFP-AEQmit las células fueron incubadas en
oscuridad y a temperatura ambiente durante 2 h en MEC conteniendo celenterazina para la
reconstitucion de la AEQ. En el caso de los experimentos con células intactas en los que
estudiamos la captacion mitocondrial de Ca** proveniente de la ECC se usé celenterazina
nativa (wt) y en los que estudiamos la entrada mitocondrial de Ca®* proveniente de la
liberaciéon con ATP, celenterazina h. La celenterazina h permite aumentar la intensidad de
luminiscencia 16 veces con respecto a la celenterazina wt, lo que permite aumentar la
sensibilidad del registro de Ca*. Sin embargo, para los experimentos en células
permeabilizadas se utilizadd celenterazina n que reduce la intensidad luminica de la reaccién
por lo que disminuye la sensibilidad de la medida de Ca** (Shimomura et al., 1993; Teranishi y
Shimomura, 1997). Las células fueron tratadas con tapsigargina 1 pM en medio libre de Ca®* en

los experimentos en los que se registro el Ca** mitocondrial proveniente de la ECC.

Tras la reconstitucién de la enzima, los cubreobjetos fueron montados en una camara
que se acopld a un microscopio invertido Zeiss Axiovert S100TV (Zeiss, Jena, Alemania)
equipado por un sistema de perfusién (Warner Instruments). En los experimentos con células
intactas se perfundié en primer lugar MEC libre de Ca** y en los experimentos con células
permeabilizadas, MEC conteniendo 1 mM de CaCl, y seguidamente medio interno con baja

concentracién de Ca®* (200 nM), antes de permeabilizar las células con digitonina 10 uM.

Las células transfectadas fueron seleccionadas en el campo en base a la expresién de
GFP que ponemos de manifiesto mediante imagen de fluorescencia con un filtro FITC y una
camara Hamamatsu C2400-35 ICCD (Hamamatsu photonics, Hamamatsu, Japdn). Las imagenes
de bioluminiscencia fueron tomadas con una cdmara Hamamatsu VIM (Hamamatsu photonics,
Hamamatsu, Japon) capaz de captar los fotones emitidos por la AEQ acoplada a un procesador
Argus-20. Este sistema de imagen nos permitié monitorizar la bioluminiscencia en célula Unica.
La emisién de fotones se integra en periodos de 10 s. Al final de cada experimento se
perfundié MEC conteniendo digitonina 100 uM y CaCl, 10 mM con el objetivo de medir toda la

luminiscencia residual de la AEQ utilizada para la cuantificacion de la [Ca®*]mi.

La emision de fotones de la AEQ fue analizada con el software Aquacosmos 2.6 de
Hamamatsu. La transformacion de los valores de luminiscencia en [Ca*'],, se llevd a cabo
mediante el método descrito por Brini y colaboradores (Brini et al., 1995). Este método se basa
en la relacién existente entre la [Ca**] y la luminiscencia emitida por la AEQ medida en cuentas
por segundo registradas en un momento dado en el experimento menos el fondo (L) con
respecto a las que se registrarian si toda la AEQ de la célula se expone de repente a una [Ca®']

saturante (Lmsy)- Asi, la [Ca®*] (M) se obtiene a través del siguiente algoritmo matematico:
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L 1 L 1
- (Lméxx)n + (Lméx?\)nKTR -1
KR - (Lméx}\)nKR

En esta ecuacion:

e Ky es la proporcion de sitios de unidn a Ca*" en estado T frente al estado R de la
AEQ. La emisidn de bioluminiscencia tiene lugar cuando todos los sitios de unién a
Ca’* se encuentran en estado R que es al que se une el Ca*".

e Kz es la constante de asociacién a Ca*'.

e neselndmero de sitios de unién a Ca**.

e \eslaconstante de velocidad de consumo de AEQ a una [Ca®'] saturante

Este algoritmo matematico deriva de un modelo propuesto para explicar la
dependencia de la emisién de luz de la AEQ, con la [Ca®*], sin embargo, puede utilizarse como
una simple transformacién matematica que ajusta valores de luminiscencia a cada [Ca*] (Allen
etal., 1977).

1.8. Estudio del potencial mitocondrial con TMRM

TMRM o tetrametilrodamina metil éster es un fluoréforo lipofilico capaz de permear a
través de las membranas y de acumularse en la mitocondria debido a su carga neta positiva en
funcién del potencial mitocondrial (Fig. 30). Por tanto, permite estimar diferencias o cambios
en el potencial mitocondrial de una célula, ya que cuanto mayor es su acumulacién en la
mitocondria mas negativo es el potencial mitocondrial (Scaduto et al., 1999). La determinacion
de su acumulacidn en este organulo subcelular es llevado a cabo mediante microscopia de

fluorescencia.

Figura 30. Estructura quimica del TMRM.

Las células NCM460 y HT29 fueron sembradas en cristales de poli-L-lisina (0,01 mg/ml)

a una densidad de 15000 células/cristal. A las 24 h de la siembra, fueron incubadas en MEC
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conteniendo TMRM 50 nM durante 15 min a temperatura ambiente para llevar a cabo la
estimacion del potencial mitocondrial. El cristal se trasladd a una cdmara de microscopio con
medio MEC. Las imagenes de fluorescencia fueron tomadas en un microscopio invertido Zeiss
Axiovert S100TV (Zeiss, Jena, Alemania) equipado con una cdmara digital Hamamatsu OrcaER
(Hamamatsu photonics, Hamamatsu, Japdn) con el objetivo 40 x y utilizando un filtro de
rodamina. Se tomaron tres imagenes por campo al azar. A continuacion, fueron analizadas con
el software Aquacosmos 2.6 (Hamamatsu photonics, Hamamatsu, Japodn). El fondo fue

substraido de todas las imagenes.

1.9. Ensayo de invasion in vitro

Los ensayos de invasidn in vitro permiten evaluar la invasién de las células tumorales
en funcion de su capacidad para desplazarse a través de una matriz proteica. El ensayo de
invasion elegido consiste en una cdmara provista de una membrana PET que contiene poros de
8 um con una fina capa de Matrigel depositada de manera uniforme. El Matrigel simula la
matriz extracelular y se trata de una mezcla proteica extraida del sarcoma de ratén Engelbreth-
Holm-Swarm (EHS) compuesta principalmente por laminina, colageno IV, proteoglicanos
heparan sulfato y entactina (Kleinman et al., 1982). Esta matriz constituye una barrera para las
células no invasivas, sin embargo, las células con cierta capacidad de invasion pueden
atravesar los poros de la membrana, penetrar y hacerse paso por el Matrigel (Fig. 31). Las

camaras de invasidn se depositan en placas de 6 pocillos para llevar a cabo el ensayo.

A B

Capa de

Células invasoras Membrana PET
tefiidas con azul de con poro de 8 um
toluidina

Figura 31. Invasion celular en camaras de invasidon con Matrigel. A. Esquema de una camara de
invasion en el que se destaca la membrana PET porosa y la capa de Matrigel (Figura modificada
de Corning). B. Imagen de microscopia electrénica en la que se muestran células de
fibrosarcoma humano (HT-1080) migrando a través de un poro de la membrana PET de la
camara de invasion (Imagen tomada de Corning).
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En el ensayo se utilizaron camaras de invasion BD BioCoat™ Matrigel™ (BD
Biosciences, Bedford, UK). Las células HT29 fueron sembradas en la parte superior de la
camara de invasion. Se sembraron 1 x 10° células en medio DMEM sin FBS en cada camara. En
el pocillo se afiadié medio DMEM completo conteniendo un 20 % de FBS. De esta forma, se
establece un gradiente de FBS que funciona como un quimioatrayente para las células. Es
decir, las células invaden desde la zona donde la concentracién de FBS es menor hacia donde
es mayor. La duracién del ensayo fue de 48 h. Una vez transcurrido ese tiempo, las células
fueron fijadas en metanol y tefiidas con una solucién de azul de toluidina 1 % DC. Las células
son contadas por campo en un microscopio invertido Nikon Eclipse TS100 (Nikon, Tokio, Japdn)

de un total de 5 campos por cdmara de invasion.

1.10. Registros electrofisioldgicos mediante la técnica de patch-clamp planar

La técnica de patch-clamp se utiliza para registrar las corrientes idnicas de una célula lo
que permite estudiar los canales presentes en la misma. Tiene su origen en la técnica de
fijacidn de voltaje (en inglés, voltage-clamp) que permitié estudiar los potenciales de accion de
las células excitables. Se denomind fijacion de voltaje debido a que permite fijar el potencial de
membrana de una célula a un voltaje determinado (Hodgkin et al., 1952). Inicialmente la
fijacién de voltaje se basaba en el uso de dos electrodos intracelulares, uno de ellos media el
potencial de membrana y el otro inyectaba corriente en la célula. Ademads, requeria del uso de
un amplificador que comparaba el potencial de membrana medido con el voltaje al cual se
desea mantener la célula. El circuito inyectaba en la célula una corriente igual, pero de sentido
contrario a la corriente que circulaba a través de la membrana con el objetivo de llevar el
potencial al valor deseado. Asi, la técnica de fijacion de voltaje nos permite entender como las
corrientes iénicas que fluyen a través de la membrana determinan el potencial de membrana

de la célula.

En la década de los 70, Neher y Sakmann desarrollaron la técnica de patch-clamp
(Neher y Sakmann, 1976). Esta técnica utiliza tan solo un electrodo que se encuentra en el
interior de una pipeta de vidrio con un didmetro de punta muy reducido. En este caso la punta
de la pipeta se dirige hacia la célula que se desea registrar hasta que se pone en contacto con
la misma y se aplica una pequefa succidn para formar un sello de alta resistencia. A través del
electrodo de la pipeta se inyecta la corriente necesaria para alcanzar el potencial deseado y se
registran las corrientes que resultan del protocolo de estimulacion aplicado mediante un

amplificador electrénico conectado a la pipeta.

Mas recientemente, ha surgido una variante de la técnica de patch-clamp denominada
patch-clamp planar. Esta se caracteriza porque en lugar de utilizar una pipeta como en la
técnica convencional se usa un chip de borosilicato que presenta en su parte central un orificio

de aproximadamente 1 um de didmetro. Las células que se van a registrar se encuentran en
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suspension en lugar de encontrarse adheridas a la superficie (Fig. 32). El equipamiento tan solo
consta de una pequefia unidad de registro que funciona como una caja de Faraday y sistema
antivibratorio integrado en la que se inserta el chip, una unidad de succién, un amplificador y
un software de registro. En este caso, los registros se llevaron a cabo con el sistema Port-a-

pach (Nanion tecnologies, Munich, Alemania) (Fig. 33).

Patch-clamp convencial Patch-clamp planar

AAA

A

AAA

vy

= o

Figura 32. Diferencias entre el registro mediante patch-clamp convencional y planar. En el
patch-clamp convencional se utiliza una pipeta que es dirigida hacia la célula que se desea
registrar, la cual se encuentra adherida a una superficie. Sin embargo, en el patch-clamp
planar, la célula en suspensién es atraida hacia un chip utilizando presion negativa. La figura
fue modificada de Klemic et al., 2005.

U?dad de succion

|
. I

g

 pitwarede regsrol
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Figura 33. Equipamiento utilizado para registro electrofisiolégico mediante la
técnica de patch-clamp planar.

En la técnica de patch-clamp planar la soluciédn interna de registro se deposita en la
parte inferior del chip. Este se inserta en la unidad de registro y se afiaden las células

contenidas en la solucién externa en su parte superior. La unidad de succién aplica una presion
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negativa hasta atrapar una célula en el orificio del chip. A continuacion, el software permite
regular la presion para conseguir un sello de alta resistencia dando lugar a la configuracién cell-
attached. Los registros realizados en este trabajo fueron llevados a cabo en la configuracion
whole-cell, la cual se alcanza aplicando una ligera succidn una vez adquirida la configuracion
cell-attached. De esa forma, se rompe el parche de membrana comprendido en el orificio del
chip permitiendo la entrada de la solucidon interna de registro en el interior de la célula (Fig.
34). Asi, registramos la corriente que circula a través de la totalidad de la membrana celular.

Ademas, los registros se realizaron en configuracion voltage-clamp, es decir fijando el voltaje.

B

Succidn

—_—

CELL-ATTACHED WHOLE-CELL

Figura 34. Pasos previos para el registro de patch-clamp planar en configuracién whole-
cell. A. Deposito de la solucidon interna en la parte inferior del chip. B. Adicidn de la
suspension celular en la parte superior del chip insertado en la unidad de registro. C. Una
vez alcanzada la configuracion de cell-attached se aplica una pequefia succién para
obtener la configuracidon whole-cell. Las imagenes A y B fueron tomadas de Briiggemann et
al., 2008.

Para su registro las células NCM460 o HT29 fueron levantadas del frasco de cultivo
mediante su incubacién con Detachin a 37 °C y resuspendidas en la solucién externa de
registro alcanzando una densidad de 1 — 5 x 10°® células/ml. La solucién interna fue depositada
en el interior de un chip NPCO1 de Nanion (Nanion thecnologies, Munich, Alemania) que
presenta una resistencia de 2-3 MQ. Una vez alcanzada la configuracion whole-cell se midieron
en cada registro la capacitancia de la célula y la resistencia en serie (<10 Q). Estos pardmetros
fueron revisados continuamente para asegurarse de que no variaban considerablemente
desde el inicio del registro. Si su variacidon era 210 % respecto de su valor inicial el experimento

era descartado.

La lsoc fue registrada utilizando una solucién interna con 20 mM de EGTA para vaciar

los depdsitos. En otros experimentos, la Isoc fue activada usando tapsigargina 1 uM o ATP 200
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UM en la solucién externa y una solucion interna conteniendo EGTA 0,2 mM suplementada con
un céctel mitocondrial. El céctel mitocondrial favorece la respiracién de la mitocondria lo que
produce una potenciacion de la corriente obtenida con una concentracion de EGTA baja
(Gilabert y Parekh, 2000). Asimismo, se llevaron a cabo rampas de voltaje de -100 mV a +100
mV en 200 ms aplicadas cada 5 s desde un voltaje de mantenimiento de 0 mV. Las corrientes
fueron adquiridas con un amplificador EPC-10 (HEKA Elektronik, Lambrecht/Pfalz, Alemania). El
potencial de membrana en reposo fue estimado registrando el potencial de la célula
inmediatamente después de la ruptura de la membrana en la configuracion current-clamp. Las
corrientes de fuga fueron eliminadas sustrayendo la media de las primeras 5 rampas de
corriente obtenidas después de adquirir la configuracién whole-cell a todas las corrientes
siguientes. La corriente entrante fue medida a -80 mV y la corriente saliente, a +80 mV. Los
resultados fueron normalizados respecto a la capacitancia de la célula. La diferencia de
potencial de las soluciones externa e interna, asi como las corrientes capacitativas fueron
canceladas por el sistema de compensacidon automatico del amplificador EPC-10. Ademas, los

registros fueron filtrados a una frecuencia de 10 kHz y muestreados a 5 kHz.

Los resultados fueron analizados con el software Patchmaster (Nanion tecnologies,

Munich, Alemania) y con el Origin7 (OriginLab, Northampton, MA).

1.11. Extraccion de RNA, RT-PCR y qRT-PCR

La extraccion de RNA se realizd6 mediante el método del fenol-cloroformo a partir de
células sembradas en placas de cultivo de 10 cm de didmetro y cultivadas hasta alcanzar una
densidad cercana a la confluencia. En el caso de las células NCM460, HT29 y A549 se
sembraron aproximadamente 10° células/placa. Sin embargo, en el caso de las células
hCASMCs, 3 x 10° células/placa. La extraccién fue llevada a cabo utilizando TRIzol y las células
fueron levantadas de la placa con un scraper. El ARN fue separado con cloroformo, precipitado
con isopropanol, lavado con etanol al 75% y disuelto en H,0 DEPC (dietilpirocarbonato) a 55-
60 °C.

La calidad del ARN fue determinada en el espectrofotometro NanoDrop (Thermo
Scientific, Waltham, MA) a través de la medida de densidad optica (DO) a 260 y 280 nm y
electroforesis en geles de agarosa. La cuantificacion del RNA fue llevada a cabo, también, en el
NanoDrop mediante la medida de la DO a 260 nm. La contaminacidon del ARN por DNA

gendmico fue descartada mediante electroforesis.

La transcripcidn reversa (RT; del inglés reverse transcription) consiste en transformar el
RNA extraido en cDNA. Se realizd6 en un termociclador Tgradient (Biometra) utilizando el
siguiente programa: 25 °C (600 s), 37 °C (7200 s) 85 °C (5s) y 4 °C (fin de la sintesis). La reaccidn

tuvo lugar en presencia de transcriptasa reversa, tampdn 10x, mezcla de dNTPs, cebadores al
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azar 10x e inhibidor de RNAasa (incluidos en High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit,
Applied Biosystems) y H,O grado PCR. Por cada reaccién, se afiadieron 10 ul de la mezcla

anterior a 10 pl de muestra RNA (0,2 6 0,8 pg/ul).

Para evidenciar la expresion de un determinado gen realizamos una PCR convencional.
Esta PCR fue llevada a cabo preparando una solucién master mix conteniendo una Tag DNA
polimerasa (recombinante), tampdn de reaccién, CaCl,, dNTPs y los cebadores especificos para
el gen estudiado y H,0 con grado PCR. Se aiadieron 23 ul de master mix a 2 pl de cDNA (0,2 6

0,8 pg/ul) por reaccién. Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:

temperatura (°C)  tiempo (s) ne de ciclos

Desnaturalizacion inicial 94 180 1
94 60

Amplificacién 57 60 35
72 30

Extension final 72 600 1

El producto de la PCR fue identificado mediante electroforesis en un gel de agarosa al
1 % utilizando Redsafe o bromuro de etidio. El cDNA fue cargado en el gel con tampdn de
carga 6x. El gel fue sometido a 100 mV durante aproximadamente 1 h. Las imagenes de las
correspondientes bandas en el gel fueron tomadas en un equipo GelDoc XR system (Bio-Rad,

Hercules, CA) con luz UV.

Para determinar los niveles de expresion de un determinado gen llevamos a cabo una
PCR cuantitativa (qPCR). La gPCR fue llevada a cabo en un equipo LightCycler 480 (Roche,
Mannheim, Alemania) que requiere placas de 96 pocillos. Las amplificaciones fueron realizadas
en un volumen final de 20 pl, 1l de muestra y 19 pl de solucidn master mix. La master mix
contenia KAPA SYBR FAST gPCR Kit, los cebadores directo y reverso y H,O grado PCR. Las

condiciones de la amplificacion fueron las siguientes:

temperatura (°C) tiempo (s) n? de ciclos

Pre-incubacion 95 300 1
95 15

Amplificacion 60 6 57 (*) 20 45
72 5
95 5

Curva de Melting 55 60 1
95

Cooling 40 10 1

(*) 60 2C para la B-actinay TRPC1 y 57 °C para el resto de genes.
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La cuantificacion de la expresion del gen deseado es posible gracias al SYBR Green |
contenido en el kit de qPCR KAPA SYBR FAST, un fluoréforo que al unirse al DNA de doble
cadena aumenta considerablemente la emisién de fluorescencia comprendida entre 465 y 510
nm que es detectada, posteriormente, por el equipo. Asi, a medida que avanza el proceso de
amplificacion durante la qPCR aumenta la emisiéon de fluorescencia. EI nimero de copias
sintetizadas durante la reaccidn, y por tanto la fluorescencia, es directamente proporcional al
MmRNA de partida del gen diana y al cDNA obtenido a partir de éste. También, es
indirectamente proporcional al valor Ct, que se define como el numero de ciclos de reaccion
necesarios para producir un aumento significativo de la fluorescencia respecto a la seial basal.
Para determinar que este aumento es significativo, el equipo establece un umbral de
fluorescencia. Por tanto, cuanto mayor sea la expresion del gen diana, mayor sera el nimero
de copias amplificadas durante la gPCR, asi como la cantidad de fluorescencia emitida por el

SYBR Green |, y menor, el valor Ct (Fig. 35).

38.6504
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28.150
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21.150
17.650
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71504  Umbral

3650

0150 ==

Fluorescencia

30 35 40 45
Ct n? de ciclo

Figura 35. Variacion de la fluorescencia respecto al ciclo de reacciéon. A medida que aumenta el
nimero de ciclos se incrementa el nimero de copias del cDNA sintetizadas y con él la
fluorescencia. En la figura aparece el umbral a partir del cual el cambio en la fluorescencia es
significativo respecto a la linea base y, también, aparece sefialado el valor Ct.

En este estudio realizamos una cuantificacion relativa utilizando como control
endodgeno la B-actina, ya que su expresion en las células NCM460 y HT29 no varia. El control
enddgeno permite cuantificar la expresion del gen diana en el caso de que las
concentraciones de cDNA de las muestras a comparar no sean exactamente las mismas.
Para normalizar los valores de expresién de cada gen diana frente al control enddgeno

-A
calculamos 2%

para cada muestra donde ACt= Ctgiana-Clp.actina. De este modo, llevamos a
cabo una cuantificacién relativa frente al control enddgeno. Si lo que queremos es llevar a
cabo la cuantificacidn relativa de cada gen objeto de estudio en las células HT29 respecto a

las células NCM460 hallamos 2 donde AACt= ACtyr29-ACtncmaso-
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Cuando se realiza una qPCR utilizando SYBR Green | es necesario comprobar si los
cebadores se unen especificamente a las regiones deseadas de cDNA, dado que éste se une
sin mas al DNA de doble cadena. Para ello, el equipo LightCycler 480 nos permite llevar a
cabo una curva de melting para cada una de las muestras. Asi, se representa la derivada de
la fluorescencia respecto al tiempo con signo negativo a distintas temperaturas. Lo ideal es
la obtencién de un Unico pico de melting, que indica la presencia de un solo amplicén. Por
el contrario, si apareciera mds de un pico en esta representacién indicaria que los
cebadores se unen a regiones del cDNA de forma no especifica. Este hecho podria ser
debido, también, a la formacion de dimeros o estructuras secundarias por parte de los
cebadores. En estos casos, deberiamos ajustar la temperatura de anillamiento de los
cebadores o, si fuera necesario, incluso, disefiarlos de nuevo. Asi, todas las gPCRs

presentadas en el estudio mostraron un Unico pico de melting.

1.12. Extraccion de proteinas y Western-blotting

El estudio de la expresion de proteinas se llevd a cabo mediante la técnica western-
blotting por la que las proteinas son separadas realizando una electroforesis SDS-PAGE y

puestas de manifiesto con anticuerpos especificos.

Las proteinas fueron extraidas a partir de placas de cultivo de 10 cm de didmetro en
las que se sembraron aproximadamente 10° células NCM460 o HT29 y fueron cultivadas
hasta acercarse a la confluencia. Para ello, se afiadieron a cada placa 3 ml de una solucién
que contiene RIPA, pepstatina, PMSF y un cdctel de inhibidores de proteasas y las células
fueron levantadas con un scraper. Las proteinas fueron cuantificadas mediante el método
de Bradford.

Para realizar el western-blotting las muestras de proteinas fueron mezcladas con
tampén de carga 2x a partes iguales y se incubaron a 100 °C para romper los puentes
disulfuro y desnaturalizar las proteinas. La separacién de las proteinas fue llevada a cabo
mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) al 8 6
10 % dependiendo del peso molecular de la proteina objeto de estudio. A continuacion, las
proteinas fueron transferidas a una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF).
Tanto la electroforesis como la transferencia fueron realizadas utilizando el sistema Bio-Rad
(Hercules, CA). Una vez finalizada la transferencia, la membrana fue incubada durante 1 h
con una soluciénde bloqueo conteniendo 5% leche en polvo desnatada diluida en solucién
de lavado TTBS (Tween20-TBS). Seguidamente, se realizaron tres lavados de 10 min con
TTBS a temperatura ambiente y, posteriormente, la membrana fue incubada durante toda
la noche a 4 °C con el anticuerpo primario obtenido en ratdon o en conejo, el cual se une
especificamente a la proteina diana. Al dia siguiente, la membrana fue lavada, de nuevo,

con TTBS e incubada durante 1 h con un anticuerpo secundario conjugado con la
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peroxidasa de rabano. En el caso de las membranas incubadas con el anticuerpo primario
obtenido en ratdén se utilizd6 un anticuerpo secundario conejo anti-ratén y para las
incubadas con el anticuerpo primario de conejo se usé un anticuerpo secundario cabra-

anti-conejo.

Las bandas de proteina de interés se pusieron de manifiesto con la mezcla de dos
sustratos ECL mediante quimioluminiscencia y la deteccion de éstas fue llevada a cabo en
un equipo VersaDoc 4000 (Bio-Rad, Hercules, CA). La cantidad de proteina fue determinada
mediante el andlisis de densitometria de las bandas utilizando el software Quantity One
(Bio-Rad, Hercules, CA). La proteina B-actina fue utilizada como control de carga. Los

resultados de expresion de las proteinas estudiadas fueron normalizados respecto a ésta.

En alguna ocasién, las membranas se incubaron mdas de una vez con distintos
anticuerpos primarios por lo que fue necesario realizar stripping. Esta técnica consistié en
incubar las membranas durante 40 min con la solucidn de stripping. A continuacion, se
llevaron a cabo tres lavados de 5 min. Tras los cuales, tuvo lugar el bloqueo y los pasos

siguientes fueron los mismos descritos anteriormente.

1.13. Silenciamiento génico con siRNA

La técnica de silenciamiento génico consiste en la reduccidon de la expresidon de un
determinado gen a nivel transcripcional o traduccional. Una de las formas de silenciamiento
génico mas utilizadas es la del uso del RNA pequerio de interferencia (siRNA; del inglés small
interfering RNA). El siRNA consiste en una molécula de RNA de doble cadena con una longitud
aproximada de 21-25 pares de bases. Este tipo de RNA actua a nivel postranscripcional
mediante la degradacion del mRNA lo que impide su traduccién a proteina. En particular, el
siRNA se une al complejo RISC (RNA-induced silencing complex), el cual selecciona la cadena
antisentido para que hibride de manera especifica con el mRNA diana. A continuacion, el
mMRNA diana hibridado es degradado por accién de la actividad endonucleasa del complejo
RISC (Agrawal et al., 2003; Filipowicz et al., 2005).

La introduccién del siRNA en células NCM460 y HT29 fue llevada a cabo mediante
nucleofeccidn. Por cada nucleofeccidn se transfectaron 1 x 10° células y se afiadieron 5 pl de
siRNA 10 uM (50 pmol de siRNA). Los experimentos de imagen o electrofisioldgicos se
realizaron 48 h después de la nucleofeccién con el siRNA. Como control del silenciamiento
especifico de un gen se utilizd siRNA control, el cual no se une a ningln gen conocido. La

efectividad de cada silenciamiento fue comprobada mediante qRT-PCR.
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1.14. Analisis estadistico

La comparacion de 2 medias fue llevada a cabo utilizando el test t de Student y las
diferencias fueron consideradas significativas cuando resulté un valor p<0,05. Por otro lado,
la significacién estadistica de la correlacidn entre dos variables fue comprobada mediante
el analisis de varianza ANOVA de la regresién lineal. La correlacién fue considerada

estadisticamente significativa cuando p<0,05.

2. Materiales

2.1. Lineas celulares

Las células NCM460 y NCM356 fueron obtenidas a partir de un acuerdo de
transferencia con INCELL Corporation (San Antonio, TX). Las células HT29 fueron
amablemente cedidas por el Dr. J.C. Fernandez Checa (CSIC, Barcelona, Espaia). Las células
SW480-ADH y SW480-R fueron donadas por el por el Dr. A. Mufioz (CSIC, Madrid, Espafia).
Las células A549 fueron cedidas por el Dr. C.M. Galmarini (PharmaMar S.A., Colmenar Viejo,
Madrid, Spain). Las células de arteria coronaria de musculo liso humanas (hCASMCs) fueron

suministradas por LONZA (Basilea, Suiza).

2.2. Medios, reactivos y materiales de cultivo celular

Los medios de cultivo DMEM con glucosa 1 g/l y RPMI1640 y SMBulletKit, el FBS, los
antibidticos (Penicilina/Estreptomicina), L-glutamina, el PBS y la tripsina-EDTA fueron
suministrados por LONZA (Verbiers, Bélgica). El Detachin procede de Gelantis (San Diego,
CA). La poli-L-lisina y los cubreobjetos de 12 mm de didmetro son de Marlenfeld GmbH
(Lauda-K&nlgshofen, Alemania). Los frascos de cultivo de 25 cm?y las placas de cultivo de 4
y 6 pocillos proceden de NUNC (Thermo Scientific, Waltham, MA). Los frascos de cultivo de
75 cm’, las placas cultivo de 10 cm de didmetro, asi como los scrapers son de Corning
(Corning, NY). Las placas de cultivo con fondo de cristal utilizadas para microscopia confocal
son de MaTtek Corporation (Ashland, MA).

2.3. Sondas y colorantes

Las sondas de Ca** fura-2/AM, fura-4F/AM y fluo-4/AM, y el TMRM utilizado para la
estimacion del potencial mitocondrial, asi como las celenterazinas fueron obtenidos de
Invitrogen (Eugene, OR). El plasmido GFP-AEQmit para monitorizacion de la [Ca®]m: fue

donado por el Dr. P. Brulet (Instituto Pasteur, Gif-sur-Yvette, Paris). El azul de tripano
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utilizado para determinar la viabilidad celular procede de Sigma-Aldrich (Steinheim,

Alemania). El azul de toluidina 1% DC es de (Panreac, Barcelona, Espaiia).

2.4. Agonistas, antagonistas, inhibidores y otros compuestos

El ATP, el carbacol, el acido ciclopiazdnico, la ionomicina y la digitonina son de
Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). La tapsigargina fue obtenida de Alomone Labs
(Jerusalén, Israel). El IP; enjaulado fue suministrado por Sichem GmbH (Bremen, Germany).
El 2-APB es de Calbiochem (San Diego, CA).

2.5. siRNAs

Los siRNAs Control, ORAI1, ORAI2, ORAI3, TRPC1, STIM1 y STIM2 proceden de Santa Cruz

Biotechnology, Inc. (Heidelberg, Alemania).

2.6. Soluciones y materiales de nucleofeccion
Solucion A: KH,PO, 88 mM, NaHCO; 14 mM, D-glucosa 2 mM.
Soluciéon B: ATP 0,36 M, MgCl 0,6 M.

Las cubetas de nucleofeccién fueron suministradas por Scarab Genomics (Madison, WI).

2.7. Medios de imagen

Medio externo completo (MEC): NaCl 145 mM, KClI 5 mM, MgCl, 1 mM, CaCl, 1 mM, D-
glucosa 10 mM, HEPES 10 mM, pH 7,42.

MEC libre de Ca**: NaCl 145 mM, KCl 5 mM, MgCl, 1 mM, EGTA 0,5 mM, D-glucosa 10 mM,
HEPES 10 mM, pH 7,42.

Medio interno: KCl 130 mM, MgCl, 2 mM, succinato sédico 5 mM, HEPES 20 Mm, NaCl 5
mM, KH,PO, 2 mM, EGTA-Tris 0,45 M, H-EDTA-Na 0,1 M en Tris 1 M, ATP 1 mM, pH 6,8.

2.8. Soluciones de electrofisiologia

Solucion externa: NaCl 145 mM, KCI 2,8 mM, MgCl, 2mM, CaCl, 10mM, HEPES 10 mM, D-
glucosa 10 mM, pH 7,4.
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Solucién interna: CsCl 50 mM, CsF 60 mM, NaCl 10 mM, EGTA 20 mM, HEPES 10 mM, Na'-
ATP 2 mM, pH 7,72 (ajustado con CsOH).

Céctel mitocondrial: Acido pirdvico 2 mM, acido malico 2 mM, NaH,PO, 1 mM.

2.9. Soluciones y reactivos para ensayo de muerte
Tampdn de unidn 10x: HEPES 0,1 M pH 7,4, NaCl 1,4 M, CaCl, 25 mM.

El marcador anexina V-FITC es de BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ) y el yoduro de

propidio, de Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania).

2.10. Reactivos y materiales de PCR

El TRIzol y el H,O DEPC son de Invitrogen (Carlsbad, CA), el cloroformo, de Sigma-
Aldrich (Steinheim, Alemania) y el isopropanol, de Merck (Darmstadt, Alemania). El kit de
transcripcién reversa High Capacity cDNA Reverse Transcription fue obtenido de Applied
Biosystems (Foster city, CA). La Tag DNA polimerasa recombinate, el tampdn de reaccion, el
CaCl,, los dNTPs, el tampdn de carga 6x y la DNA Jadder usados en la PCR convencional son
de Fermentas (Thermo Scientific, Waltham, MA). El Redsafe es de iNtRON Biotecnology,
(Kyungki-Do, Korea) y el bromuro de etidio, de Fluka (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania).
El kit utilizado en la gPCR KAPA SYBR FAST gPCR Kit es de Kapa Biosystems (Boston, MA). El
H,O grado PCR es de Ambion (Austin, TX).

Los cebadores utilizados se detallan en la siguiente tabla:

Tamaiio de amplicon

Gen Cebadores (5"'3°) (pb)
p

F: TACTTGCACAAGCCCGGAAT
TRPC1 209
R: ACCCGACATCTGTCCAAACC

F: TGTTCAATGCCTCAGACAGG
TRPC3 343
R: AGTGTCACTTCACTGAGGTC

F: GCTGCTGGCATCTCGCTGGT
TRPC4 317
R: TGAAGCCCAGGACCCACGGT

F: AACTCCCTCTACCTGGCAACTA
TRPCS5 159
R: GGATATGAGACGCAACGAACTT

F: CAAGTCCGGCTTACCTGTCA
TRPC6 229
R: TCACCACTCTGGAGCGTTTC

La tabla continua en la siguiente pagina.
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Tamaiio de amplicén

Gen Cebadores (5°>3°)
(pb)
F: GTCCGAATGCAAGGAAATCT
TRPC7 478
R: TGGGTTGTATTTGGCACCTC
F: GGGTGGATGAGGTGAACTGG
TRPV4 182
R: GTCCGGGTTCGAGTTCTTGT3
F: CTGGCTCTGCCAAGTGTAAC
TRPV6 364
R: GAGGAGACTCCCAGATCCTCTT
F: GATTCCAAGGCCACGGAGAA
TRPMS8 345
R: GGACTGCGCGATGTAGATGA
F: AGCAACGTGCACAAATCTCAA
ORAI1 344
R: GTCTTATGGCTAACCAGTGA
F: CGGCCATAAGGGCATGGATT
ORAI2 333
R: TTGTGGATGTTGCTCACGGC
F: CTCTTCCTTGCTGAAGTTGT
ORAI3 380
R: CGATTCAGTTCCTCTAGTTC
F: AGGGTACTGAGAATGAGCGGA
STIM1 399
R: CACAGAGGATCTCGATCTGT
F: TGTCACTGAGTCCACCATGC
STIM2 469
R: GGGCGTGTTAGAGGTCCAAA
F: TCCTGGCAGAATTTGGGAGC
McCU 320
R: GGTGGTCGTACGTGGTATGT
F: CTCGCAGCCTCCCTAAGATG
MICU1 215
R: GGAGACAGGGAACTTTGGGG
. F: TACGCCAACACAGTGCTGTCTGG
B-actin 206

=

: TACTCCTGCTTGCTGATCCACAT

F: Cebador directo. R: Cebador reverso.

Los cebadores de Orail, Orai2 y Orai3 fueron tomados de Takahashi et al., 20073,
de STIM1, de Takahashi et al., 2007b y de TRPC7, de Beck et al., 2006. Los cebadores de la
B-actina fueron modificados de Wang et al., 2000. El resto fueron disefiados utilizando el
software Primer-BLAST (Ye et al., 2012). La mayoria de los cebadores estan disefiados en

distintos exones dentro del gen diana como control de contaminacién por DNA genémico.

2.11. Soluciones, reactivos y anticuerpos para western blotting

Tampon de muestra 2x: Tris-HCl pH6,8 62,5 mM, SDS 2%, glicerol 10%, 2-Mercaptoetanol
5%, azul de bromofenol 0,05%.

Tampodn de electroforesis 10x: Trizma base 0,25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%, pH 8,3.
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Tampdn de trasferencia (tris-glicina-metanol): Trizma base 25 mM, glicina 192 mM vy
metanol 20%, pH 8,3.

TBS 10x: Tris-HCl 25 mM y NaCl 0,9%, pH 7,5.

TTBS: Tris-HCl 2,5 mM y NaCl 0,09%, Tween20 0,1 %.

SDS-PAGE: Bis/Acrilamida 8 6 10%, Tris HCl 375 mM pH 8,9, SDS 0,1%, APS 0,05% y TEMED.
Solucién de stripping: Tris-HCl 62,5 mM, SDS 2 %, 2-mercaptoetanol 100 nM.

La Bis/Acrilamida 30% es de (Bio-Rad Hercules, CA). La membrana de PVDF es de Millipore
(Bedford, MA). El RIPA y los sustratos ECL son de Thermo Scientific (Waltham, MA). La
pepstatina, el PMSF, el céctel inhibidor de proteasas y el Tween20 son de Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemania). El APS y el TEMED son de Fluka (Sigma-Aldrich, Steinheim,

Alemania).

Los anticuerpos primarios utilizados fueron los siguientes:

Anticuerpos primarios Tipo Dilucién Casa comercial
Conejoanti-ORAI1 Policlonal 1:200 Alomone-Labs
Conejo anti-ORAI2 Policlonal 1:200 Alomone-Labs
Conejoanti-ORAI3 Policlonal 1:200 . santa Cruz

Biotechnology, Inc.
Conejoanti-TRPC1 Policlonal 1:200 Alomone-Labs
Ratén anti-TRPC4 Policlonal 1:200 _ SantaCruz

Biotechnology, Inc.
Conejoanti-STIM1 Policlonal 1:200 Alomone-Labs
Conejo anti-STIM2 Monoclonal 1:200 Santa Cruz

Biotechnology, Inc.

Ratdén anti-B-actina Monoclonal 1:5000 ABcam

El anticuerpo segundario conejo anti-ratén IgG (ABcam, Cambridge, UK) fue
utilizado a una dilucién 1:1000 en el caso de STIM2 y a 1:10000 para la B-actina. Por otra
parte, el anticuerpo secundario cabra anti-conejo 1gG (Alomone labs, Jerusalén, Israel) fue

usado a una dilucién 1:1000 para poner de manifiesto el resto de proteinas estudiadas.

Tanto los anticuerpos primarios como los secundarios fueron diluidos en una
solucién TTBS con BSA 0,5 %.
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2.12. Reactivos de las soluciones

NaCl, NaOH, CacCl,, KCI, MgCl, 6 H,0, CaCl,, NaH,PO,, NaHCO;, D-glucosa son de
Merck (Darmstadt, Alemania). HEPES, HCI, metanol, 2-mercaptoetanol, glicina, SDS,
succinato sédico, acido pirdvico, acido malico, LaCl;, BaCl, 2H,0, EGTA, EDTA, azul de
bromofenol, glicerol y N-metil D-glucamina fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (Steinheim,

Alemania). CsCl y CsF son de Fisher Scientific (Loughborough, UK).
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IV. RESULTADOS

1. Remodelado del Ca** intracelular en células de carcinoma de colon y
sus posibles consecuencias funcionales

1.1. Las células tumorales de colon humano presentan mayor proliferacidon y entrada
capacitativa de Ca>* que las células normales

En primer lugar para comenzar con el estudio del remodelado del transporte de Ca**
en el cancer de colon nos propusimos comparar la ECC en una serie de lineas celulares de
colon humano. Como modelo de colonocitos normales utilizamos células NCM460 y NCM356,
mientras que como modelo de adenocarcinoma de colon usamos células SW480-ADH, SW480-
Ry HT29. Para el estudio de la ECC llevamos a cabo experimentos de imagen de fluorescencia
en célula Unica con la sonda fura-2/AM que nos permite registrar la [Ca**]c. Previamente,
tratamos las células con tapsigargina 1 M en medio libre de Ca** durante 10 minutos para
vaciar los depésitos de Ca®*. Comenzamos cada experimento en medio libre de Ca®* vy, a
continuacion, perfundimos medio con Ca®** 1 mM lo que va inducir una entrada de Ca* en el
interior de la célula. Este procedimiento nos permite monitorizar la ECC maxima, ya que los
depdsitos de Ca** son vaciados por completo (Fig. 36A y 36B). Asi, observamos que la ECC es
mayor en las lineas celulares tumorales de colon que en las normales. La ECC de cada una de
las lineas celulares tumorales esta aumentada de modo significativo al compararla con la de

cualquiera de las lineas de colonocitos normales.

Puesto que se ha descrito que la ECC participa en la proliferacién celular, el siguiente
paso fue comparar la proliferacién de las lineas celulares estudiadas. Para ello, llevamos a cabo
un estudio para determinar el nimero de divisiones celulares que se producen en 72 horas de
cultivo. Este experimento, ademas, permite validar nuestro modelo, ya que comprobamos que
las células tumorales de colon se dividen mas que las células normales. La proliferacion de
cada una de las lineas celulares de adenocarcinoma de colon es superior de forma
estadisticamente significativa a las células normales NCM460, pero no a las células NCM356
(Fig. 37). Esta ultima linea celular presenta una proliferacion intermedia entre las células
NCM460 y las células tumorales pudiendo no ser un buen modelo de células normales como,

de hecho, ha sido descrito.
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Figura 36. Comparacidn de la ECC entre células normales y tumorales de colon humano. La ECC fue
registrada mediante imagen de fluorescencia en células cargadas con fura-2/AM y tratadas con
tapsigargina 1uM durante 10 min en medio libre de Ca”. A. En la parte superior, se muestran
imagenes de Ca”* codificadas en pseudocolor. Los trazados incluidos en la parte inferior son registros
del ratio de fluorescencia excitando a 340 y 380 nm, indicativo de la [Ca2+]c correspondientes a
células individuales. B. Valores medios del incremento de ECC de cada una de las lineas celulares
estudiadas. Las barras muestran la media £+ EEM de los incrementos del ratio de fluorescencia
340/380 de tres experimentos independientes (*p<0,05).
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Figura 37. Proliferacidon de células normales y tumorales de colon humano. La proliferacion fue
cuantificada como el nimero de divisiones que tienen lugar en 72 horas de cultivo. Las barras
muestran la media + EEM del nimero de divisiones de tres experimentos independientes. Se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas al comparar las células NCM460 con cada
una de las lineas de adenocarcinoma de colon (*p<0,05).

Una vez que hemos cuantificado la ECC y la proliferacion de cada una de las lineas
celulares utilizadas en nuestro modelo, nos preguntamos si existe una correlacién entre ambas
variables. Para ello, realizamos una regresidon lineal mostrando que existe una fuerte
correlacién entre la ECC y la proliferacién de todas las lineas celulares estudiadas (R = 0,948)
(Fig. 38). Ademas, comprobamos que la relacién positiva entre ambas variables es
estadisticamente significativa (p<0,05). Por tanto, la proliferacién celular aumenta de manera
directamente proporcional con la ECC. Este resultado sugiere que el incremento de la ECC en
las células tumorales con respecto a las normales podria contribuir al aumento de la tasa de

proliferacion.
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Figura 38. Correlacidn lineal entre la proliferacion y la ECC de las distintas lineas
celulares utilizadas. Representacidn de la media + EEM del ndmero de divisiones celulares
en 72 horas de cultivo frente a la media + EEM del incremento del ratio 340/380.

1.2. La invasion de las células de adenocarcinoma de colon esta regulada por la
entrada capacitativa de Ca**

Se ha descrito que la ECC puede estar implicada en la migracién e invasidn de distintas
células tumorales. Por tanto, nos propusimos estudiar si la ECC regula la invasién de las células
tumorales de colon utilizadas en nuestro modelo. Con este propésito estudiamos el efecto del
antagonista de la ECC 2APB sobre la capacidad de invasién de las células tumorales mediante
un ensayo utilizando cdmaras de invasién formadas por pocillos perforados con una capa de
Matrigel situada en el fondo. Las células con capacidad de invasiéon deben desplazarse desde la
parte superior a la parte inferior de la cdmara atravesando, para ello, la capa de Matrigel que
consiste en una matriz proteica (Fig. 39A). El 2APB reduce el porcentaje de invasion de las
células tumorales lo que indica que la ECC participa en la invasion de las células HT29 (Fig.
39B).
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Figura 39. El 2APB inhibe la invasion de células de adenocarcinoma de colon (HT29). El
ensayo se lleva cabo en una camara de invasidn con células HT29 en presencia o ausencia
de 2APB 100 puM. Las células se fijan y se tifien con azul de toluidina 1%. A. En la imagen se
ilustra cdmo las células invaden desde la parte superior a la inferior de un pocillo
perforado con Matrigel. La duracion del experimento es de 48 h. Las células siguen un
gradiente de FBS. B. Las barras muestran la media + EEM de células que invaden en
presencia o ausencia de 2APB normalizada frente al control y expresada en porcentaje
(n=3, *p<0,05).

1.3. Liberacion y entrada de Ca®* inducida por agonistas fisiologicos en células
normales y tumorales de colon

Una vez estudiada la ECC inducida por tapsigargina nos planteamos comparar esta via
de entrada de Ca** en células normales y tumorales de colon de una manera mas fisioldgica.
Asi, decidimos estudiar la entrada de Ca®* inducida por agonistas fisiolégicos que provocan la
liberacién de Ca** desde los depésitos intracelulares. Con este fin y para el resto de
experimentos, utilizamos como modelo de colonocitos normales a las células NCM460, ya que
es la linea celular que menor ECC y proliferacién presenta y que mejor ha sido caracterizada
como célula normal de epitelio de colon humano. Por otra parte, como modelo de
adenocarcinoma de colon se utilizaron las células HT29, la cual es una linea ampliamente

usada en diferentes estudios.
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La figura 40 muestra que el ATP en medio externo con Ca®* 1 mM provoca un
incremento de la [Ca*]. tanto en las células normales como en las tumorales. Sin embargo, el
aumento de la [Ca®] es bastante mas elevado y mantenido en las células tumorales que en las
normales. Este incremento de la [Ca*']c se debe, en una primera fase, a la liberacion de este
ion desde los depdsitos a través de los receptores de IP; activados tras la unidn del agonista a
los receptores purinérgicos. En una segunda fase, el vaciamiento de los depésitos de Ca**
conlleva la activacién de la ECC, lo que va a provocar una entrada mantenida de Ca”. El
decaimiento del incremento de Ca** que tiene lugar en la segunda fase del registro es mucho
mas rapido en las células normales que en las células tumorales. Este hecho podria ser debido
a que la entrada de Ca®" inducida tras la liberacion con ATP en las células normales es

notablemente menor que en las células tumorales.
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Figura 40. El ATP induce un incremento de la [Ca2+]c mayor en las células tumorales (HT29) que en
las células normales (NCM460) de colon. Los experimentos tienen lugar en medio con Ca’* 1 Mm
(Cal). El incremento de la [Ca2+]c se induce utilizando ATP 200 uM. A. Registros representativos del
ratio de fluorescencia 340/380 de células NCM460 y HT29. Cada trazo es la media £ EEM de los
registros de 19-23 células individuales. B. Area bajo la curva de registros de Ca” citosélico de células
normales y tumorales. Las barras muestran la media + EEM del drea de los registros de fluorescencia
de 4 experimentos independientes (*p<0,05).

Posteriormente, nos propusimos estudiar por separado la liberacién de Ca® inducida
por agonistas fisioldgicos y la subsecuente entrada de Ca®* (ECC) activada tras el vaciamiento
de los depdsitos en células normales y tumorales de colon. Para este cometido, utilizamos dos
agonistas fisioldgicos, ATP y carbacol. Ambos agonistas son perfundidos en medio libre de Ca**
(Fig. 41). De esta forma, provocan un primer incremento en la [Ca®']c debido a la liberacién de
Ca”* del RE al unirse el agonista a receptores de la membrana plasmética acoplados a proteinas
G. En el caso del ATP estos receptores son los purinérgicos P2Y, mientras que para el carbacol
son los receptores muscarinicos. Tras el estimulo con el agonista y la liberaciéon de Ca®* se
perfunde medio libre de agonista para retirar el estimulo y, a continuacién con medio Ca®* 1

mM lo que permite evidenciar la ECC. De esta forma, observamos que la liberaciéon de Ca**
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inducida por ATP es aparentemente mayor en las células tumorales que en las normales (Fig.
41A y C). El mismo resultado se obtiene, también, con carbacol (Fig. 41B y D). Ademas,
sorprendentemente, se observa que los agonistas solo inducen ECC en el caso de las células
tumorales, pero no en las células normales (Fig. 41A-D). Esto sugiere que en condiciones
similares a las fisioldgicas no se induce ECC en las células normales, al menos en el epitelio de
colon. Por tanto, en la figura 40 el incremento de Ca®" inducido por el ATP en medio con Ca*'1
mM en las células normales se debe, exclusivamente, a la liberacién de Ca®', y en las células

tumorales, tanto a la liberacién de Ca®* como a la ECC.
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Figura 41. La liberacién de Ca” inducida por agonistas fisioldgicos es superior en las células de
adenocarcinoma de colon y la posterior entrada de Ca’* tiene lugar solo en las células tumorales y
no en las normales. La [Ca”'] se registra mediante imagen de fluorescencia con fura-2/AM. Ay B.
Registros de la liberacién de Ca** inducida por ATP 200 uM (A) y carbacol 100 uM (B) en medio libre
de Ca”* (Ca0) y posterior entrada de Ca’* obtenida tras la perfusion de medio con ca”* 1 mM. Los
trazos corresponden a la media £ EEM de 3-7 experimentos. C y D. MediazEEM de los incrementos
de Ca”* debidos a la liberacién y a la entrada de Ca” inducida por ATP (C) y carbacol (D) en células
NCM460 y HT29 (n=3-7 experimentos, *p<0,05).
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El incremento de la liberacién de Ca®* inducida por agonistas fisioldgicos en las células
de adenocarcinoma de colon con respecto a las normales podria ser debido, al menos en
parte, a diferencias en la expresidén y/o actividad de los receptores de IP; de ambos tipos
celulares. Para averiguarlo, disefiamos un experimento para comparar la liberacion de Ca®
inducida directamente por IP;. Asi, recurrimos al uso de una molécula de IP; enjaulado o
caged-IP; que se libera mediante fotolisis al incidir sobre la misma luz laser de alta energia. Las
células NCM460 y HT29 se cargan con fluo-4/AM vy se registra el Ca®* mediante un equipo de
microscopia confocal en el que disponemos de control de la intensidad y duracién de la
excitacion para promover una liberacion controlada de IP; (Fig. 42A-C). La figura 42C muestra
que el area bajo la curva de los registros de Ca** obtenidos es significativamente superior en
las células tumorales que en las normales, lo que sugiere que la liberacién inducida por IP; esta
aumentada en las células tumorales. Este resultado podria ser debido a que los receptores de
IP; de las células tumorales presentan una mayor expresién o muestran una mayor actividad

que los de las células normales.
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Figura 42. La liberacién de Ca” inducida por IP; es mayor en las células tumorales de colon que en
las normales. Las células se cargan con fluo-4/AM e IP; enjaulado 0,5 pM. La liberacion del IP;
enjaulado se produce al incidir sobre el mismo luz laser de 405 nm en el microscopio confocal con
control de intensidad y duracion de la iluminacidén. A. Imagenes de fluorescencia codificadas en
pseudocolor antes y después de la fotolisis del IP; enjaulado. B. Media + EEM de los registros de
fluorescencia de células NCM460 y HT29 de 4 experimentos independientes. C. Las barras muestran
la media + EEM de las areas bajo la curva de los registros de fluorescencia (n=4, *p<0,05).
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1.4. El contenido de Ca>* en los depdsitos es menor en las células tumorales que en
las células normales de colon

La diferencia en la liberacion de Ca®* en las células tumorales podria estar relacionada
con un aumento del contenido de Ca** de los depdsitos en las mismas respecto a las células
normales. Con el objetivo de contrastar esta hipétesis estudiamos el nivel de llenado de los
depdsitos intracelulares de Ca®* en células normales y tumorales. Para ello, tratamos las
células NCM460 y HT29 con &cido ciclopiazénico en medio libre de Ca*'. La [Ca*']c se registra
mediante imagen de fluorescencia, de nuevo, con fura-2/AM. El acido ciclopiazénico es un
inhibidor reversible de la SERCA que permite registrar la salida pasiva del Ca®* contenido en los
depdsitos a través de los canales tipo fuga o leak. Seguidamente, se perfunde ATP en medio
libre de Ca®* para comprobar cuinto Ca** resta en los depdsitos. Sorprendentemente, los
apartados A y B de la figura 43 muestran que la salida pasiva de Ca®* inducida por el acido
ciclopiazdénico es menor en las células tumorales que en las normales lo que sugiere que el
contenido de Ca”" en las células tumorales es inferior que en las células normales. Al contrario
de las células tumorales, las células normales todavia presentan algo de Ca** en sus depdsitos

tras el tratamiento con el acido ciclopiazénico como podemos ver tras afiadir ATP (Fig. 43).

Otra forma de estimar el Ca** contenido en los depdsitos es mediante el uso de la
ionomicina a baja concentracién (Bird et al., 2008) en medio libre de Ca** (Fig. 43C y D). La
ionomicina es un ionéforo de Ca** gue, a bajas concentraciones, se inserta en la membrana de
los depdsitos permitiendo la salida de este idn al citosol. El tratamiento en medio libre de Ca**
evita que éste entre desde el exterior celular debido a la posible presencia del iondforo en la
membrana plasmatica. El experimento nos permite observar, de la misma forma que con el
acido ciclopiazénico, que las células tumorales presentan un menor contenido de Ca*" en sus
depdsitos que las células normales. La posterior perfusion con el ATP en medio libre de Ca** no
muestra liberacién lo que indica que la ionomicina nos permite estimar todo el Ca®* contenido
en los depdsitos. El registro del Ca** citosdlico con ionomicina lo llevamos a cabo con fura-
4F/AM, ya que el fura-2/AM se satura y no permite ver las diferencias entre los registros de

ambos tipos celulares (resultados no mostrados).

123



IV. RESULTADOS

o 0.8 Ca0 60000
w 4
& 0,64 1min —— NCM460 50000
o - ——HT29 8 40000
g 0,41 2 30000+
© 0,2 20000 %
8 ATP 100004
X 0,0 — — ol
Ac. ciclopiazoénico NCMA60 HT29
40000
o 0’57 Ca0l
% 0,4 I ——NCM460 (g 30000
S ' ——HT29 o
< 0.3y — 20000
m ~< «
o 92 3 10000
< 01T —
—_— ol
ad 0,0 lonomicina  ATP NCM460 HT29

Figura 43. El contenido de Ca” de los depdsitos es menor en las células tumorales que en las
normales. El contenido de Ca®* de los depdsitos fue registrado en células NCM460 y HT29 con
acido ciclopiazénico 30 uM (A y B) y con ionomicina 400 nM (C y D) en medio libre de ca** (Ca0).
Se utiliza fura-2/AM en los experimentos con &cido ciclopiazénico y fura-4F/AM en los
experimentos con ionomicina para registrar el Ca® citosélico como ratio de fluorescencia
340/380. Los registros de Ca”" son la media + EEM de 4 experimentos independientes con acido
ciclopiazdnico (A) y de 7 experimentos con ionomicina (C). Las barras muestran la media + EEM
del area bajo la curva de los registros con acido ciclopiazénico (B) y con ionomicina (D) (n=4
experimentos, *p<0,05).

1.5. El vaciamiento de los depésitos inducido por ATP es superior en las células

tumorales que en las normales

El resultado anterior seria contrario al esperado, ya que no es consistente con la mayor
liberaciéon de Ca®* en las células tumorales. Sin embargo, podria explicar perfectamente por
qué solo se induce la ECC con agonistas fisioldgicos en estas células y no en las normales. Este
hecho podria deberse a que los depésitos de Ca®* estan parcialmente vacios en las células
tumorales, y que ademas, la liberacién de Ca*" es mas alta en estas células. Por consiguiente, el
vaciamiento inducido por agonistas en las células de adenocarcinoma de colon seria mas
efectivo que en las células normales. Para comprobarlo nos propusimos estudiar el porcentaje
de vaciamiento de los depdsitos tanto de las células normales NCM460 como de las tumorales
HT29. Asi, inducimos la liberacién de Ca®* con un agonista fisioldgico, ATP, y posteriormente,
en tratamos las células con ionomicina en medio libre de Ca*" para determinar cudl es el
contenido restante de Ca®* de los depésitos tras esa liberacion (Fig. 44A y B). En las células

tumorales el incremento de Ca®* generado por la liberacién parece superior al provocado por
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la ionomicina lo que sugiere que en las células tumorales parece liberarse mas de la mitad del
contenido total de los depésitos de Ca®* (Fig. 44A). Esto no ocurre en el caso de las células
normales donde la liberacién de Ca®* inducida por ATP parece bastante menor que el
contenido restante de Ca’* de los depdsitos (Fig. 44A). Este experimento nos va a permitir
calcular el porcentaje de liberacién de Ca®* respecto al contenido total, o lo que es lo mismo, el
porcentaje de vaciamiento inducido por el ATP. Para ello, determinamos los areas bajo la curva
de los incrementos generados por el ATP y por la ionomicina, y consideramos la suma de
ambos como el total de Ca** contenido en los depdsitos. Encontramos que el ATP vacia los
depdsitos de las células tumorales entorno a un 60%, mientras que los de las células normales

tan solo se reducen en un 20% (Fig. 44B).
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Figura 44. El vaciamiento de los depdésitos de Ca” inducido por ATP es mayor en las células
tumorales de colon que en las normales. La cantidad de Ca’* restante de los depdsitos tras la
liberacion inducida por ATP 200 uM es determinada con ionomicina 400 nM en las mismas células. El
registro de Ca’* citosdlico tiene lugar con fura-2/AM en medio libre de Ca’. A. Media + EEM de los
registros del ratio 340/380 de menos 4-5 experimentos independientes. B. Porcentaje de vaciamiento
de Ca®* inducido por ATP calculado como porcentaje del drea bajo la curva de la liberacion de ca”
respecto a la suma de los dreas bajo ambas curvas del registro. Las barras muestran la media + EEM de
los porcentajes de vaciamiento de células NCM460 y HT29 (n=4-5 experimentos, *p<0,05).

Por ultimo, utilizando los resultados obtenidos realizamos una estimacion del
contenido de Ca** de los depésitos tras la liberacién inducida por el ATP en células normales y
tumorales. Para ello, tomamos como referencia del contenido total de Ca®* el 4rea bajo la
curva del registro con ionomicina en medio libre de Ca*" de la figura 43D y le aplicamos el
porcentaje de vaciamiento reflejado en la figura 44B. Asi, en la figura 45 se representa el
contenido de Ca®* de los depdsitos antes y después de la liberacién con el agonista fisiologico
en células normales y tumorales. En la misma se aprecia que las células normales presentan un
contenido de Ca® en los depdsitos muy superior al que aparece en las células de
adenocarcinoma y que la liberaciéon, en las células normales, apenas provoca una pequefia
disminucién en su contenido. Por el contrario, los depdsitos de Ca* de las células tumorales

estan parcialmente vacios y la liberacién con el agonista reduce su contenido de manera
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sustancial. Si consideramos que ambos tipos celulares presentan el mismo umbral de
activacion de la ECC, éste se alcanzaria tras la liberacién de Ca®* con ATP solo en el caso de las
células tumorales lo que explicaria de un modo sencillo la ausencia de activacion de ECC en

células normales mediante estimulos fisioldgicos.
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Figura 45. Contenido de Ca* de los depdsitos antes y después de la liberacion inducida por ATP
en células normales y tumorales de colon. Los valores del contenido de Ca” antes del ATP son
tomados de la figura 42D a los que se le aplican los porcentajes de vaciamiento de la figura 43D
para obtener los valores del contenido después del ATP. El umbral hipotético de activacién de la
ECC se estima teniendo en cuenta que solo en el caso de las células tumorales se activa la ECC
tras la liberacién de Ca>* con ATP.

1.6. Las células tumorales de colon son mas resistentes a la muerte que las células
normales

El contenido de Ca** de los depdsitos tiene un papel relevante en la regulacién de la
resistencia a la muerte celular y la supervivencia (Prevarskaya et al/, 2014). Como consecuencia,
dado que las células normales y tumorales de colon presentan diferencias en el contenido de
Ca”* de los depdsitos nos propusimos comparar la resistencia a la muerte celular inducida por
estrés oxidativo con H,0, en ambos tipos celulares (Fig. 46A y B). Para llevar a cabo este
cometido realizamos un ensayo de muerte celular con anexina V y yoduro de propidio
mediante citometria de flujo. La anexina V se va a unir a las células que sufren apoptosis, tanto
temprana como tardia, asi como a las células necréticas. En cambio, el yoduro de propidio se
une a células en apoptosis tardia y necrosis. Por tanto, este ensayo nos permite identificar el
total de células que han sufrido muerte, tanto por apoptosis como por necrosis. El resultado
del experimento muestra que la muerte celular es menor en las células tumorales que en las
células normales, tanto en situacidn de reposo como tras el estimulo apoptdtico. Es decir, que

las células tumorales presentan mayor resistencia a la muerte inducida por estrés oxidativo
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que las células normales. Este dato sugiere que la disminucién del contenido de Ca® de los
depdsitos podria contribuir al aumento de la resistencia a la muerte de las células de

adenocarcinoma de colon.
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Figura 46. Las células de adenocarcinoma de colon son mas resistentes a la muerte que las
células normales. A. Resistencia a la muerte celular inducida mediante estrés oxidativo en
células NCM460 y HT29. A. Ensayo representativo de muerte celular de doble marcaje con
anexina V-FITC y yoduro de propidio analizado mediante citometria de flujo. Las células se
tratan con H,0, 2 mM durante 150 min. B. Porcentaje total de muerte de células tratadas y no
tratadas con H,0, (apoptosis temprana, tardia y necrosis). Las barras muestran la media + EEM
de un ensayo de tres replicas representativo de 5 experimentos.
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1.7. El potencial de membrana y la [Ca2+] basal en el citosol son mayores en las
células de adenocarcinoma de colon que en las células normales

La entrada capacitativa de Ca** inducida por tapsigargina o por agonistas fisioldgicos es
superior en las células de adenocarcinoma de colon que en las normales. Esta caracteristica de
las células tumorales podria ser debida a un cambio en el potencial de membrana de las
mismas, ya que éste contribuye a la fuerza electromotriz con la que se transporta el Ca** desde
el exterior hacia el citosol. Por tanto, nos propusimos determinar el potencial de membrana de
las células normales y tumorales. Para ello, llevamos a cabo registros electrofisioldgicos de
ambos tipos celulares en un equipo de patch-clamp planar en la configuracion whole-cell
fijando la corriente. El potencial de membrana de las células NCM460 resulté ser de -45 mV,
mientras que el de las células HT29, de -64 mV (Fig. 47). Por tanto, las células tumorales estan
hiperpolarizadas si las comparamos con las células normales. Por consiguiente, el potencial de
membrana mds negativo de las células tumorales podria contribuir a que la entrada de Ca**

sea superior en esas células.

NCM460 HT29

W reposo (mV)
A N
QS ot Q

o)
2

Figura 47. El potencial de membrana en reposo es mas negativo en las células de
adenocarcinoma de colon que en las normales. La determinacién de los potenciales se lleva a
cabo utilizando técnicas de patch-clamp planar en la configuracion whole cell fijando la
corriente. Las barras muestran la media + EEM del potencial de membrana en reposo de 22
células NCM460 y 33 células HT29.

Las células tumorales, como hemos observado, presentan mayor potencial de
membrana, mayor liberacion de Ca** y mayor ECC. Todo ello pudiera contribuir al
mantenimiento de la concentracién basal de Ca**. Por ello, nos propusimos comparar la [Ca**]c
en estado de reposo en ambos tipos celulares. Por consiguiente, registramos la [Ca**]c con
fura-2/AM en medio con Ca** 1 mM mediante imagen de fluorescencia en células NCM460 y
HT29 (Fig. 48A y B). Como consecuencia, los resultados muestran que la [Ca**]c en las células

tumorales de adenocarcinoma de colon esta aumentada con respecto a las normales.
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Figura 48. Los niveles basales de la [Ca2+]c son mayores en las células tumorales que en las células
normales de colon. El registro de Ca”™ citosélico tiene lugar con fura-2/AM como ratio de
fluorescencia 340/380 en medio con ca®1mMm (Cal). A. Media + EEM de registros del ratio 340/380
de 4 experimentos independientes en células NCM460 y HT29 con 19-33 células cada uno. B. Las
barras representan la media £+ EEM de los promedios de los datos del ratio 340/380 en cada captura
de los registros (n=4 experimentos, *p<0,05).

1.8. La captacién mitocondrial de Ca** en las células tumorales de colon es superior a
la de las células normales

La mitocondria se considera un organulo importante en la regulacién de la ECC dentro
de la célula puesto que actia como un tampdn de Ca>* favoreciendo su activacién y limitando
su inactivacién (Watson y Parekh, 2012). Dado que la ECC es superior en las células tumorales
que en las normales, este hecho podria estar relacionado con la existencia de diferencias en la
captacion de Ca®* mitocondrial de ambos tipos celulares. Por tanto, nos propusimos comparar
la captacién de Ca®" a través de las mitocondrias de células normales y de adenocarcinoma de
colon. Para ello, llevamos a cabo experimentos de imagen de bioluminiscencia utilizando
aequorina mitocondrial. La aequorina se expresa en las células con el vector GFP-AEQmit vy, a
continuacidn, ésta se dirige a la matriz mitocondrial. La proteina GFP nos permite seleccionar
en el campo del microscopio las células transfectadas. Para la monitorizacién del Ca** con
aequorina es necesario reconstituir con celenterazina antes de iniciar el experimento. La union
del Ca®* en la aequorina emite fotones de luz que son captados por la camara de

bioluminiscencia (Fig. 49A).

En primer lugar, nos planteamos monitorizar la captacién de Ca®* mitocondrial
inducida por la ECC en células normales y tumorales. Por consiguiente, tratamos las células
NCM460 y HT29 previamente con tapsigargina en medio libre de Ca®’. A continuacién,
iniciamos el registro y perfundimos medio con Ca** 1 mM para inducir la entrada de Ca**. La
figuras 49B y 49C muestran que tanto en las células normales como en las tumorales las
mitocondrias captan Ca** procedente de la ECC. Sin embargo, las mitocondrias de las células

tumorales captan mas Ca®* que las de las células normales. Esta circunstancia es consistente
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con el hecho de que la entrada de Ca** hacia el interior del citosol es mayor en las células

tumorales.
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Figura 49. La captacion de Ca’* mitocondrial inducida por la ECC es mayor en las células
tumorales de colon que en las normales. Las células se transfectan con aequorina
mitocondrial (GFP-AEQmit) y a las 24 h se reconstituyen con celenterazina wt. La [Ca2+]mit es
registrada mediante imagen de bioluminiscencia. La ECC se registra pretratando las células
normales y tumorales con tapsigargina 1 puM durante 10 min en medio libre de ca™* y
perfundiendo, posteriormente, medio con Ca”* 1 mM. A. La imagen de la izquierda muestra
una célula HT29 expresando la aequorina (unida a GFP) y la de la derecha, la misma célula
emitiendo fotones tras la unién del Ca* a la aequorina en el interior de las mitocondrias. B.
Media + EEM de registros de la [Cap']mit de 5 experimentos independientes en NCM460 y
HT29. C. Las barras representan la media £ EEM de los incrementos de la [Caz)’]mit de células
normales y tumorales (n=5 experimentos, *p<0,05).
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La mitocondria regula la activacion de los canales operados por depdsitos actuando
como un tampdn del Ca** liberado a través del receptor de IP; (Gilabert et al., 2001). Ademas,
anteriormente observamos que la liberacion de Ca” es superior en las células tumorales que
en las normales por lo que nos propusimos comparar la captacién mitocondrial de Ca®*
promovida por la liberacién de Ca** inducida por ATP en ambos tipos celulares. El registro de la
[Ca®],i se lleva a cabo en medio libre de Ca** para evitar la entrada de Ca®* desde el exterior
tras la liberacion (Fig. 50Ay B). De esta forma, la captacién de Ca** mitocondrial procedente de
la liberacién se produce tanto en las células NCM460 como en las HT29, siendo de nuevo

significativamente mayor en las células tumorales de colon que en las normales.
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Figura 50. La captacién mitocondrial del Ca>* liberado con ATP es superior en las células tumorales
que en las células normales de colon. El registro de la [Caz‘t]mit tiene lugar con GFP-AEQmit mediante
imagen de bioluminiscencia. Las células se reconstituyen con celenterazina h. Se perfunde ATP 200
KM en medio libre de Ca”. A. Media + EEM de registros de la [Ca“]mit de al menos 6 experimentos
independientes en células NCM460 y HT29 con 5-18 células por experimento. B. Las barras muestran

la media + EEM de los incrementos de la [Ca2+]mit de las mismas células (n>6, *p<0,05).

La captacion de Ca®* mitocondrial estudiada en las figuras 49 y 50 depende del
aumento de la [Ca*]c consecuencia de la ECC o de la liberacién de Ca®* inducida por agonistas,
respectivamente. Es decir, el aumento de la entrada de Ca** en las mitocondrias de las células
tumorales con respecto a las normales podria deberse simplemente a la presencia de una
mayor ECC o liberacién de Ca®*, segun corresponda. Para registrar la captacion de Ca®'
mitocondrial de manera independiente de la magnitud del incremento de Ca®* en el citosol
realizamos un ensayo de captacién de Ca®* mitocondrial en células permeabilizadas. De esta
forma, monitorizamos la entrada de Ca** en la mitocondria inducida por el mismo incremento
en la [Ca®]c en ambos tipos celulares. Para ello, permeabilizamos las células con digitonina 10
1M, y perfundimos medio con Ca** 200 nM, ya que ésta es una [Ca”] similar a la del citosol en
reposo. Seguidamente, aplicamos medio con Ca** 5,7 pM simulando un incremento en la
[Ca®]c que va a provocar un aumento en la entrada de Ca®* en la mitocondria (Fig. 51A y B).
Asi, observamos que el mismo incremento en la [Ca®*]c induce, también, una captacion de Ca®

mitocondrial mas alta en las células tumorales que en las células normales permeabilizadas
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con digitonina 10 uM. Esto indica que las mitocondrias de las células tumorales presentan

mayor capacidad intrinseca para captar Ca’* que las de las células normales.
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Figura 51. La entrada de Ca”" en la mitocondria es mayor en las células permeabilizadas tumorales
que en las normales. Las células fueron transfectados con GFP-AEQmit y la reconstitucién tuvo lugar
con celenterazina n. La permeabilizacion de las células fue llevada a cabo con digitonina 10 uM en
medio con Ca’* 200 nM y la entrada de Ca* en las mitocondrias fue inducida con medio intracelular
con Ca** 5,7 UM. A. Media + EEM de los registros de la [CaZJ']mit de 49 células NCM460 y de 15 células
HT29. B. Las barras muestran la media + EEM de los incrementos de la [Caz+]mit de las de células
normales y tumorales permeabilizadas (*p<0,05).

1.9. Los niveles de expresion de MCU y MICU1 no varia entre células normales y
tumorales de colon

La mayor captacién intrinseca de Ca®* por parte de las mitocondrias de las células
tumorales al compararla con la de las células normales podria explicarse por cambios en la
expresion del canal de Ca** que permite la entrada del mismo en la matriz mitocondrial y de
algunos de sus reguladores. Por tanto, decidimos estudiar la expresiéon de MCU, el uniportador
de Ca®" mitocondrial, y de MICU1, uno de sus principales reguladores, en las células NCM460 y
HT29. Para ello, realizamos una RT-PCR con la que comprobamos que ambos se expresan a
nivel de mRNA tanto en las células normales como en las tumorales de colon humano (Fig. 52A
y B).

A continuacidn, determinamos los niveles de expresién de su mRNA mediante gRT-PCR
utilizando a la B-actina como gen de referencia. Asi, observamos que no hay diferencias
significativas en la expresion de mRNA de MCU ni de MICU1 entre células normales vy
tumorales (Fig. 52C). El resultado sugiere que las diferencias en la captacién de Ca**
mitocondrial entre células normales y tumorales no se deben a cambios en la expresion de dos

de sus participantes moleculares, MCU y MICU1.
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Figura 52. Expresion de MCU y MICU1 a nivel de mRNA en células normales y tumorales de
colon. A y B. RT-PCR de MCU y MICU1 en células NCM460 Y HT29. Las imagenes muestran las
bandas correspondientes a la expresién de MCU (A) y MICU1 (B). Cada imagen se corresponde
con una RT-PCR representativa de tres experimentos independientes. La B-actina es utilizada

como un control endégeno. C. gRT-PCR que muestra los niveles de expresiéon de MCU y MICU1

normalizados respecto a la B-actina en células normales y tumorales de colon. Las barras se

. . -ACt
corresponden con la abundancia relativa del mRNA expresada como 2~ de al menos tres

experimentos independientes (*p<0,05).

1.10. Las mitocondrias de las células tumorales estan hiperpolarizadas

El potencial mitocondrial determina la fuerza electromotriz que impulsa la entrada de

Ca’* en el interior de la mitocondria. Por consiguiente, un cambio en el potencial mitocondrial

s s . . .z 2
de las células tumorales podria ser la causa de las diferencias en la captacién de Ca“’ por parte

de la mitocondria entre células normales y tumorales. Para contrastar dicha hipotesis,

cargamos las células NCM460 y HT29 con TMRM, una sonda fluorescente que se acumula en la

matriz mitocondrial de acuerdo a su potencial. Cuanto mayor es la acumulacién de esta sonda

en la mitocondria mas negativo sera su potencial y, como consecuencia, mayor serd la fuerza

electromotriz para el Ca®". En la figura 53 podemos observar que la fluorescencia fruto de la
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acumulacidn del TMRM es superior en las células tumorales lo que indica que las mitocondrias
en estas células estdn hiperpolarizadas con respecto a las de las células normales. El resultado
es consistente con el aumento de la entrada de Ca** en la mitocondria de las células tumorales

frente a las normales.
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Figura 53. Comparacion del potencial mitocondria determinado con TMRM en células
normales y de adenocarcinoma de colon. Las células se cargan con TMRM 50 nM durante
15 min y se capturan imagenes mediante microscopia de fluorescencia. A. Imagenes de
fluorescencia representativas codificadas en pseudocolor de células NCM460 y HT29
cargadas con TMRM. B. Las barras muestran la media £+ EEM de la fluorescencia de 6
experimentos independientes con 13-49 células por cada uno de ellos (*p<0,05).
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2.Estudio de las corrientes ionicas operadas por depdsitos de
células normales y tumorales de colon

Para caracterizar en mas detalle el remodelado de la entrada de Ca** en las células
tumorales se estudiaron las corrientes idnicas mediadas por los SOCs en ambos tipos celulares.
Para el registro de la Isoc utilizamos técnicas electrofisioldgicas de patch-clamp planar en
configuracién whole-cell fijando el voltaje. La activacién de esta corriente se lleva a cabo con
una solucién interna que contiene EGTA 20 mM. El alto contenido en EGTA de la solucién
permite tamponar el Ca®* intracelular provocando el vaciamiento pasivo de los depdsitos e

impidiendo la inactivaciéon de las corrientes.

Las células normales NCM460 presentan una lsoc con un componente entrante que
muestra una baja amplitud de corriente a -80 mV y que carece de un componente saliente. La
relacidn corriente-voltaje de la misma contiene una fuerte rectificacidon entrante y un potencial
de reversidn a valores muy positivos (Fig. 54A). Todas estas caracteristicas de la lsoc parecen
indicar que se trate de una corriente similar a la Icgac (Hoth y Penner, 1992). En la figura 53B
aparece representado el curso temporal de la corriente a -80 mV en el que se aprecia la
activacion con EGTA 20 mM. Sin embargo, no se observa inactivacién, como consecuencia de
la alta concentracién del tampdn. En cuanto a la corriente Isoc de las células tumorales HT29,
observamos que ésta difiere bastante de la de las células normales. Los registros muestran dos
perfiles distintos de corriente Isoc. El primero, presente en el 36% de las células examinadas se
trata de una corriente parecida a lcrac, Ya que en la relacion corriente-voltaje obtenemos solo
un componente entrante con una fuerte rectificacion (Fig. 54C, D). El segundo, observado en el
64 % restante, podria ser una mezcla de corrientes Icrac € lsoc NO selectiva. Presenta una
relacidon corriente-voltaje con un componente entrante de amplitud de corriente similar al

primero y un componente saliente con rectificacion (Fig. 54E).

Si comparamos la magnitud de la lsoc obtenemos que la amplitud maxima del
componente entrante de la corriente de las células tumorales medida a -80 mV es superior al
de las células normales y que solo las células tumorales presentan un componente saliente a
+80 mV (Fig. 54F). Por tanto, el aumento de la ECC de las células tumorales con respecto a las
células tumorales podria ser explicado por una mayor amplitud de la lsoc en las células de

adenocarcinoma de colon.
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Figura 54. Corrientes lsoc en células normales y tumorales de colon. Las corrientes se registran
mediante técnicas electrofisioldgicas de patch-clamp planar en configuracion whole-cell fijando el
voltaje y son normalizadas respecto a la capacitancia de la célula. La activacion de la Isoc se lleva a
cabo con una solucién interna de EGTA 20 mM. A. Media + EEM de los registros 1-V de lsoc de 18
células NCM460. B. Registro curso temporal de la lsoc a -80 mV en células NCM460 (media + EEM,
n=18 células). C. Media + EEM de los registros I-V de Isoc del 36% de las células HT29 estudiadas
(n=11 células). D. Registro curso temporal de la Isgc @ -80 mV en células HT29 (media + EEM, n=31
células). E. Media = EEM de los registros |-V de Isoc del 64% de las células HT29 estudiadas (n=20
células). F. Media * EEM de la amplitud maxima de la lsoc a -80 mV (componente entrante) y a +80
mV (componente saliente) de 18 células normales y 31 células tumorales (*p<0,05).
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Ademas de registrar la Isoc inducida por EGTA 20 mM, llevamos a cabo experimentos
con tapsigargina y con ATP como agonista fisioldgico en células normales y tumorales. Los
resultados obtenidos de esta forma fueron similares a los descritos anteriormente en cuanto a
la presencia de distintos perfiles de Isoc y de la diferencia en la magnitud de corriente entre

ambos tipos celulares (resultados no mostrados).

A continuacién, decidimos estudiar la selectividad a Ca®* de las corrientes obtenidas en
las células tumorales. La corriente de las células normales solo tiene un componente que
parece lcrac, pOr tanto, selectivo a Ca®'. Sin embargo, la corriente de las células tumorales
presenta al menos dos componentes que debemos caracterizar. El objetivo del siguiente
experimento es comprobar si la Isoc de las células tumorales se corresponde con una corriente
de Ca”. Para ello, sustituimos el Na* por N-metil-D-glutamina (NMDG") en la solucién externa.
La NMDG" no es transportada a través de la membrana por lo que reduce la amplitud de la
corriente que estaria mediada por Na* en condiciones fisioldgicas. En este caso, la lsoc es
activada con tapsigargina que induce el vaciamiento pasivo de los depésitos de Ca®*. Al
representar la relacidon corriente-voltaje observamos que el componente entrante de la
corriente no varia al sustituir el Na* por la NMDG" lo que indica que no estd mediada por Na*
(Fig. 55A). El mismo resultado aparece en las figuras 55B y 55C donde se muestran la secuencia
temporal y la amplitud maxima de la corriente a -80 mV, respectivamente. Al descartar que el
componente entrante de la corriente fuera selectivo a Na* implicaria que pudiera ser selectiva
a Ca”™. La selectividad a Ca** del componente entrante es confirmado sustituyendo el Ca** por
Ba*, puesto que comprobamos que la amplitud del mismo se reduce al llevar a cabo esta
operacion (Fig. 55D). Por consiguiente, el componente entrante podria ser en su mayoria lerac,
en la que estaria participando ORAI1, ya que es el canal implicado en la misma mas selectivo
para este idn. En cambio, el componente saliente de la corriente desaparece practicamente
por completo con NMDG" lo que sugiere que el principal idn transportado es el Na* siendo, por

tanto, esta corriente no selectiva a Ca** (Fig. 55A).
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Figura 55. Selectividad idnica de la Isoc en células tumorales HT29. Las corrientes son registradas
mediante técnicas electrofisioldgicas de patch-clamp planar en configuracion whole-cell fijando el
voltaje y son normalizadas respecto a la capacitancia de la célula. A. Registro I-V representativo
de lsoc en células tumorales conteniendo Na* o NMDG" en la solucidn externa. La activacion de la
Isoc se lleva a cabo con tapsigargina 1 uM en la solucidén externa. B. Media + EEM de los registros
curso temporales de la lsoc a -80 mV de 9 células tumorales. El registro comienza con NMDG" y es
sustituido por Na'. C. Media + EEM de la amplitud méaxima de la lsoc @ -80 mV de 9 células
tumorales en presencia de Na* o NMDG" externa (*p<0,05). D. Media + EEM de los registros
curso temporales de la Isoc a -80 mV en células tumorales en presencia de Ca” o Ba™ extracelular
(n=6 células). La Isoc es activada con EGTA 20 mM en la solucién externa.

El siguiente paso fue estudiar la sensibilidad a antagonistas de las corrientes
encontradas en ambos tipos celulares. El idn La**, un antagonista cldsico de los SOCs, inhibe
casi por completo la corriente parecida a lcrac €n las células normales, asi como el componente
entrante y saliente de la corriente de las células tumorales (datos no mostrados). El inhibidor
de la ECC 2APB a una concentraciéon de 30 pM reduce de manera sustancial la corriente
parecida a Icrac de las células normales (Fig. 56A). El 2APB, utilizado a la misma concentracion,
inhibe, también, considerablemente el componente entrante de la corriente de las células
tumorales. Sin embargo, no inhibe el componente saliente de la corriente en esas células (Fig.
56B y D). El aumento de la concentracion de 2APB a 100 uM inhibe ahora tanto el componente
entrante como el saliente de las células tumorales (Fig. 56C y D). Por tanto, el 2APB a baja
concentracién puede que nos permita separar las dos corrientes presentes en las células
tumorales. Este resultado sugiere que la parte sensible a 2APB 30 uM del componente

entrante de la corriente de las células tumorales se corresponderia con una corriente parecida
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a lerac Y que el componente saliente en su totalidad conjuntamente con la parte restante del

componente entrante perteneceria a una corriente lsoc no selectiva a Ca>*.

Por otra lado, se ha descrito que el 2APB potencia la Isopc mediada por ORAI3 (Lis et al.,

2007). Nuestros resultados sugieren, por tanto, que Orai3 no participa en las corrientes

estudiadas ni en células normales ni en las tumorales.
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Figura 56. Sensibilidad de la Isopca 2APB en células normales y tumorales de colon. Las corrientes
son registradas mediante técnicas electrofisioldgicas de patch-clamp planar en configuracidn

whole-cell fijando el voltaje y son normalizadas respecto a la capacitancia de la célula. La
activacion de la lsoc se lleva a cabo con tapsigargina 1 UM en la solucidn externa. A. Registro I-V
representativo de Ispc en presencia o ausencia de 2APB 30 uM en células NCM460 (n=11 células).
B. Registro |-V representativo de Isoc en presencia o ausencia de 2APB 30 uM en células HT29
(n=6 células). C. Registro I-V representativo de Isoc €n presencia o ausencia de 2APB 100 uM en
células HT29 (n=12 células). D. MediazEEM de la amplitud maxima de la lsoc a -80 mV
(componente entrante) y a +80 mV (componente saliente) en presencia o ausencia de 2APB 30 y
100 uM en células tumorales (n=5-12 células, *p<0,05).
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3.Bases moleculares del remodelado de la entrada capacitativa
2
de Ca”*

3.1. Expresion de los posibles componentes moleculares de la entrada capacitativa
de Ca® en células normales y tumorales de colon a nivel de mRNA

Las diferencias en la ECC y la Isoc de las células normales y tumorales observadas hasta
el momento podrian ser debidas a una expresidn diferencial de los componentes moleculares
implicados en las mismas. Por tanto, nos propusimos estudiar la expresidon de los posibles
participantes de la ECC en ambos tipos celulares, NCM460 y HT29. Primero, decidimos
identificar qué participantes se expresan a nivel de mRNA para lo cual llevamos a cabo un
estudio basado en RT-PCR.

TRPC1 TRPC3 TRPC4

NCM460 HT29 NCM460 HT29 A549 NCM460 HT29

TRPC5 TRPC6  TRPC7

NCM460 HT29 hCASMC NCM460 HT29 A549 NCM460 HT29

-

Figura 57. Expresion de canales de la familia de los TRPCs a nivel de mRNA en células
normales y tumorales de colon. La expresion fue estudiada mediante RT-PCR en células

NCM460 y HT29. Las imagenes muestran las bandas de expresién de los TRPCs y de la B-actina
que fue utilizada como control endégeno. El RNA de las células A549 fue usado como control
positivo de la expresion de TRPC3 y TRPC6 y el de las hCASMCs, como control positivo de
TRPC5. Las imagenes que se muestran son resultados representativos de al menos 3
experimentos independientes.
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La mayoria de los canales integrantes de la familia de los TRPCs han sido relacionados
con la ECC por lo que comenzamos realizando una RT-PCR de todos ellos, excepto de TRPC2, ya
qgue en humanos se trata de un pseudogen (Fig. 57). Como consecuencia, observamos que solo
los mRNA de TRPC1 y TRPC4 se expresan tanto en las células normales como en las tumorales
de colon. En cambio, TRPC7 solo estd presente en los colonocitos normales, mientras que
TRPC3, TRPC5 y TRPC6 no aparecen en ninguna de las dos lineas celulares. Ademads, nos
planteamos estudiar la expresiéon a nivel de mRNA de otros tres canales que han sido
relacionados con la ECC y que pertenecen a la superfamilia de los TRPs: TRPV4, TRPV6 y
TRPMS8 (Fig. 58). Encontramos que TRPV4 no se expresa en ninguno de los dos tipos celulares.
Sin embargo, TRPV6 y TRPM8 aparecen solo en las células normales. Por consiguiente, TRPC7,
TRPV6 y TRPMS podrian participar solo en la ECC de las células normales y TRPC1 y TRPC4, en

la de ambos tipos celulares.

TRPV4  TRPV6 TRPMS8

NCM460 HT29 hCASMC NCM460 HT29 NCM460 HT29

L

Figura 58. Expresion a nivel de mRNA de los canales TRPV4, TRPV6 y TRPMS8 en células
normales y tumorales de colon. Las imagenes muestran las bandas especificas de los productos
de RT-PCR de TRPV4, TRPV6 y TRPMS8 en células NCM460 y HT29. La expresion de la B-actina
fue usada como control endégeno. El RNA de las hCASMCs fue utilizado como control positivo

de la expresion de TRPV4. Las imdgenes que se muestran son resultados representativos de al
menos 3 experimentos independientes.

Los componentes moleculares de la ECC mas ampliamente reconocidos son los canales
de la familia ORAI (1-3) y la de los sensores de Ca*, STIM (1 y 2). Algunos de ellos son
responsables de la Icrac, COrriente presente, como hemos visto, tanto en las células normales
como en las tumorales. La RT-PCR de ORAI1-3, STIM1 y STIM2 pone de manifiesto su expresion
a nivel de mRNA en ambas lineas celulares (Fig. 59). Este resultado implica que todos ellos
podrian contribuir a la ECC tanto en colonocitos normales como en células de adenocarcinoma

de colon.
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A ORAI1 ORAI2 ORAI3

NCM460 HT29 NCM460 HT29 NCM460 HT29

B STIM1 STIM2

NCM460 HT29 NCM460 HT29

Figura 59. Expresion génica de las familias ORAI y STIM en células normales y tumorales de
colon. Las imagenes muestran las bandas de expresién de mRNA de ORAI1, ORAI2, ORAI3,
STIM1 y STIM2 en células NCM460 y HT29. La expresion de la B-actina fue utiliza como control
endogeno. Las imagenes que se muestran son resultados representativos de al menos 3
experimentos independientes.

A continuacidn, determinamos cuales son los niveles de expresién de mRNA de los
participantes moleculares que pueden estar implicados en la ECC de las células normales y
tumorales de colon. Para ello, llevamos a cabo una gRT-PCR de los posibles participantes de la
ECC que se expresan en ambos tipos celulares: TRPC1, TRPC4, ORAIs y STIMs. En la figura 60
observamos la abundancia relativa del mRNA de estos candidatos normalizada frente a la B-
actina. El perfil de expresién de los genes estudiados en las células normales resultd ser el
siguiente: STIM2 = ORAI2 > STIM1 = ORAI1 > ORAI3 >> TRPC4 > TRPC1. En las células tumorales
el perfil relativo es muy similar. Sin embargo, los niveles de expresidon de parte de los genes

aparecieron incrementados significativamente en las células tumorales.

Si nos centramos en comparar la expresién de cada una de los genes estudiados,
encontramos que TRPC1, ORAI2, STIM1 y STIM2 se sobreexpresan en las células tumorales de
forma estadisticamente significativa. Sin embargo, no hay diferencias de expresién en el caso
de TRPC4, ORAI1 y ORAI3 (Fig. 60A y B). Por tanto, las diferencias observadas en la ECC e lso¢
entre células normales y tumorales podrian deberse a las variaciones en la expresion de los
transcritos de TRPC1, ORAI2, STIM1 y STIM2.
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Figura 60. Abundancia relativa de mRNA de los posibles participantes de la ECC en células
normales y tumorales de colon. La expresion del mRNA de TRPC1, TRPC4, ORAls y STIMs en
células NCM460 y HT29 fue determinada mediante gqRT-PCR. A. Las barras muestran la
mediazEEM de la abundancia relativa de los transcritos normalizada frente a la B-actina y
expresada como 2% (n=3-6 experimentos, *p<0,05). B. Barras de expresion de mRNA
ampliadas correspondientes a TRPC1 y TRPC4 (n=3-6 experimentos, *p<0,05).

3.2. Expresion de los posibles componentes moleculares de la entrada capacitativa
de Ca® en células normales y tumorales de colon a nivel de proteina

El patron de expresion de los posibles componentes moleculares de la ECC a nivel de
MRNA puede diferir del patrdn a nivel proteico. Por tanto, realizamos un western-blotting para
estudiar la expresion de las proteinas candidatas a participar en la ECC e lsoc de las células
normales y tumorales. La figura 61 muestra que todos los candidatos de la ECC que se
expresaban a nivel de mRNA en ambos tipos celulares lo hacen, también, a nivel de proteina.
Sin embargo, se producen bastantes diferencias teniendo en cuenta los niveles de expresion
de la proteina. Asi encontramos que ORAI2, TRPC1 y STIM1 se siguen sobreexpresando en las
células tumorales a nivel de proteina (Fig. 61B, D y F). Ademas, la abundancia relativa de
ORAI1, ORAI3 y TRPC4 era significativamente mayor en las células tumorales a pesar de que a
nivel de mRNA el cambio no resultd significativo. (Fig. 61A, C y E). Por consiguiente, el
aumento de la expresién de los ORAIs, TRPC1, TRPC4 y STIM1 puede contribuir al incremento

de la ECC e Isoc de las células tumorales con respecto a las normales.
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Figura 61. Niveles de expresion de posibles proteinas implicadas en la ECC en células
normales y tumorales de colon. Western blotting de ORAI1 (A), ORAI2 (B), ORAI3 (C),
TRPC1 (D), TRPC4 (E), STIM1 (F) y STIM2 (G) en células NCM460 y HT29. Las imagenes se
corresponden con las bandas de expresiéon de cada proteina y de la B-actina que fue
utilizada como control enddgeno. Las barras representan la media £ EEM del porcentaje de
expresion de cada proteina con respecto a la B-actina en las células tumorales normalizado
frente a las normales (n=9-18 experimentos, *p<0,05).
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En la tabla 9 aparece el incremento relativo de las proteinas estudiadas en las células
tumorales con respecto a las normales. De esta forma, apreciamos que el incremento mas alto
de expresion de proteina es el de TRPC1 que aumenta 5,2 veces en las células tumorales con
respecto a las normales seguido de STIM1, que aumenta 3,7 veces. Sorprendentemente,
STIM2 cuya expresidon a nivel de mRNA era la que mds se incrementaba en las células
tumorales, a nivel de proteina, no solo no aumenta, sino que disminuye de manera
considerable (Fig. 61G). Se trata del mayor cambio de expresién de las proteinas relacionadas
con la ECC puesto que el nimero de veces que se expresa en las células tumorales con

respecto a las normales es 0,15 o lo que es lo mismo, su abundancia disminuye 6,7 veces.

Incremento relativo
(célulastumorales vs
normales)

TRPC1 5,2

TRPC4 1,4

ORAI1 2,3

ORAI2 2,9

ORAI3 1,5

STIM1 3,7

STIM2 0,15

Tabla 9. Numero de veces que las proteinas posiblemente implicadas en la ECC se
incrementan en las células tumorales de colon con respecto a las normales. Si el nUmero es
mayor que 1 indica que la proteina aumenta en las células tumorales con respecto a las
normales, sin embargo si es menor que 1 indica que disminuye.

Por otra parte es interesante tener en cuenta la variacion de unas proteinas con
respecto a la variacién de las otras cuando comparamos la expresion de cada una de ellas en
las células normales y tumorales, ya que nos da una idea del posible cambio de Ia
estequiometria de las mismas, la cual se ha descrito que es importante en la ECC (Saul et al.,
2013). Por consiguiente, calculamos el ratio del nimero de veces que cambia una proteina en
las células tumorales con respecto al cambio de las otras (tabla 10). El valor de cada ratio es el
numero de veces que la proteina del numerador aumenta en la estequiometria de las células
tumorales con respecto a la de las normales. Asi, valores de ratio superiores a la unidad
indican que la contribucién de la proteina objeto de estudio aumenta con respecto a la
proteina con la que se compara en las células tumorales. Por el contrario, valores inferiores a

la unidad sugieren que la proteina de interés disminuiria. De manera llamativa, los ratios
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TRPC1/TRPC4, TRPC1/ORAI1, TRPC1/ORAI2, TRPC1/ORAI3 son todos mayores que 1 lo que
indica que en la estequiometria de las células tumorales se ha favorecido el incremento de
TRPC1 frente al resto de canales relacionados con la ECC (tabla 10). En cambio, los ratios de
STIM2 frente al resto de proteinas son los mas bajos y en su totalidad menores de 1 lo que
sugiere que STIM2 disminuye de manera considerable en la estequiometria de los posibles
componentes moleculares de la ECC en las células tumorales con respecto al resto de las
proteinas (tabla 10). La disminucidon de su contribucién en la estequiometria de las células

tumorales dificultaria una posible interaccion de STIM2 con el resto de las proteinas debido a

su menor disponibilidad en estas células comparada con la de las células normales.

TRPC1 | TRPC4 | ORAI1 | ORAI2 | ORAI3 | STIM1 | STIM2

TRPC1 0,3 0,4 0,6 0,3 0,7 0,02
TRPC4 3,7 1,6 2 1,1 2,6 0,1
ORAI1 2,2 0,6 1,2 0,7 1,6 0,06
ORAI2 1,8 0,5 0,8 0,5 1,3 0,05
ORAI3 3,5 0,9 1,5 1,9 2,5 0,1
STIM1 1,4 0,4 0,6 0,8 0,4 0,04
STIM2 35 9 13 19 10 25

Tabla 10. Ratio de los incrementos de expresion de las proteinas posiblemente implicadas en la
ECC en las células tumorales de colon con respecto a las normales. El ratio se calcula a partir de
los valores del nimero de veces que se incrementa cada proteina en las células tumorales con
respecto a las normales que se incluyen en la tabla 2. Consiste en el cociente del nimero de
veces que se incrementa una proteina y el nUmero de veces que se incrementa otra con la que se
quiere comparar. Por ejemplo, el ratio TRPC1/STIM2 es 5,2/0,15=35. Este valor nos indica que la
abundancia de TRPC1 aumenta 35 veces en la estequiometria TRPC1:STIM2 de las células

tumorales con respecto a la de las normales.
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4. Efecto del silenciamiento de los canales y sensores de Ca>* implicados
en el remodelado sobre la entrada de Ca*, las corrientes operadas por
depésitos y los depésitos de Ca**

4.1. ORAI1, y no TRPC1, participa en la entrada capacitatica de ca* y la lsoc de los

colonocitos normales

Una vez identificados diferentes candidatos susceptibles de participar tanto en la ECC
como en la Isoc de las células normales y tumorales de colon nos propusimos determinar su
implicacion en las mismas. Para ello, llevamos a cabo el silenciamiento de los posibles

componentes moleculares de la ECC y estudiamos las consecuencias funcionales del mismo.

Comenzamos por el estudio del silenciamiento de ORAI1 y TRPC1 en la ECC de las
células normales. Con este propdsito llevamos a cabo el silenciamiento de los mismos en las
células NCM460 con RNA pequeiio de interferencia (siRNA, del inglés, small interfering RNA).
Para ello, transfectamos las células con el siRNA especifico para un gen determinado y
paralelamente utilizamos otro siRNA que funciona como control. Primero, comprobamos la
efectividad del silenciamiento mediante gRT-PCR que muestra que la expresidn tanto de ORA/1
como de TRPC1 se reduce con el siRNA especifico para cada uno de ellos (Fig. 62A y B). Tras el
silenciamiento, registramos la ECC inducida por tapsigargina mediante imagen de fluorescencia
con fura-2/AM. El silenciamiento de ORAI1 en las células normales reduce la ECC de manera
significativa (Fig. 62C y E) lo que indica que ORAI1 contribuye a dicha entrada de Ca®* en las
células normales. Sin embargo, el silenciamiento de TRPC1 no induce cambios en la ECC con
respecto al control (Fig. 62D y F) sugiriendo que este canal no esta implicado en la ECC de las

células normales.
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Figura 62. El silenciamiento de ORAI1, pero no el de TRPC1, reduce la ECC en las células
normales de colon. El silenciamiento de ORAI1 y el de TRPC1 tienen lugar mediante la
transfeccién de las células NCM460 con siRNAs. Los resultados del silenciamiento de ambos
canales son comparados con los del siRNA Control. Las células fueron tratadas previamente con
tapsigargina 1 uM en medio libre de ca™ para, a continuacién, inducir la ECC perfundiendo medio
con Ca’* 1 mM. A. gRT-PCR de ORAI1 en células normales transfectadas con siRNA Control y
siRNA ORAI1. La B-actina fue usada como gen de referencia (media £ EEM, n=3 experimentos). B.
gRT-PCR de TRPC1 en células normales transfectadas con siRNA Control y siRNA TRPC1. La B-
actina fue usada como gen de referencia (media £ EEM, n=3 experimentos). Cy D. El registro de
la ECC tiene lugar mediante imagen de fluorescencia con fura-2/AM. Media * EEM de los
registros de la ECC de 8 experimentos independientes en células normales con siRNA ORAI1 (C) y
siRNA TRPC1 (D). E y F. Las barras muestran la media * EEM del incremento del ratio de los
registros de la ECC de 8 experimentos independientes en los que se silencia ORAI1 (E) y TRPC1 (F)
(*p<0,05).

Seguidamente, nos planteamos comprobar si ORAI1 y TRPC1 estan participando en la
Isoc de las células normales. Por tanto, silenciamos ambos canales con siRNA por separado en
células NCM460 vy, a continuacién, registramos la corriente activada con tapsigargina mediante
patch-clamp planar en configuracion whole cell fijando el voltaje (Fig 63A-E). El silenciamiento

de ORAI1 provoca una reduccién de la corriente observada en las células normales patente
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tanto en la amplitud de la relacién corriente-voltaje (Fig. 63A) como en la amplitud de la
secuencia temporal de la corriente a -80 mV (Fig. 63C y E). En cambio, el silenciamiento de
TRPC1 en las mismas células no produce cambios significativos en la Isoc de las células
normales (Fig 63B, D y E). Estos resultados sugieren que solo ORAI1 estd implicado en la lsoc de
las células normales. Este hecho, apoya la idea de que la Isoc de las células normales se trata de
una lcrac mediada por ORAIL que es un canal selectivo para Ca*". Ademas, es consistente con la

participacién de este canal en la ECC al contrario que TRPC1.
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Figura 63. Solo el silenciamiento de ORAI1 reduce la Isoc en las células normales de colon. Las
células NCM460 fueron transfectadas con siRNA ORAI1 y siRNA TRPC1. Los datos procedentes del
silenciamiento de estos canales son comparados con los del siRNA Control. La corriente fue
registrada mediante patch-clamp planar en la configuracion whole cell y voltage clamp. Isoc fue
activada con tapsigargina 1 pM. A. Registro |-V representativo de lsoc en células normales
transfectadas con siRNA Control y siRNA ORAI1. B. Registro |-V representativo de lsoc en células
normales transfectadas con siRNA Control y siRNA TRPC1. C. Media + EEM de los registros curso
temporales de la Ispc @ -80 mV en células normales transfectadas con siRNA Control y siRNA ORAI1
(n=12-14 células). D. Media + EEM de los registros curso temporales de la lsoc @ -80 mV en células
normales transfectadas con siRNA Control y siRNA TRPC1 (n=8-12 células). E. MediatEEM de la
amplitud maxima de la Isoc @ -80 mV en células no silenciadas (control) y células transfectadas con
siRNA Control, siRNA ORAI1 y siRNA TRPC1 (n=8-14 células, *p<0,05).
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4.2. STIM1 y STIM2 estan implicados en la entrada capacitativa de Ca” de las células
normales de colon

STIM1 y STIM2 parecen funcionar como sensores de Ca** en la ECC. STIM1 activa la
entrada de Ca”" operada por depésitos de la mayoria de las células donde se ha estudiado, sin
embargo, hay mas controversia sobre la funcién de STIM2. Por tanto, decidimos estudiar
primero el papel de ambos sensores de Ca** en la ECC de las células normales de colon. Para
ello, silenciamos STIM1 y STIM2 con siRNA en células NCM460 y registramos la ECC inducida
por tapsigargina mediante imagen de fluorescencia con fura-2/AM (Fig. 64A-F). Realizando una
gRT-PCR comprobamos que tanto la expresién de STIM1 como la de STIM2 se reducen con los
siRNAs especificos con respecto al siRNA Control (Fig. 64A y B). Encontramos que la ECC en las
células normales silenciadas con siRNA STIM1 es menor que la de las células transfectadas con
siRNA Control lo que sugiere que la reduccion de la expresién de STIM1 provoca una
disminucién en la ECC (Fig. 64Cy E). Por otra parte, el silenciamiento de STIM2 también reduce
la ECC en las células normales (Fig. 64D y F). Los datos sugieren que tanto STIM1 como STIM2

participan en la ECC inducida por tapsigargina de los colonocitos normales.

Por otro lado, llevamos a cabo un silenciamiento doble de STIM1 y STIM2 con siRNA y
registramos la ECC inducida por tapsigargina en las células normales (Fig. 65A-D). La expresion
de STIM1 y STIM2 es menor tras la transfeccién conjunta de los siRNAs especificos con
respecto al siRNA Control como muestra la qRT-PCR (Fig. 65A y B). La reduccidon de ambos
integrantes de la familia STIM provoca una disminucion de la ECC (Fig. 65C y D). Asimismo, el
doble silenciamiento da lugar a un efecto aditivo, es decir, provoca aproximadamente la
misma reduccién en la entrada de Ca** que la suma de las reducciones consecuencia de cada
silenciamiento por separado. Este resultado confirma la importancia de ambos sensores de

Ca®" en la ECC de las células normales.
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Figura 64. Los silenciamientos de STIM1 y STIM2 reducen la ECC en las células normales de
colon. El silenciamiento de STIM1, asi como el de STIM2 tienen lugar mediante la transfeccion
de las células NCM460 con siRNAs. Los resultados del silenciamiento de ambos sensores son
comparados con los del siRNA Control. Las células fueron tratadas previamente con
tapsigargina 1 uM para inducir la ECC. A. qRT-PCR de STIM1 en células normales transfectadas
con siRNA Control y siRNA STIM1. La B-actina fue usada como gen de referencia (media *
EEM, n=3 experimentos). B. gRT-PCR de STIM2 en células normales transfectadas con siRNA
Control y siRNA STIM2. La B-actina fue usada como gen de referencia (media * EEM, n=3
experimentos). Cy D. El registro de la ECC tiene lugar mediante imagen de fluorescencia con
fura-2/AM. Media + EEM de los registros de la ECC en células normales con siRNA STIM1 (C) y
siRNA STIM2 (D) (n=9 experimentos). E y F. Las barras muestran la media * EEM del
incremento del ratio de los registros de la ECC en los que se silencia STIM1 (E) y STIM2 (F)
(n=9 experimentos, *p<0,05).
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Figura 65. El silenciamiento doble de STIM1 y STIM2 reduce drasticamente la ECC en las células
normales de colon. Las células NCM460 son transfectadas con siRNA STIM1 y siRNA STIM2 de
manera conjunta. Los resultados del silenciamiento doble son comparados con los del siRNA
Control. Las células fueron tratadas previamente con tapsigargina 1 UM para inducir la ECC. Ay B.
gRT-PCR de STIM1 (A) y STIM2 (B) que muestra la reduccidn de la expresion de ambos STIMs
consecuencia del silenciamiento doble. La B-actina fue usada como gen de referencia. C. El
registro de la ECC es llevado a cabo mediante imagen de fluorescencia con fura-2/AM.
MediatEEM de los registros de la ECC en células normales con siRNA STIM1 y siRNA STIM2
comparada con la del siRNA Control (n=4 experimentos). D. Las barras muestran la media + EEM
del incremento del ratio de los registros de la ECC en los que se silencia conjuntamente STIM1 y
STIM2 (n=4 experimentos, *p<0,05).

4.3.Solo ORAI1, y no ORAI2, ORAI3 ni TRPC1, estd implicado en la entrada
capacitativa de Ca”* de las células de adenocarcinoma de colon

El silenciamiento de ORAI1 en las células normales ha dejado clara su implicacion en la
ECC de esas células. A continuacidn, nos preguntamos si ORAI1 tiene un papel relevante en la
ECC de las células tumorales, ya que es donde este canal se sobreexpresa con respecto a las
células normales de colon. Por tanto, silenciamos ORAI1 con siRNA en las células tumorales
HT29 y registramos la ECC mediante imagen de fluorescencia. Antes, demostramos que el
siRNA utilizado reduce la expresion de ORAI1 mediante qRT-PCR (Fig. 66A). Seguidamente,
observamos que el silenciamiento de ORAI1 en las células tumorales disminuye la ECC inducida
2+

por tapsigargina (Fig. 66B y C) lo que sugiere que ORAI1 estd participando como canal de Ca

en la ECC de las células de adenocarcinoma de colon. Este dato indica que el aumento de la
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expresion de ORAI1 en las células tumorales con respecto a las normales puede contribuir al

incremento de la ECC en las mismas.
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Figura 66. El silenciamiento de ORAI1 reduce la ECC en las células tumorales de colon. El
silenciamiento de ORAI1 se lleva a cabo mediante la transfeccidon de las células HT29 con
siRNA. Las células fueron tratadas previamente con tapsigargina 1 uM en medio libre de ca®
para, a continuacion, inducir la ECC perfundiendo medio con Ca® 1 mM. A. gRT-PCR de ORAI1
en células tumorales transfectadas con siRNA Control y siRNA ORAI1. La B-actina fue usada
como gen de referencia (media £ EEM, n=3 experimentos). B. Media + EEM de los registros de
la ECC en células tumorales siRNA Control y siRNA ORAI1 (n=16 experimentos). El registro de
la ECC tiene lugar mediante imagen de fluorescencia con fura-2/AM. C. Las barras muestran la
media + EEM del incremento del ratio de los registros de la ECC (n=15 experimentos,
*p<0,05).

Ademas de ORAI1, se ha descrito que el resto de isoformas de ORAI, ORAI2 y ORAI3
funcionan como canales de Ca”" activados por depdsitos (Mercer et al., 2006). Asi, puede que
estas isoformas también participen en la ECC de las células tumorales de colon. Para
comprobarlo, llevamos a cabo su silenciamiento en células HT29 mediante la transfeccién con
siRNAs y utilizamos técnicas de imagen de fluorescencia para registrar la ECC (Fig. 67A-F). La
reduccion de la expresién de ambos ORAI2 y ORAI3 con los siRNAs es demostrada mediante
gRT-PCR (Fig. 67A y B). El silenciamiento de ORAI2 no provoca ningun efecto en la ECC
registrada en las células tumorales (Fig. 67C y E). El mismo resultado se obtiene en el caso del
silenciamiento de ORAI3 en esas células (Fig. 67D y F). Por tanto, parece que ni ORAI2 ni ORAI3

estan implicados en la ECC de las células tumorales de colon. Para asegurarnos de que el
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efecto del silenciamiento de uno de estos canales es suplido por el otro realizamos un doble

silenciamiento de los mismos.
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Figura 67. Los silenciamientos de ORAI2 y de ORAI3 no producen ningun efecto sobre la ECC de
las células tumorales de colon. El silenciamiento de ORAI2, asi como el de ORAI3 tienen lugar
mediante la transfeccion de las células HT29 con siRNAs. Los resultados del silenciamiento de
ambos canales son comparados con los del siRNA Control. Las células fueron tratadas previamente
con tapsigargina 1 uM para inducir la ECC. A. gRT-PCR de ORAI2 que muestra la reduccion de la
expresion de este gen mediante el silenciamiento con siRNA ORAI2. B. gRT-PCR de ORAI3 que
muestra la reduccidn de la expresion de este gen mediante el silenciamiento con siRNA ORAI3. La
B-actina fue usada como gen de referencia en Ay B. Cy D. El registro de la ECC es llevado a cabo
mediante imagen de fluorescencia con fura-2/AM. MediatEEM de los registros de la ECC en células
tumorales con siRNA ORAI2 (C) y siRNA ORAI3 (D) (n=7 experimentos). E y F. Las barras muestran la
mediazEEM del incremento del ratio de los registros de la ECC en los que se silencia ORAI2 (E) y
ORAI3 (F) (n=7 experimentos, *p<0,05).

En la figura 68 se muestra que la reduccidn de la expresidn conjunta de ORAI2 y ORAI3
con siRNAs no produce ningin cambio significativo en la ECC registrada en las células

tumorales. De esta forma, confirmamos que ORAI2 y ORAI3 no estan implicados en la ECC de
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esas células. Por consiguiente, ORAI1 es la Unica isoforma que participa en la ECC y puede

contribuir a suamento en las células de adenocarcinoma de colon.
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Figura 68. El silenciamiento doble de ORAI2 y ORAI3 no produce cambios en la ECC de las
células normales de colon. Las células HT29 fueron transfectadas con siRNA ORAI2 y siRNA

ORAI3 de forma conjunta. Los resultados del silenciamiento doble son comparados con los del

siRNA Control. Las células fueron tratadas previamente con tapsigargina 1 uM para inducir la
ECC. A y B. qRT-PCR de ORAI1 (A) y ORAI2 (B) que muestra la reduccion de la expresion de
ambos ORAIs consecuencia del silenciamiento doble. La B-actina fue usada como gen de

referencia. C. El registro de la ECC tiene lugar mediante imagen de fluorescencia con fura-2/AM.
Media + EEM de los registros de la ECC en células tumorales con siRNA ORAI2 y siRNA ORAI3
comparada con la del siRNA Control (n=5 experimentos). D. Las barras muestran la media +

EEM del incremento del ratio de los registros de la ECC en los que se silencia conjuntamente
ORAI2 y ORAI3 (n=5 experimentos, *p<0,05).

Otro canal considerado operado por depdsitos que se encuentra presente en las

células tumorales y que podria explicar el aumento de la ECC en las mismas con respecto a las

células normales es el TRPC1. Por tanto, nos propusimos estudiar su participacion en la ECC de

las células HT29 vy, para ello, silenciamos TRPC1, de nuevo, con siRNA en esas células (Fig. 69A-

C). Una gRT-PCR permite comprobar la eficacia del silenciamiento de TRPCI1 en las células

HT29 tras la transfeccion con el siRNA (Fig. 69A). El registro de Ca’* mediante imagen de

fluorescencia muestra que no hay diferencias significativas entre la ECC de las células

transfectadas con el siRNA TRPC1 y con el siRNA Control (Fig. 69B y C). Este resultado indica

que el silenciamiento no produce ningtn efecto en la entrada de Ca®* inducida por tapsigargina

de lo que se deduce que TRPC1 no estd implicado en la ECC de las células tumorales de colon.
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Por tanto, el incremento de expresion de TRPC1 en las células tumorales con respecto a las

normales no contribuye al aumento de la ECC en estas células.
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Figura 69. El silenciamiento de TRPC1 no modifica la ECC de las células de adenocarcinoma de
colon. El silenciamiento de TRPC1 se lleva a cabo mediante la transfeccién de las células HT29
con siRNA. Las células fueron tratadas previamente con tapsigargina 1 uM para inducir la ECC. A.
gRT-PCR de TRPC1 en células tumorales transfectadas con siRNA Control y siRNA TRPC1
(mediazEEM, n=3). La B-actina fue usada como gen de referencia. B. El registro de la ECC tiene
lugar mediante imagen de fluorescencia con fura-2/AM. Media + EEM de los registros de la ECC
en células tumorales con siRNA Control y siRNA TRPC1 (n=15-16 experimentos). C. Las barras
muestran la media + EEM del incremento del ratio de los registros de la ECC en los que se silencia
TRPC1 (n=15-16 experimentos, *p<0,05).

4.4. ORAI1 y TRPC1 intervienen en la Is,. de las células tumorales de colon

Las diferencias observadas en la Ispc de las células normales y tumorales de colon nos
hacen pensar que esta corriente podria estar mediada por canales distintos en ambos tipos
celulares. Anteriormente, mostramos que la Isoc de las células normales estaba mediada por
ORAI1 y no por TRPC1 lo que confirma que esa corriente se trata de una Icrac. Ahora, nos

planteamos estudiar la participacién de ORAI1 y TRPC1 en la lsgc de las células tumorales de
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colon. Con este propdsito, silenciamos ambos canales idnicos en las células HT29 con siRNA y
registramos Isopc mediante patch-clamp planar en la configuracidon whole cell fijando el voltaje
(Fig 70A-D). Si recordamos, en las células tumorales encontrdbamos una corriente parecida a
Icrac que presenta solo un componente entrante y otra corriente lsoc no selectiva formada en
su mayoria por un componente saliente, pero también, por un componente entrante. El
silenciamiento de ORAI1 provoca una reduccion tanto en la amplitud del componente entrante
como del saliente (Fig. 70A, B y D). Igualmente, la reduccién de la expresién de TRPC1 produce
una disminucién en la amplitud de ambos componentes de la s, siendo mayor el efecto
sobre el componente saliente (Fig. 70A, C y D). Este hecho sugiere que ORAI1 y TRPC1 son
canales clave en la Isoc de las células tumorales, al contrario que en las células normales, cuya
corriente solo depende de ORAIL. Estos resultados contrastan con los encontrados en el
estudio del efecto del silenciamiento de los canales sobre la ECC de las células tumorales

puesto que mostraban que solo ORAI1 participa en la entrada de Ca*".
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Figura 70. Los silenciamientos de ORAI1 y TRPC1 reducen tanto el componente entrante como
el saliente de la Isoc en las células tumorales de colon. Las células HT29 fueron transfectadas con
siRNA Control, siRNA ORAI1 y siRNA TRPC1. La corriente fue registrada mediante patch-clamp
planar en la configuracion whole cell y voltage clamp. La lsoc fue activada con tapsigargina 1 uM.
A. MediatEEM de los registros curso temporales de la Isoc @ -80 mV (componente entrante) y +80
mV (componente saliente) de 13 células tumorales transfectadas con siRNA Control. B. Media *
EEM de los registros curso temporales de la Isoc @ -80 mV (componente entrante) y +80 mV
(componente saliente) de 19 células células tumorales transfectadas con siRNA ORAI1. C. Media
EEM de los registros curso temporales de la Isgpc a -80 mV (componente entrante) y +80 mV
(componente saliente) de 17 células tumorales transfectadas con siRNA TRPC1. D. Amplitud
maxima de la lsoc @ -80 mV en células no silenciadas (control) y células transfectadas con siRNA
Control, siRNA ORAI1 y siRNA TRPC1 (mediatEEM, n=13-19 células, *p<0,05).
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4.5. Papel de STIM1 y STIM2 en la entrada capacitativa de Ca® de las células
tumorales de colon

Previamente describimos que tanto STIM1 como STIM2 participan en la ECC de los
colonocitos normales. Por lo que, a continuacién nos propusimos estudiar si ambos sensores
de Ca” ejercen una funcién similar en la ECC de las células de adenocarcinoma de colon. Para
ello, como en los experimentos con las células normales, silenciamos ambos STIMs por
separado con siRNA, en este caso, en las células HT29 (Fig. 71A-F). El silenciamiento de STIM1 y
STIM2 se confirma mediante qRT-PCR (Fig. 71A y B). La ECC es inducida por tapsigargina y
registrada mediante técnicas de imagen de fluorescencia. Encontramos que el silenciamiento
de STIM1 provoca una reduccidn de la ECC en las células tumorales (Fig. 71C y E). En cuanto al
silenciamiento de STIM2, la reduccién de la expresién de este sensor de Ca** no conduce a
ningun cambio significativo de la ECC en las células tumorales (Fig. 71D y F). Por tanto, los
resultados obtenidos sugieren que solo STIM1 esta implicado en la ECC de las células de

adenocarcinoma de colon.

La reduccidn de la expresién de solo uno de los sensores de Ca** puede provocar que la
pérdida de funcién de éste pueda ser suplida al menos en parte por el otro. En este caso
particular, la reduccién de la funcidn de STIM2 en la ECC podria ser compensada por STIM1, ya
que el silenciamiento de STIM2 no produjo ninglin efecto en la entrada de Ca**. Por
consiguiente, nos preguntamos si esta posibilidad tiene lugar en los experimentos de
silenciamiento anteriores. Para comprobarlo, llevamos a cabo un silenciamiento doble en las
células tumorales de colon. Los registros de Ca”* citosélico indican que la reduccién conjunta
de la expresién de STIM1 y STIM2 disminuye de manera significativa la ECC en esas células (Fig.
72A-D). Ademds, esa disminucién de la ECC es sustancialmente mayor a la causada tan solo por
el silenciamiento de STIM1. Este resultado podria ser consecuencia de que el efecto de la
disminucién de la expresién de STIM2 es compensada por STIM1 en las células tumorales de
colon. Por tanto, STIM2 también puede participar en la ECC de las células tumorales, sin

embargo, su funcién puede ser llevada a cabo por STIM1 y no al contrario.
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Figura 71. El silenciamiento de STIM1 reduce la ECC de las células tumorales de colon,
mientras que el de STIM2 no produce ningun efecto. El silenciamiento de STIM1 y STIM2 se
lleva a cabo mediante la transfeccidon de las células HT29 con siRNAs. Los resultados del
silenciamiento de ambos canales son comparados con los del siRNA Control. Las células
fueron tratadas previamente con tapsigargina 1 uM para inducir la ECC. A. qRT-PCR de STIM1
en células normales transfectadas con siRNA Control y siRNA STIM1 (n=3 experimentos). La B-
actina fue usada como gen de referencia (media + EEM, n=3 experimentos). B. qRT-PCR de
STIM2 en células normales transfectadas con siRNA Control y siRNA STIM2 (n=3
experimentos). La PB-actina fue usada como gen de referencia (media * EEM, n=3
experimentos). Cy D. El registro de la ECC tiene lugar mediante imagen de fluorescencia con
fura-2/AM. Media + EEM de los registros de la ECC en células tumorales con siRNA STIM1 (C) y
siRNA STIM2 (D) (n=6-10 experimentos). E y F. Las barras muestran la media + EEM del
incremento del ratio de los registros de la ECC en los que se silencia STIM1 (E) y STIM2 (F)
(n=6-10 experimentos, *p<0,05).
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Figura 72. El silenciamiento doble de STIM1 y STIM2 disminuye significativamente en la ECC
de las células tumorales de colon. Las células HT29 son transfectadas con siRNA STIM1 y siRNA
STIM2 de forma conjunta. Los resultados del silenciamiento doble son comparados con los del
siRNA Control. Las células fueron tratadas previamente con tapsigargina 1 uM para inducir la
ECC. A y B. qRT-PCR de STIM1 (A) y STIM2 (B) que muestra la reduccidon de la expresion de
ambos STIMs consecuencia del silenciamiento doble. La B-actina fue usada como gen de
referencia. C. El registro de la ECC es llevado a cabo mediante imagen de fluorescencia con fura-
2/AM. Media + EEM de los registros de la ECC en células tumorales con siRNA STIM1 y siRNA
STIM2 comparada con la del siRNA Control (n=4 experimentos). D. Las barras muestran la
media £ EEM del incremento del ratio de los registros de la ECC en los que se silencia
conjuntamente STIM1 y STIM2 (n=4 experimentos, *p<0,05).

4.6. STIM2 participa en la regulacién del contenido de Ca** de los depésitos y en la
resistencia a la muerte celular

La elevada reduccion de la expresidon de STIM2 observada en las células tumorales de
colon con respecto a las normales induce a pensar que esta proteina puede funcionar como un
supresor tumoral. Por tanto, nos propusimos estudiar cudl es el papel de STIM2 en la

tumorogénesis del cancer de colon.

Se ha descrito que STIM2 es importante en la regulacién del contenido de Ca** de los
depdsitos (Brandman et al., 2007). Puesto que las células tumorales presentan una menor
expresion de STIM2 que las células normales, esta caracteristica podria contribuir a que el

contenido de Ca* de los depdsitos sea, como encontramos anteriormente, inferior en las
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células tumorales. Para contrastar esta hipotesis, decidimos estudiar el efecto del
silenciamiento de STIM2 sobre el contenido de Ca** de los depésitos. Para ello, utilizamos
como modelo a las células NCM460, en las cuales, STIM2 se sobreexpresa con respecto a las
células HT29 y donde el contenido de Ca*" es mas elevado. Por tanto, transfectamos las células
normales con siRNA Control y siRNA STIM2 y estimamos el contenido de Ca®* de los depdsitos
con ionomicina en medio libre de Ca®* (Fig. 73A y B). Asi, observamos que el incremento de
Ca”* inducido por ionomicina es menor en el caso del silenciamiento de STIM2 lo que sugiere
que la reduccién de la expresiéon de STIM2 en las células normales de colon provoca una

disminucion en el contenido de Ca** de los depésitos.
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Figura 73. El silenciamiento de STIM2 reduce el contenido de Ca** de los depésitos en las células
normales de colon. El silenciamiento de STIM2 se lleva a cabo mediante la transfeccién de las células
NCM460 con siRNA. El contenido de Ca** de los depositos es registrado en células NCM460 con
ionomicina 400 nM en medio libre de Ca®* (Ca0). Se utiliza fura-4F/AM para registrar el ca”
citosolico. A. MediatEEM de los registros del contenido de Ca” de los depdsitos en células normales
con siRNA STIM2 comparada con la del siRNA Control (n=8 experimentos). Las barras muestran la
mediatEEM del area bajo la curva de los registros del contenido de ca” de los depdsitos de las
células normales silenciadas (n=8 experimentos, *p<0,05).

El contenido de Ca®* de los depdsitos puede influir en la resistencia a la muerte celular,
ya que cuanto mayor es ese contenido, mas elevada es la cantidad de Ca** disponible para que
se induzca la apoptosis en la célula (Pinton et al, 2008). Por tanto, estudiamos si STIM2
controla la muerte celular a través de su papel en la regulacién del contenido de Ca** de los
depdsitos. Para lo cual, silenciamos de nuevo STIM2 en las células normales y, a continuacion,
llevamos a cabo un experimento de muerte celular inducida por estrés oxidativo. Asi, tratamos
las células con H,0,, las marcamos con anexina V y yoduro de propidio y las analizamos
mediante citometria de flujo. La figura 74 muestra que el silenciamiento de STIM2 reduce la
diferencia entre el porcentaje de muerte celular inducida por H,0, y el control. Como
consecuencia, la reduccion de la expresiéon de STIM2 en las células normales incrementa su
resistencia a la muerte inducida por estrés oxidativo. Por tanto, estos resultados sugieren que

STIM2 controla la resistencia a la muerte celular a través de la regulacién del contenido de Ca**
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de los depdsitos. Asi, durante la tumorogénesis la reduccién de su expresidon provoca un

incremento de la resistencia a la muerte en las células tumorales de colon.
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Figura 74. El silenciamiento de STIM2 aumenta la resistencia a la muerte en las células
normales de colon. El silenciamiento de STIM2 tiene lugar mediante la transfeccion de las
células NCM460 con siRNA. La muerte celular se induce mediante estrés oxidativo con H,0,
1 mM durante 30 min. A. Ensayo representativo de muerte celular de doble marcaje con
anexina V-FITC y yoduro de propidio analizado mediante citometria de flujo. B. Las barras
muestran el porcentaje de muerte de células normales transfectadas con siRNA Control o
siRNA STIM2 tratadas y no tratadas con H,0, correspondiente al ensayo representado en A.
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V. DISCUSION

Hace unos afios, nuestro grupo demostré que el salicilato, el principal metabolito de la
aspirina, inhibia la ECC y la proliferacién celular en la linea de adenocarcinoma de colon

humano HT29 a través de un mecanismo dependiente de la mitocondria (Nufiez et al., 2006;

Valero et al., 2008). Puesto que existen multiples evidencias que indican que la aspirina y otros
AINEs podrian proteger frente al cancer de colon, este trabajo pretérito sugeria que la ECC
podria ocupar un lugar relevante en la tumorogénesis del cdncer colorrectal lo que indicaba la
necesidad de estudiar esta via de entrada de Ca** en células tumorales y sus posibles cambios
respecto a las células normales. Durante, el inicio y el desarrollo de este trabajo de Tesis
Doctoral, se han ido acumulando evidencias que indican que el Ca®* intracelular parece tener
un papel clave en la carcinogénesis. En esta tesis doctoral nos propusimos estudiar el posible
remodelado del transporte de Ca’* en el cancer de colon, sus bases moleculares y sus
consecuencias funcionales. El tema es tan amplio que nos hemos centrado principalmente en
el papel de la ECC en la tumorogénesis. Para el estudio, utilizamos lineas celulares de epitelio

de colon normal y de adenocarcinoma de colon.

El primer hallazgo fue encontrar que la ECC inducida por tapsigargina es mayor en las
lineas celulares tumorales que en las normales (Fig. 75). Este incremento de la ECC es
reportado por primera vez en células de cancer de colon y es consistente con el descrito
recientemente en otros tumores como el glioblastoma (Motiani et al., 2013), el melanoma
(Umemura et al., 2014) y el cancer escamoso esofagico (Zhu et al., 2014). Ademas, mostramos
una correlacién positiva entre el grado de proliferacién celular y la amplitud de la ECC de todas
las lineas celulares estudiadas. Estos datos sugieren que cambios en la ECC contribuyen al
aumento de la tasa de proliferacién de las células de adenocarcinoma colorrectal (Fig. 75). La
implicacion de la ECC en la proliferacion de estas células fue previamente descrita por nuestro
laboratorio al observar que antagonistas de esta entrada de Ca** como BTP2 o 2-APB inhiben
la proliferacion celular (Nufiez et al., 2006; Valero et al., 2008). Ademas, demostramos en su
dia la perfecta correlacion entre la inhibicion de la ECC y la inhibicién de la proliferacidn celular
en las mismas células. Por otro lado, la ECC también ha sido implicada en otras caracteristicas
de las células tumorales como son la capacidad de migracién e invasion. Nuestros resultados
muestran que 2-APB inhibe la invasion de las células HT29 en un ensayo de Matrigel. Por tanto,
los datos indican que el aumento de la entrada capacitativa de Ca®* o ECC podria contribuir a la
proliferacién excesiva y la capacidad invasiva de las células de adenocarcinoma de colon

humano.
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Figura 75. Cambios funcionales y moleculares observados en el remodelado del transporte de Ca” en
el cancer de colon. Entre los cambios funcionales que tienen lugar en las células tumorales destacan el
aumento de la ECC, de la Icgac, de la captacidon mitocondrial de Ca2+, de la liberacion de Ca2+, dela [Ca2+]c
basal, del potencial de membrana, asi como la aparicién de una lspc no selectiva y la reduccién del
contenido del Ca®* de los depdsitos. El incremento de la captacién mitocondrial de ca™* puede ser
debido al aumento del potencial mitocondrial. El incremento de la ECC se traduce en un aumento de la
proliferaciéon y la disminucién del contenido del Ca** de los depdsitos, en un incremento de la resistencia
a la muerte celular. Entre los cambios moleculares se produce la pérdida de expresion de TRPC7, TRPMS8
y TRPV6, el incremento de ORAI1, ORAI2, ORAI3, TRPC1, TRPC4 y STIM1 vy la reduccién de STIM2. El
aumento de la expresién de ORAI1 y de STIM1 puede explicar el incremento de la ECC y de la Icgac.
Ademas, el incremento de TRPC1 conjuntamente con el de STIM1 puede ser responsable de la aparicidon
de la Isoc. Por otra parte, el descenso en el contenido de ca” podria ser debido a la disminucién de la
expresion de STIM2. MIT, mitocondria y RE, reticulo endoplasmico.

166



V. DISCUSION

A continuacién, nos planteamos estudiar los mecanismos por los cuales la ECC se
incrementa en las células de cédncer de colon. Para ello, decidimos usar como modelos de
células normales y tumorales a las células NCM460 y HT29, respectivamente, los cuales han
sido validados recientemente desde un punto de vista metabdlico (Acarraz-Vizan et al., 2013).
Asimismo, descartamos utilizar las NCM356 como modelo de células normales en
experimentos sucesivos puesto que su proliferacién es superior a la de las células NCM460 y se
aproxima a la de las células tumorales. Ademas, son positivas para algunos marcadores
tumorales como mutantp53 y TAG72 (Stauffer et al., 1995). Por otro lado, apenas hay trabajos
realizados con esta linea celular, sin embargo, las células NCM460 han sido ampliamente

utilizadas.

El estudio de la ECC inducida por tapsigargina no es una forma muy fisiolégica de
inducir esta entrada de Ca*, por lo que, también, decidimos estudiar esta entrada de Ca** con
agonistas como ATP y carbacol que movilizan Ca®* de depésitos intracelulares tras la activacion
de receptores metabotrépicos. El uso de estos agonistas nos llevé a una observacion
sorprendente: los agonistas fisioldgicos inducen liberacién de Ca** en células normales y
tumorales, pero solo inducen entrada de Ca* en las células tumorales. Ademas, la liberacion
de Ca”" inducida por ATP o carbacol es mucho mayor en las células tumorales de colon que en
las normales, a pesar de que, paraddjicamente, el contenido de Ca** de los depdsitos es
sensiblemente inferior en las tumorales con respecto a las normales (Fig. 75). La mayor
liberacion podria deberse a mayor expresion de receptores para ATP y carbacol que darian
lugar, por tanto, a una mayor produccion de IP;. Sin embargo, en condiciones controladas en
las que se generd la misma cantidad de IP;, las células tumorales todavia liberaban mas Ca**
que las células normales. Ello podria ser debido a una expresion diferencial de receptores de
IP; 0 una diferente sensibilidad al agonista IP;. Estos extremos deben ser investigados todavia,
pero en otros tipos celulares los IP;R podrian contribuir a las caracteristicas tumorales
(Szatkowsky et al., 2010; Kang et al., 2010; Prevarskaya et al., 2014).

El anlisis cuantitativo del Ca®* liberado por agonistas respecto al contenido total de
Ca’* estimado con el ionéforo ionomicina, sugiere que las células normales tienen unos
depdsitos de Ca** mucho mayores que las células tumorales, donde éstos estan parcialmente
depletados. Ademds, puesto que los agonistas fisioldgicos liberan mucha menor cantidad de
Ca®* que en las células tumorales, es muy posible que el umbral de activacion de la ECC no se
alcance con los agonistas fisioldgicos en las células normales. Sin embargo, en las células
tumorales, con un nivel de llenado mucho mas cerca al del umbral, cualquier estimulo es
suficiente para activar la ECC. Por tanto, el bajo nivel de llenado de los depdsitos favorece la
ECCy, secundariamente, la excesiva proliferacion y puede que la invasién. Por otro lado, se ha
descrito que un elevado nivel de llenado de los depdsitos puede promover muerte celular. En
este caso, el depletado parcial de los depdsitos de las células tumorales podria aumentar la
resistencia a la muerte. Asi, una reduccién en el contenido de Ca** de los depdsitos previene la

induccién de la apoptosis en la célula, ya que evita la sobrecarga de Ca** mitocondrial (Smaili et
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al., 2013). De manera consistente, mostramos que las células tumorales de colon son mas

resistentes a la apoptosis que las células normales (Fig. 75).

Consistentemente, observamos que la captacién mitocondrial de Ca** es superior en
las células de adenocarcinoma de colon que en las normales, tanto si el Ca** proviene de la
ECC, de la liberacién o, incluso, en células permeabilizadas donde se simula el mismo
incremento de Ca®* en ambos tipos celulares (Fig. 75). La mitocondria por su capacidad para
captar Ca’* regula la activacién e inactivacion de la ECC actuando principalmente como un
tampdn. Asi, las mitocondrias pueden retrasar la inactivacion de los receptores de IP; y el
rellenado de los depdsitos lo que favorece la activacion de la ECC y, ademas, dificulta la
inactivacién de los canales CRAC (Watson y Parekh, 2012). De esta forma, la mitocondria
podria favorecer el aumento de la entrada de Ca** en las células tumorales, retirando mas Ca**
gue en las células normales de colon. Ademas, mostramos que el potencial mitocondrial de las
células tumorales es mas negativo que en las normales (Fig. 75). Este incremento en el
potencial mitocondrial podria explicar el aumento de la captacion de Ca** por parte de la
mitocondria de las células tumorales, ya que la fuerza motriz con la que se transporta el Ca**
hacia este orgdnulo subcelular se incrementa en esas células. El aumento del potencial
mitocondrial puede ser debido a la sobreexpresién del factor de la H*-ATP sintasa mitocondrial
1 (IF1; del inglés, ATPase inhibitory factor 1) en el cancer de colon (Sanchez-Aragé et al., 2013).
Las células tumorales obtienen la energia principalmente de la glucolisis aerdbica a lo que se le
denomind el efecto Warburg. Asi, estas células transforman la mayoria de la glucosa en lactato
independientemente de la disponibilidad de O, (Vander Heiden et al., 2009). Recientemente,
este hecho se ha explicado por la sobreexpresion del IF1 en el cancer, un factor que inhibe la
H*™-ATP sintasa de la mitocondria lo que limita la disipacién del potencial mitocondrial que
ocurriria durante la sintesis de ATP pero que estd ausente o es muy limitada en las células
tumorales. Es decir, la inhibicién de la H*-ATP sintasa por la sobreexpresién de IF1 en el cancer
de colon disminuye el bombeo de H" al interior de la mitocondria lo que podria aumentar el
potencial mitocondrial de las células tumorales (Sdnchez-Cenizo et al., 2010). Por tanto, el
aumento del potencial mitocondrial en las células tumorales de colon con respecto a las
normales permite a la mitocondria captar mas Ca®* incrementando su eficiciencia para regular
la ECC.

Por otra parte, las diferencias en la captacion mitocondrial podrian ser debidas,
también, a un remodelado en la expresion del MCU y de MICU1. Una mayor expresion de MCU
explicaria el incremento de la entrada de Ca** en la mitocondria de las células tumorales. Asi
como, un aumento de MICU1 provocaria un incremento de la captacién de Ca** por parte de la
mitocondria a consecuencia de un aumento en la [Ca*'],, en cambio, produciria una
disminucién de la captacién a la [Ca**]c basal (Marchi y Pinton, 2014). Sin embargo, no
obtenemos diferencias significativas en la expresidn ni de MCU ni de MICU1 entre células
normales y tumorales de colon (Fig. 75), por lo que los cambios en la captacion mitocondrial

no son debidos a una variacidén en su expresion.
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Por otro lado, mostramos que la [Ca®']c basal es superior en las células tumorales de
colon que en las normales. Este hecho puede ser debido al incremento tanto de la ECC como
de la liberacién de Ca*" en las células tumorales. Por otro lado, estudiamos el potencial de
membrana en reposo y notamos que éste es mas negativo en las células tumorales que en las
normales (Fig. 75). Este factor podria contribuir al incremento de la ECC en las células
tumorales. El estudio de la ECC mediante imagen de fluorescencia esta condicionado, por
tanto, por el potencial de membrana de las células normales y tumorales de colon. Asi,
decidimos estudiar las corrientes operadas por depdsitos en ambos tipos celulares en
condiciones de whole-cell y voltage-clamp o fijacién de voltaje. Adema3s, el estudio de la Isoc
nos aportd indicios interesantes sobre cudles podrian ser los componentes moleculares que
median la ECC en cada caso. Los resultados revelaron que tanto las células normales como las
tumorales presentan una corriente Iac caracterizada por su alta selectividad a Ca%,
independencia de voltaje, pequefio tamafio, gran rectificacidon entrante y sensibilidad a La*" y
bajas concentraciones de 2-APB. Sin embargo, la densidad de corriente era diferente en ambos
tipos celulares, siendo la Icrac de las células normales de menor tamanfio que la de las células de

adenocarcinoma de colon (Fig. 75).

Por otro lado, observamos que en las células tumorales aparecia otra corriente
operada por depdsitos, una lsoc no selectiva, la cual no esta presente en las células normales
(Fig. 75). La existencia de diferentes Isoc en el mismo tipo celular ha sido reportada en otras
ocasiones (Gusev et al., 2003; Kim et al., 2009; Cheng et al., 2011; Skopin et al., 2013). En
cambio, es la primera vez que se observa un remodelado de la Isoc en el cancer. Las diferencias
en las corrientes operadas por depdsitos indican que puede haber diferencias de expresion de

los componentes moleculares de la ECC entre las células normales y tumorales.

La Icrac €n las células normales y tumorales puede estar mediada por cualquiera de los
canales de la familia ORAI o por una combinacion de ellos, ya que se ha descrito que todos
pueden funcionar como canales CRAC (Prakriya et al., 2006; Yeromin et al., 2006; Mercer et al.,
2006; Lis et al., 2007). Sin embargo, la inhibicion de esta corriente por el 2-APB descarta la
implicacion de ORAI3, puesto que se ha reportado que la corriente mediada por el mismo es
potenciada por ese agonista (Lis et al., 2007). Ademas, la Iczac NO fue alterada en ausencia de
Na* extracelular y fue reducida al sustituir el Ca®* por Ba** lo que demuestra su alta selectividad
a Ca’" y sugiere que esta corriente estd mediada al menos por Orail (Dehaven et al., 2007; Lis
et al., 2007).

En cuanto a la corriente Isoc no selectiva a Ca®* presente en las células tumorales de
colon, por sus caracteristicas podria estar mediada por alguno o varios integrantes de la
superfamilia de los TRPs. La baja selectividad a Ca* y la relacién corriente-voltaje
aproximadamente lineal, asi como el potencial de reversion proximo a 0 mV es similar a la

mediada por TRPC1 por lo que seria posible su implicacion en la misma (Lui et al., 2003).
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Incluso, esta corriente no selectiva podria estar llevada a cabo por la formacién de
heterémeros TRPC1/TRPC3 (Lui et al., 2005) o TRPC1/TRPV4 (Ma et al., 2011b).

Para determinar los participantes de la ECC en células normales y tumorales llevamos a
cabo un detallado estudio a nivel molecular. Para ello, estudiamos la expresién de diferentes
canales y sensores de Ca’ con la finalidad de averiguar directamente cuéles son los
componentes moleculares de la ECCy de las Isoc presentes en las células normales y tumorales
de colon. Para ello, seleccionamos una serie de candidatos que previamente han sido
relacionados con la ECC y/o la Isoc. Entre ellos, se encuentran los integrantes de la familia de
los TRPCs (Potier y Trebak, 2008; Cheng et al., 2013), TRPV4 (Ma et al., 2011b), TRPV6 (Vanden
Abeele et al., 2003), TRPMS8 (Thebault et al., 2005) y todas las isoformas de ORAI y STIM (Potier
y Trebak, 2008). Encontramos que TRPC7, TRPV6 y TRPMS8 solo se expresan en las células
normales de colon (Fig. 75). Como consecuencia, estos canales no podrian explicar el
incremento de la ECC en las células tumorales ni las diferencias en la Isoc entre ambos tipos
celulares. En cambio, la ausencia de su expresién puede estar relacionada con una pérdida de
funcién en las células tumorales. En el caso de TRPV6, se ha descrito que tiene un papel
fisiolégico importante en el transporte transcelular del Ca** en algunos epitelios absortivos

intestinales, entre los que destaca el epitelio del colon (Peng et al., 2000).

TRPC1, TRPC4 y las isoformas de ORAI y STIM se expresan tanto en las células normales
como en las tumorales. A nivel de mRNA, la expresion de TRPC1, ORAI2, STIM1 y STIM2 es
superior en las células tumorales con respecto a las normales y la de TRPC4, ORAI1, ORAI2 y
ORAI3 no varia significativamente. Sin embargo, a nivel de proteina, se sobreexpresan todos
ellos en las células tumorales excepto STIM2, cuya expresion se reduce (Fig. 75). Por tanto, el
incremento de la ECC podria ser debido al aumento de la expresion de TRPC1, TRPC4, ORAI1-3
y STIM1. Ademds, puesto que sabemos que las isoformas de ORAl y STIM1 sabemos que
median lerac €n otros tipos celulares, su sobreexpresion podria contribuir al aumento de esta
corriente en las células tumorales con respecto a las células normales. Por otra parte, la Isgc no
selectiva encontrada solo en las células de adenocarcinoma de colon podria estar mediada
principalmente por TRPC1, ya que, como mencionamos previamente, las caracteristicas de la
misma son muy similares a las corrientes llevadas a cabo por este canal (Fig. 75). Ademas, el
incremento de su expresién es de 5,2 veces, se trata de la proteina que mas aumenta su
expresion en las células tumorales. TRPC4, también, podria estar implicado en esa corriente,
sin embargo, su expresion tan solo aumenta 1,4 veces y puede que no sea suficiente para
promover la aparicién de la lsoc no selectiva exclusivamente en las células tumorales.
Asimismo, se ha descrito que TRPC4 forma una corriente lsoc conjuntamente con TRPC1, pero
ésta tiene un potencial de reversidn cercano a +40 mV (Cioffi et al., 2012) distinto del de la
corriente encontrada en las células tumorales de colon, el cual es cercano a 0 mV. Por tanto,

no es demasiado probable que TRPC4 medie la Isoc no selectiva de las células tumorales.
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La contribucion de estas proteinas a la ECC e Ilsoc fue estudiada mediante
silenciamiento génico. Encontramos que el silenciamiento de ORAI1 reduce la ECC tanto en las
células normales como en las tumorales de colon lo que indica que esta implicado en la
entrada de Ca®* en ambos tipos celulares. Su sobreexpresién en las células tumorales, por
tanto, podria explicar el aumento de la ECC en esas células con respecto a las normales. En
cambio, los resultados del silenciamiento de ORAI2 y ORAI3 apuntan a que ninguno de ellos
participa en la ECC de las células tumorales y que no son relevantes en el remodelado de la
misma en el cdncer de colon. Por su parte, la reduccién de la expresion de TRPC1 no produce
ninguna variacién en la ECC ni de las células normales ni de las tumorales. Como consecuencia,
TRPC1 parece no estar implicado, al menos, en la ECC inducida por tapsigargina. Como
consecuencia, el aumento de la ECC en las células tumorales, en principio, no se debe a la

sobreexpresion de este canal.

Los resultados muestran que la implicacién de STIM1 en la ECC de las células normales
y tumorales de colon es clara, ya que su silenciamiento reduce significativamente esta entrada
de Ca®* en ambos tipos celulares. Sin embargo, la reducciéon de la expresion de STIM2 solo
disminuye significativamente la ECC en las células normales. Los datos sugieren por tanto que
STIM1 media la ECC en ambos tipos celulares, pero STIM2 participa fundamentalmente en la
entrada de Ca?* de las células normales. No obstante, el doble silenciamiento de STIM1 y
STIM2 en las células tumorales provoca una disminucién superior a la producida tan solo por la
reduccion de la expresidn de STIM1 lo que sugiere que STIM2, también, puede participar en la
ECC de las células tumorales. En estas células en las que la expresion de STIM1 aumenta 3,7
veces y la de STIM2 se reduce cerca de 7 veces con respecto a las células normales puede que
el sensor de Ca®* que medie mayoritariamente la ECC sea STIM1. De esta forma, en las células
tumorales el efecto del silenciamiento de STIM2 sobre la ECC podria ser compensado por
STIM1. Debemos tener en cuenta que este resultado se obtiene al inducir la ECC con
tapsigargina, lo que provoca un vaciamiento maximo de los depdsitos y, como consecuencia, la
activacion de ambos sensores de Ca**. Puede que un vaciamiento mas leve no produjera la
compensacion de ese efecto, ya que en ese caso la ECC es activada principalmente por STIM2
(Brandman et al., 2007). Sin embargo, en las células normales el ratio STIM1/STIM2 es inferior
al de las células tumorales y, probablemente, STIM2 tenga un papel mas relevante mediando
la ECC.

En cuanto a los efectos sobre las corrientes, el silenciamiento de ORAI1 provoca una
disminucién en esa corriente tanto en células normales como en tumorales. Por tanto, este
hecho confirmaria que la lcrac €std mediada por ORAI1 en ambos tipos celulares. Por otro lado,
el silenciamiento de TRPC1 en las células normales no reduce la Igac, |0 que descarta su
participacion en la corriente selectiva a Ca®*. En cambio, la reduccién de la expresiéon de TRPC1
disminuye tanto el componente entrante como el saliente de la Isoc total de las células
tumorales. La reduccidn de la corriente saliente sugiere que TRPC1 esta participando en la lsoc

no selectiva. Por otra parte, la reduccién de la corriente entrante puede ser debido a que el
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silenciamiento tiene un efecto sobre el componente entrante de la Isgc no selectiva. Ademas,
es poco probable que TRPC1 participe en la Icrac, Ya que la baja selectividad de este canal a
Ca’* ha sido ampliamente descrita. Alternativamente, este resultado podria ser debido a que
ORAI1 y TRPC1 puede formar un complejo conjuntamente con STIM1 para llevar a cabo la
corriente operada por depdsitos (Kim et al., 2009). Esta posibilidad se ve reforzada por el
hecho de que la reduccion de la expresion de ORAI1 en las células tumorales disminuye,
también, la lsoc no selectiva. Ademas, la implicacion de ORAI1 en una corriente no selectiva a
Ca”* podria explicarse también por su participacién en la insercién en la membrana de TRPC1,
puesto que se ha descrito que la entrada de Ca’* mediada por ORAI1 puede controlar el

reclutamiento de TRPC1 a la membrana plasmatica (Cheng et al., 2011).

Se hace necesario discutir cual podria ser la funcién de TRPC1 en el remodelado del
cancer de colon, puesto que nuestros resultados apuntan a que participa en la corriente lsoc no
selectiva de las células tumorales, pero no estd implicado en la ECC. Este resultado es
consistente con su papel de canal no selectivo a Ca®* capaz de permear también Na*, ya que el
componente saliente de la Isoc no selectiva observado estd mediado principalmente por este
ultimo ién. Por tanto, su implicacidon en la tumorogénesis puede que no venga dada por el
transporte de Ca”’’. De esta manera, TRPC1 puede que ejerza su funcién controlando el
potencial de membrana y, como consecuencia, la fuerza motriz para la entrada de Ca®* durante
la ECC (Gees et al., 2010). Ademas, se ha reportado que este canal puede regular la progresion
del ciclo celular a través del control del volumen celular (Madsen et al., 2012). Asi, de esta
forma podria aumentar la proliferacion de las células tumorales. La contribucién de TRPC1 a la
proliferacién en otros canceres como glioma (Bomben y Shontheimer, 2010), cancer de
pulmoén microcitico (Tajeddine y Gailly, 2012) y de ovario (Zeng et al., 2013) es clara, por lo que
el aumento de expresién de 5,2 veces en el cancer de colon puede ser clave en el desarrollo

del mismo aumentando la proliferacién de las células tumorales.

Una vez descrito el remodelado del Ca*" intracelular en las células de adenocarcinoma
de colon, las principales bases moleculares del mismo y su implicacidon en algunas de las
caracteristicas tumorales como la excesiva proliferacion, capacidad de invasion y resistencia a
la muerte celular, se hace necesario saber cdmo se insertan estos cambios en la historia
molecular del cancer y si son comunes a otros tipos de tumor o son especificos de colon.
También deberiamos conocer las rutas sefializacién, oncogenes, genes supresores de tumores
y/o mutaciones particulares que pueden llevar al remodelado del Ca** intracelular en el cancer
colorrectal. Evidentemente queda mucho por saber al respecto, pero cabe discutir algunas
posibilidades. Por ejemplo, el aumento de expresién de TRPC1 en las células tumorales con
respecto a las normales podria ser explicado por la reduccién en el contenido de Ca®* de los
depdsitos en las células de adenocarcinoma de colon. Este hecho, es posible debido a que se
ha descrito que el vaciamiento de los depdsitos con tapsigargina incrementa la expresion de
este canal sin afectar a la ECC en células de cancer de prostata (Pigozzi et al., 2006). Ademas,

de forma similar, en la enfermedad de Darier, la cual afecta al epitelio de la piel, una mutacion
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en la SERCA2 reduce el contenido de Ca** de los depésitos aumentando, también, la expresion

de TRPC1 y con ello la proliferacion celular (Pani et al., 2006).

ORAI1 esta implicado a través de su participacidon en la ECC en la proliferacion de las
células procedentes de numerosos canceres como glioblastoma (Liu et al., 2011), cancer renal
(Kim et al., 2014), cancer escamoso esofagico (Zhu et al., 2014) y melanoma (Umemura et al.,
2014). Asi, la implicacion de ORAI1 tanto en la ECC como en la Isoc de las células normales y
tumorales de colon sugiere que el incremento de ambas observado en el cancer de colon

puede ser consecuencia del aumento de la expresién de este canal selectivo a Ca*".

Por otra parte, la sobreexpresién de STIM1 en las células tumorales de colon podria
explicar, también, el aumento de la ECC y de la Icrac por medio de su interacciéon con ORAIL
(Peinelt et al., 2006). Asimismo, puede contribuir a la aparicion de la lsoc no selectiva en las
células tumorales por la posibilidad de interaccionar con TRPC1 (Huang et al., 2006; Lopez et
al., 2006; Yuan et al., 2007). Previamente, se ha descrito que STIM1 estd implicado en la
proliferacion de células de cancer cervical (Chen et al., 2011), epidermoide (Yoshida et al.,
2012), glioblastoma (Liu et al., 2011; Li et al., 2013), cancer hepatico (Wu et al., 2015). Como
consecuencia, el aumento de la proliferacion en las células de cancer de colon obtenido en
nuestro estudio podria ser debido al incremento de la expresién de STIM1 en esas células con
respecto a las normales. Ademas, de manera consistente con nuestros resultados, se observd
que este sensor de Ca®* se encuentra sobreexpresado en tejido de cancer colorrectal respecto
a muestras de tejido normal del mismo paciente. En ese caso, el incremento de su expresion

fue relacionado con la migracién e invasion del tumor (Wang et al., 2014).

También, es importante tener en cuenta como cambia el ratio STIM1/STIM2 en las
células tumorales. Asi, en cancer de mama un ratio elevado STIM1/STIM2 es asociado con un
mal prondstico (McAndrew et al., 2011). Nuestro trabajo apunta que en las células tumorales
se produce un aumento del cociente STIM1/STIM2 de 25 veces a favor de STIM1. Por otra
parte, en células epiteliales de intestino de rata se ha mostrado que el aumento de la
expresion de STIM2 dificulta la translocacion de STIM1 a la membrana plasmatica y la
interaccion con TRPC1, la cual es esencial para la migracion celular cuando se produce un dafio
(Rao et al., 2012). De esta forma, en nuestro modelo de células de adenocarcioma de colon se
reduce la expresion de STIM2 considerablemente con respecto a STIM1. Por tanto, puede que
el remodelado de la expresién de ambos sensores de Ca** favorezca la interaccidn entre STIM1
y TRPC1 dando lugar a la aparicién de la Isoc no selectiva en las células tumorales. Es
interesante destacar que la expresion STIM2 se reduce a nivel de proteina, en cambio,
observamos que ésta aumenta a nivel de mRNA. El incremento de la expresion del mRNA de
STIM2 ha sido documentado previamente en tumores de cancer colon lo que puede sugerir
que este aumento contribuye a la tumorogénesis. Por el contrario, el estudio muestra que el
silenciamiento de STIM2 provoca un aumento de la proliferacién en células de cancer de colon

lo que indica que pudiera funcionar como un supresor tumoral (Aytes et al., 2012). Puede que
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la determinacién de la expresiéon de STIM2 a nivel de proteina en ese trabajo hubiera sido
esencial en el esclarecimiento de su funcidn en el cancer de colon. El aumento de la expresion
de mRNA de este sensor de Ca** en las células tumorales de colon puede que se trate de un

mecanismo de compensacién a la reduccion de la expresion de la proteina.

Por dltimo, nos queda aclarar cual seria el posible mecanismo implicado en Ia
disminucion del contenido de Ca®* de los depésitos en las células de adenocarcinoma de colon
con respecto a las células normales. Este puede consistir en el cambio de expresién de STIM2,
ya que se ha descrito que tiene un papel importante en la regulacién de la [Ca*]ge (Brandmann
et al., 2007). Tanto STIM1 como STIM2 se activan con el vaciamiento de los depdsitos de Cca*
lo que va a permitir su rellenado posterior. Sin embargo, STIM1 presenta una afinidad a Ca**
superior a la de STIM2. De esta manera, STIM2 es capaz de sentir descensos mas leves de la
[Ca*]ze (Brandmann et al., 2007). En las células normales de colon el ratio STIM1/STIM2 es
mayor, es decir, la diferencia de expresidon de ambos sensores de Ca* no es tan acusada como
en las células tumorales. En este caso, STIM2 va a controlar el rellenado de los depdsitos
cuando se producen descensos leves en su concentraciéon manteniendo asi, el contenido de
Ca®* de los depdsitos. En cambio, en las células tumorales de colon el ratio STIM1/STIM2 se
incrementa 25 veces por lo que el rellenado de los depdsitos es controlado principalmente por
STIM1. Este sensor de Ca*" induce el rellenado solo cuando se produce un gran vaciamiento de
los depésitos. El rellenado de los depdsitos a consecuencia de vaciamientos leves en las células
tumorales es menor que en las células normales lo que disminuye su contenido en Ca*. Por
tanto, la reduccién de la expresién de STIM2 en las células tumorales de colon produce una
disminucién en el contenido de Ca*" de los depésitos. Este hecho fue confirmado con el
silenciamiento de STIM2 en las células normales, puesto que provocd una reduccién del
contenido de Ca®* de los depésitos en esas células. Ademas, esta disminucién de la expresion
de STIM2 aumentd la resistencia a apoptosis de las células normales de colon. Por tanto,
STIM2 podria actuar como supresor tumoral incrementando la sensibilidad de las células a la
apoptosis al contribuir a mantener un elevado contenido de Ca** de los depésitos. Asimismo,
su papel como supresor tumoral es consistente con la localizacién de su gen en la region 4p15,
una zona susceptible de sufrir pérdida de heterozigosidad y con la disminucion de su expresion

en la transicion de moderado a alto grado Gleason en cancer de prdstata (Ashida et al., 2012).

Ademas de la reduccion de la expresion de STIM2 en las células tumorales, puede
haber otros mecanismos que disminuyan el contenido de Ca®* de los depdsitos. Asi, en el
cancer se ha descrito que tanto un aumento de la funcién del canal leak de Ca*" de los
depdsitos como una disminucion de la SERCA pueden provocar ese mismo efecto (Prevarskaya
et al., 2014). Anteriormente, se ha propuesto que IP;R puede operar, también como canal leak
(Szlufcik et al., 2006) y puesto que nuestros resultados muestran que en las células tumorales
hay una mayor expresion o actividad del IPsR que en las células normales, pudiera ser que esas
células presentaran, también, una mayor funcién del canal leak de Ca**. Por otra parte, la

SERCA puede estar regulada por la proteina supresora tumoral p53, ya que modifica su estado
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de oxidacién aumentando la carga del RE y con ello la apoptosis (Giorgi et al., 2015). En las
células HT29 se ha observado una mutacién en el gen de esta proteina (Ahmed et al., 2013),
por lo que puede que la pérdida de funcién de p53 disminuya el contenido de Ca®* de los
depdsitos al reducir la actividad de la SERCA aumentando la resistencia a la apoptosis de las
células tumorales de colon. Para confirmar el papel del canal leak de Ca** del RE y de la SERCA
en la tumorogénesis del cancer de colon seria necesario llevar a cabo mas experimentos

centrados en estudiar la actividad de ambos en las células normales y tumorales.

En resumen, nuestros resultados muestran que se produce un remodelado del Ca** en
el cancer de colon consistente principalmente en un aumento de la ECC y una reduccion del
contenido de Ca** de los depdsitos. El incremento de la ECC se correlaciona perfectamente con
un aumento en la proliferacién, asi como, la disminucién del contenido de Ca®* provoca un
incremento de la supervivencia en las células de adenocarcinoma de colon. También,
observamos que las células tumorales presentan una liberacién de Ca** superior a la de las
células normales lo que podria ser explicado por un aumento en la actividad y/o expresion de
los IPsR. Asimismo, las células de adenocarcinoma de colon presentan un potencial de
membrana mas negativo, asi como una [Ca**]c basal incrementada. Por otro lado, la captacién
mitocondrial de Ca®* es superior en las células tumorales de colon posiblemente a
consecuencia del aumento del potencial de la mitocondria lo que puede contribuir al
incremento de la ECC. Por primera vez, reportamos que el aumento de la ECC y de la Icgac €N
las células tumorales de colon puede deberse a un incremento en la expresion de ORAI1.
Ademas, es muy relevante el elevado aumento de la expresion de TRPC1, ya que puede estar
involucrado en la aparicién de una Isoc no selectiva que podria ser clave en la tumorogénesis. El
remodelado de la ECC y de la Icrac, también, puede deberse a una mayor expresion de STIM1
en el cancer de colon. Por ultimo, es interesante destacar que la reduccion de la expresion de
STIM2 es responsable de la disminucién del contenido de Ca** en las células tumorales de
colon lo que aumenta la resistencia a la apoptosis de esas células (Fig. 75). Asi, el estudio del
remodelado del transporte de Ca®* en el cancer de colon presentado en esta tesis pone de
manifiesto que tanto la ECC como el contenido de Ca’* de los depdsitos y las proteinas
implicadas en ambos procesos pueden ser una buena diana terapéutica o, incluso, pueden ser

utiles a la hora de disefar un nuevo método de diagndstico de los tumores de colon.
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La entrada capacitativa de Ca’" inducida tanto por tapsigargina como por agonistas
fisioldgicos es mayor en las células de adenocarcinoma de colon humano que en las
células epiteliales normales. Ese incremento de la entrada capacitativa de Ca®* en las
células tumorales de colon se correlaciona con un aumento en la proliferacién celular y su

inhibicidn previene la invasion de las células de adenocarcinoma de colon.

Las células de adenocarcinoma de colon presentan una liberacién de Ca** de los depdsitos
intracelulares mayor que las células normales debido posiblemente a un aumento de la

actividad y/o de la expresion de los receptores de IP;.

El contenido de Ca®* de los depésitos de las células tumorales de colon es menor que el de
las células normales lo que podria contribuir a la resistencia a la muerte y a la entrada

capacitativa de calcio inducida por agonistas fisioldgicos.

Las células tumorales de colon muestran una [Ca*']c basal mayor, asi como un potencial
de membrana en reposo mds negativo que las células normales. El aumento del potencial
de membrana en reposo de las células tumorales podria favorecer, al menos en parte, el

aumento de la entrada capacitativa de Ca”*.

La captacion mitocondrial de Ca** es mayor en las células de adenocarcinoma de colon
que en las células normales lo que puede ser explicado por el aumento del potencial
mitocondrial en las células tumorales. Este aumento de la entrada de Ca®* en la
mitocondria no es debido a cambios en la expresién ni de MCU ni de MICUL. El
incremento en la captacién de Ca®* mitocondrial en el cancer de colon podria contribuir al

aumento de la entrada capacitativa de Ca”*.

Las células tumorales de colon muestran una lcgac mayor que las células normales, asi

como una lsoc no selectiva presente solo en las mismas.

Los canales TRPV6, TRPM8 y TRPC7 se expresan en las células normales de colon pero
desaparecen en las células tumorales lo que puede estar relacionado con una pérdida de

funcién en estas células.

La expresién de todas las isoformas de ORAI, asi como de STIM1 estd incrementada en las
células tumorales de colon. El aumento de ORAI1 y STIM1 podria explicar el incremento
de la entrada capacitativa de Ca® y de la lcrac. Por el contrario, ORAI2 y ORAI3 no

participan en la ECC de las células de cancer de colon.

TRPC1 se sobreexpresa de manera importante en las células de adenocarcinoma de colon
con respecto a las células normales, mientras que TRPC4 solo aumenta ligeramente en
esas células. Asimismo, TRPC1 estd implicado en la lsoc no selectiva lo que indica que el
aumento de su expresion puede ser el responsable de la aparicién de esa corriente en las

células tumorales.
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10. La expresion de STIM2 se reduce considerablemente en las células tumorales de colon lo
gue podria ser responsable del vaciamiento de los depdsitos y la resistencia a la muerte

de las células tumorales.
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