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INTRODUCCION

1. EL CALCIO Y SU IMPORTANCIA COMO SEGUNDO
MENSAJERO.

El ion C&", es un segundo mensajero intracelular universéh @mactica totalidad de
los seres vivos tanto procariotas como eucaridtasimportancia de este segundo
mensajero radica en su versatilidad regulando wara variedad de funciones celulares
(Clapham, 1995). En las células eucariotas el @aeiencuentra compartimentalizado
en diversos organulos, pudiendo a su vez presentarso C& libre, o bien unido a
diferentes proteinas especificas. La movilizacitiracelular del C& citosélico junto a
la entrada de este i6n al citosol desde el medra@{ular o su liberacion desde ciertos
organulos, los denominados depdsitos o Béracelulares, son eventos implicados en

una amplia variedad de cascadas de sefializacr@cehilares (Berridge et al., 2003).

De esta forma, el Garegula procesos fisioldgicos tan varados cometglizacion, la
expresion geénica, la contraccion muscular, la semme etc. A continuacion, se
describira méas detalladamente el papel de la ge#n por C& en la regulacion de

algunos procesos biolégicos.

Apoptosis

La apoptosis ha sido definida como una forma décitio celular”. Es una via de
destrucciéon o muerte celular programada, utilizaolaorganismos multicelulares para
la eliminacion de células innecesarias o poten@atmperjudiciales (Kerr et al., 1972).
Morfologicamente se encuentra caracterizada porersldd procesos como la
condensacion de la cromatina y su marginacion @eiéeria del nacleo (picnosis), la
disminucién del tamafio celular, la fragmentacioh rilecleo y material genético, y
finalmente la formacién de cuerpos apoptoticosld@mumerosas vias de sefializacion
capaces de inducir y regular la apoptosis, tanfa€rias extrinsecas como intrinsecas,

el C&* desempefia un papel critico en algunas de sus etapas

La mitocondria toma un papel central en la vidmstca de la apoptosis.

EL PAPEL DEL CALCIO INTRAVESICULAR EN LA SECRECIONCELULAR DE LINEAS NEUROENDOCRINAS. 3
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La familia de proteinas sefalizadoras BCLE-Gell lymphoma R proapoptéticas
(BAX y BAK) y antiapoptéticas (BCL-XL y BCL-2), ebstrés oxidativo y sobre todo
aumentos prologados de la concentracién de €igosélico ([C47]¢) y mitocondrial
([Ca*]w) regulan la apertura del Poro de Transicién demBabilidad mitocondrial
(mPTP) (Tait & Green, 2010). Como consecuenciaadapkertura del poro se producen
cambios de potencial de membrana mitocond¥gl)( detencion de la sintesis de ATP
y la liberacién de diversas proteinas proapoptstadacitosol (Kroemer et al., 2007;
Chai et al., 2000), entre ellas del citocromo-ct{Cy; con la consiguiente activacién de
la via de las caspasas, efectores finales de lpt@g® con actividad proteolitica y
DNasa (Hengartner, 2000).

En cuanto a la via extrinseca, el aumento déTE€aromueve la activacién de la
calcineurina (CaN), que a su vez defosforila elngsga de muerte celular asociado a
BCL-2 (BAD), inhibiendo a BCL-XL e induciendo apopts (Wang et al., 1999). Por
otra parte la alteracién por estrés de la homessties C&" en uno de los principales
reservorios de G4 el reticulo endoplasmico (ER), puede activar asap especificas
(Nakagawa et al., 2000; Morishima et al., 2002). €5t0s mecanismos participan
diferentes canales i6nicos permeables a®' Csales como receptores de
inositol(1,4,5)trifosfato (IER), receptores de rianodina (RyR), el uniportaderCdt*
mitocondrial (MCU), el canal de aniones voltaje-elegiente (VDAC), canales de €a
operados por depésitos (SOCC), canales TR&n6ient Receptor Potent)aly canales
de C&" voltaje-dependientes (VOCC), que pueden interaeciacon los diferentes

factores proapoptoticos y antiapoptoticos (Kondatst al., 2015).

Contraccidon muscular

La sefializacion por Ghes un prerrequisito para el funcionamiento y &stitidad de
las fibras de musculo esquelético, cuya contrdictél estd basada en un mecanismo de
acoplamiento excitacion-contraccion. La contracai@nscular se inicia en la terminal
presinaptica de las motoneuronas. El impulso nsovigermite la apertura de canales
VOCC y desencadena la liberacion de acetilcolin€h()Aen la hendidura sinaptica
(Sine, 2012). Esto provoca la apertura de los tecep nicotinicos del sarcolema
(NAChR), causando su despolarizacion por los fld@dNd y K™ desde la apertura de

los canales i6nicos correspondientes.

4 EL PAPEL DEL CALCIO INTRAVESICULAR EN LA SECRECIONCELULAR DE LINEAS NEUROENDOCRINAS.
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Si se alcanza el potencial umbral, la despoladraniigrara a lo largo de los tubulos T
localizados en el entorno préximo del reticulo gplgsmico (SR) provocando la
apertura de los VOCC Ga.1 o mas conocidos como receptores de dihidromasd
(DHPR). La apertura de los DHPR induce una inteéacmecanica con los RyR del
SR, con los que se encuentran intimamente reactienbhos RyR que no interaccionan
intimamente con los DHPR se encuentran organizadadusters cercanos a dicha
interaccién, activindose y participando en la #b#n de C& (Cheng & Lederer,
2008). Estos procesos desencadenan un significatirento en la [G4c, en torno a
100 veces superior que la fCa basal de la miofibrilla, poniendo en marcha la
maquinaria contractil, mediante el mecanismo dealloCde los Puentes Cruzados
(Tanabe et al., 1988; Flucher et al., 2005). Bredmlacion de la contraccion muscular,
la homeostasis del &gjuega un papel crucial, en especial la liberadérCa* desde
los depdsitos a través de los RyR. Estos canakepusufrir procesos de modificaciéon
post-translacional como fosforilaciones, via prwejuinasa A (PKA), o calmodulina-
quinasa Il (CaMKIl). También pueden interaccionasn cproteinas tales como
calreticulina (o calsecuestrina en el SR), parvaiba y sarcalumenina, que a su vez

regulan la proporcion de Edibre existente en el SR/ER (Gehlert et al., 2015)

Expresion génica

Entre la amplia variedad de funciones celularesilagtqs por el Ca se encuentra la
activacion de diversos factores de transcripcidr. éemplo, en cardiomiocitos un
aumento de la concentracién de*Cauclear ([C4n) desencadena la defosforilacion
de NFAT (Nuclear Factor of Activated T-Ce)len respuesta a la activacion pof Gie
CaN, culminando en la expresion del péptido nadtico atrial (ANP) y la respuesta
hipertréfica adaptativa (Guatimosim et al., 20@8.igual forma, la activacién por €a
de CaMKII permite la activacion de MEFRIyocyte Enhancer Factor)2mediante
fosforilacion de la histona desacetilasa (HDAC)s@er et al., 2000). Otro factor
relevante activado por fosforilacion de CaMKIl eREB (Cyclic-AMP-Response
Element-Binding protei que a su vez media en la transcripcion de gengsocesos
antioxidativos y antiapoptoticos (Watson et al.p20jubojevic & Bers, 2015). El
aumento de la [Cqn permite la disociacién de DREAMDOwnstream Regulatory
Element Antagonist Modulatpdel DNA, facilitando la transcripcion de diversgenes,

participando en la neuroproteccion (Oliveira et2014).

EL PAPEL DEL CALCIO INTRAVESICULAR EN LA SECRECIONCELULAR DE LINEAS NEUROENDOCRINAS. 5
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Fertilizacion

Los espermatozoides recién eyaculados son, enippganpoco capaces de realizar la
fertilizacion del 6vulo. La idoneidad del mecanisi® fertilizacion depende de una
hiperactivacion, quimiotaxis, capacitacion, y réagcacrosomica adecuadas espacio-
temporalmente, en donde el incremento en |£[Qatracelular desarrolla un papel
esencial. Dicho incremento de fCJase debe fundamentalmente a la entrada dé &a
espermatozoide desde el medio externo en las tenidea Falopio del tracto
reproductivo femenino (Foresta & Rossato, 1994. familia de canaleatSper
presentes en los espermatozoides son los regutadeenciales de dicha entrada de
Cca&* y cruciales para la fertilidad del esperma (Kioklet al., 2006). Se trata de una
familia de canales voltaje-dependientes, permeableses monovalentes y divalentes
pero con mayor afinidad por estos ultimos. Estmattoente son heterotetrameros que
constan de tres subunidades auxiliares, y se etmandncalizados en la parte principal
de la cola de los espermatozoides (Singh & Rajeri2lél5). Estudios con ratones
knockdownde CatSperly CatSper2 mostraron un fenotipo estériles debido a la
incapacidad para generar la hipermotilidad delrespeequerida para la penetracion en
el oocito (Carlson et al., 2003; Quill et al., 2D0OBa apertura de estos canales esta
inducida por una serie de estimulos fisiolégicoddia@ns por nucleétidos ciclicos
(cAMP y cGMP), glicoproteinas, adenilil-ciclasaslubbtes y cambios en el pH
intracelular. En su regulacion estan implicadosaelal de protones voltaje-dependiente
del flagelo (Hv1), ATPasas de €ay diversos receptores de proteinas G (GPCR). La
importancia de estos canales idnicos en la matilidal esperma los convierte en
objetivo de las investigaciones en el campo dertdiflad masculina, la infertilidad y la

anticoncepcion.

Metabolismo mitocondrial

La acumulacién de Gaen la mitocondria regula un conjunto de funcicimésnsecas
de la misma entre las que se encuentra la produabe ATP por fosforilacion
oxidativa. Existen tres enzimas deshidrogenasde uhatriz mitocondrial, limitantes de
la cinética del ciclo de Krebs, susceptibles dévacibn por C&": la piruvato-
deshidrogenasa, que se encuentra regulada popsfiagaka dependiente de*Gda o-
cetoglutarato-deshidrogenasa y la isocitrato-despahasa, reguladas directamente por
el propio C&" (McCormack et al., 1990; Denton, 2009).

6 EL PAPEL DEL CALCIO INTRAVESICULAR EN LA SECRECIONCELULAR DE LINEAS NEUROENDOCRINAS.
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Frente a un incremento de [Cla y su propagacion a través del citosol, la mitociand
por medio de su canal MCU, puede acumular y modalanda de Ca (Montero et al.,
2000), a la vez que se ajusta a las demandas &@oasgde la célula aumentando la
sintesis de NADH y consecuentemente ATP (Jouawill@., 1999). La regulacion por
C&* del metabolismo mitocondrial no solo se limitasteeaspecto. El sistema ATP-
sintasa podria estar regulado pofCdiversos sistemas de transporte de metabolitos
(Aspartato/Glutamato) y subunidades reguladorasiddl (MICU1-2) capaces de unir
Cd" a alguno de sus domini&-Hand (Wiederkehr & Wollheim, 2012; Rizzuto et al.,
2012).

Proliferacion celular

La proliferacion celular es un mecanismo complejogido por un conjunto de
proteinas asociadas a la sefializacién p6f €@adiferentes regiones subcelulares. Se ha
determinado que el origen de la sefial que desemaddeproliferacion celular es la
entrada de CA desde el medio extracelular, siendo la’[Caecesaria para activar
dicha seial significativamente mas elevada en a®luiormales que en células
tumorales (Boynton et al., 1977). En células ndtektes la entrada de €ase realiza
mayoritariamente a través de SO@#ofe Operated Calcium Entriesntrada de calcio
operada por depdsitos), mientras que en célulatabbas los canales VOCC ejercen un
importante papel. Recientes estudios sugierenaqoeritribucion del mecanismo SOCE
a la proliferacion celular es mas importante quepiapia entrada de €ao el
funcionamiento de los canales (Borowiec et al. 422®into et al., 2015). En células de
melanoma, la iniciacién del mecanismo SOCE desemcath activacion dependiente
de C&'/Calmodulina (CaM) de la cascada de sefializacibmpmi¢o-oncogén tirosina-
proteina quinasa (Src)/proteina fosfatasa 2 (PP2#Pina quinasa B (PKB),
responsable de la malignizacién del tumor (Fediddeil et al., 2012). Por otra parte,
en células endoteliales de vena umbilical humahaijlenciamiento de las proteinas
implicadas en el mecanismo SOCE (Orail, STIM1 yM&)l condujo a una mayor
proporcion de dichas células en estadios S y GZMidlo celular (Abdullaev et al.,
2008). De estas proteinas mencionadas, la famdliprdteinas Orai parece tener un
papel critico en la sefalizacién por °Ca través del SOCE y por tanto en la

proliferacion celular.

EL PAPEL DEL CALCIO INTRAVESICULAR EN LA SECRECIONCELULAR DE LINEAS NEUROENDOCRINAS. 7
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En la linea celular de cancer de mama (MCF-7)jlehc@amiento de Orai3 indujo la

detencion del ciclo celular en la fase G1, a tradeda ruta de MAP-quinasas y la
activacion de la via c-myc (Faouzi et al., 20119s Imecanismos por los cuales las
proteinas implicadas en el SOCE controlan la m@dion celular no se conocen con

profundidad, siendo motivo de activas investigaesoen la actualidad.

Requlacién de la exocitosis

El denominado acoplamiento estimulo-secrecion emedanismo basico implicado
tanto en la neurotransmisién como en la secrecismdnal, actuando el €acomo
nexo regulador entre el estimulo y la respuestaigtiza (Douglas, 1968). En células
excitables, existe un modelo de activacion, dondstémulo es un potencial de accidn
que despolariza la membrana plasmatica, permitiendotrada de Gadesde el medio
extracelular principalmente a través de VOCC y @oraumento de la [g¢ rapido y
muy localizado (Garcia et al., 2012; Rorsman et24112). En células no excitables,
existe otro modelo de activacion donde el estimagliva una cascada de sefializacion
generalmente a través de proteinas G, con liberad® C&" desde depdsitos
intracelulares, principalmente el ER a través df IBerridge, 2009). En este ultimo
caso el aumento de la [Er es generalmente menor, menos localizado y mas
permanente en el tiempo. Conforme se produce elemaiomde [C&]c, diversas
sinaptotagminas presentes en las membranas vesiulateraccionan con el €a
desestabilizando el complejo proteico SNARE&oI(ble N-ethylmaleimide sensitive
fusion proteins Attachment Protein REceptgr desencadenando la fusion de los
granulos de secrecion (SG) con la membrana plasangitie conduce a la exocitosis de
su contenido (Sudhof, 2013; Messenger et al., 208dle proceso de acoplamiento
estimulo-secrecion se encuentra regulado espaupet@mente, debiendo
considerarse la contribucién de los depésitos dé iBaacelulares. De hecho, el papel
que desempefian estos reservorios dé ¥’su homeostasis, en especial los granulos de
secrecion, a regular su propia exocitosis es undodetemas principales que se

discutiran a lo largo del presente trabajo.

8 EL PAPEL DEL CALCIO INTRAVESICULAR EN LA SECRECIONCELULAR DE LINEAS NEUROENDOCRINAS.
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2. ORGANIZACION ESPACIO-TEMPORAL DE LA
SENAL DE CALCIO.

En el apartado anterior se han expuesto variospipsngue muestran la diversidad de
funciones fisiolégicas reguladas por el?CaPor ello las elevaciones de f[(a
requieren de una precisa regulacién espacio-temperaeventos rapidos como la
neurotransmisién o la contraccién muscular, se genéiujos de entrada de €aal
citosol, que dan lugar a grandes incrementos d&][@ealizados, responsables de la
regulacion de estos eventos (Montero et al., 28@0ridge, 2006). En procesos mas
duraderos como la expresién génica o la proliféracelular, los flujos de entrada de
Cd* se modulan e integran en una sefial global de Bugacién que se propaga a
través de la célula. Las sefiales dé*@ecluyen un amplio mecanismo de regulacién
gue se puede implicar incluso a la expresion géteceomponentes de la propia sefial.
Tal es el caso de la regulacion del factor CREB@uronas por la apertura de canales
VOCC, a través de la interaccion con CaMKII (Wheeleal., 2008). Por otra parte,
aumentos prologados de la fJa pueden tener efectos negativos en la célula,ritma

a desencadenar procesos apoptoticos.

En ciertas condiciones las [€gr pueden aumentar de forma localizada, que se
denominan microdominios de altoCdlegando a alcanzar valores de {¢auperiores

a 300pM en algunos tipos celulares. La regulacién ld [C&'] en dichos
microdominios se debe tanto a la existencia de tgmadores citosélicos, que reducen
la difusion del C& a lo largo de la célula como a los sistemas iroratibs en la
captacion y liberacién de dicho €4Rizzuto & Pozzan, 2006). Estos sistemas son los
responsables de la modulacién espacial y la amndpldel microdominios. Los
microdominios de C& se producen en regiones celulares muy concretam @
entorno de los canales responsables tanto de tadantle Cd desde el medio
extracelular como su liberacion desde compartingeimtracelulares. A lo largo del
presente trabajo se detallaran los mecanismos @®r gue se generan estos
microdominios de alto Gay su contribucién en la regulacién de procesasléigicos,

en especial la exocitosis.
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3. HOMEOSTASIS DEL CALCIO CELULAR.

A diferencia de otros segundos mensajeros intrkezek) la caracteristica principal de
la sefial del C&, es que su regulacién se basa en la compartirzemiah dinamica en
diferentes regiones intracelulares y a través agrdmbrana plasmatica. En la célula en
reposo la [C&]c se sitiia en el rango entre 50-200nM dependientitipte celular,
mientras que en el medio extracelular es de 1-2EMel interior de la célula existen
organulos que actiian como depdsitos d.Ehistoricamente el ER (o el SR en células
musculares) se ha considerado que juega un papsbrdral en la movilizacién del
Cd"*. No obstante, existen otros compartimentos contoraplejo de Golgi (GC) o los
granulos de secrecién, que pueden tener relevancigpos celulares como las células
neuroendocrinas (Haigh et al., 1989). Se ha estnuge la [C&] en estos diversos
depaositos se sita entre 300uM y 1-2mM para el EdRréro et al., 1997; De la Fuente
et al., 2013), entre 200 y 300 uM para el GC (Pimtbal., 1998; Aulestia et al., 2015) y
entre 20-100uM en los SG (SantoDomingo et al., 20080).

Los estimulos externos que producen la activac®tadsefial de G§ pueden actuar
regulando la entrada de Calesde el medio extracelular, y/o liberand§*Gresde los
depdsitos intracelulares. Existe un gran nimercadeles implicados en la sefalizacion
de C&" cuya apertura permite el flujo de este i6n a fal@gradiente electroquimico.
La expresion de estos canales puede variar enomterae funcion del tipo celular. Se
encuentran localizados fundamentalmente en la mamalplasmatica y en los depdésitos
intracelulares, y su regulacion es crucial en lacién estimulo-respuesta (Berridge,
2012). Existen un conjunto de proteinas intracedglaqgue se comportan como
amortiguadores de &ay que también contribuyen a la regulacién de G&c, en

especial en la entrada de’Cal citosol (Schwaller, 2010).

La recuperacion de los niveles de?Gatosélico, tras la estimulacion celular, se basa
sistemas de captaciéon de’Caor los depdsitos intracelulares y de extrusiéeizhal

medio extracelular. En este proceso participarERasas de G4 que bombean el i6n
al medio extracelular o al interior de los depdsiten contra de gradiente

electroquimico y con gasto de ATP.
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Otros sistemas presentes en muchos tipos celidarels intercambiadores Ma&".
Estos sistemas utilizan la energia libre liberadrn g transporte de Na favor de
gradiente electroquimico para bombear'Cal medio extracelular o los depésitos
intracelulares, sin gasto de ATP. A diferencia @® danales estos sistemas tienen una
escasa regulacion. Las mitocondrias, como reserdimamico de C3, juegan también

un papel fundamental en la modulacién espacio-teahple la sefial de acitosdlico.

A través del MCU, las mitocondrias son capaces ajeac y almacenar €ahasta
niveles cercanos a 2-3mM (De la Fuente et al., R(HS C& posteriormente puede
liberarse gradualmente mediante sistemas intercalol@s. En I&ig. 1 se presenta un
esquema de los principales sistemas que comporemiaostasis de Ezacitosélico en

un modelo de célula neuroendocrina.

Stimulus
Na‘f3 13 2 7 “{
- — )
PIP, //
s Ao OB
A I P

\S P

N, Na* ¢

Ca?*binding
proteins

[ L)

Mitochondria

Fig. 1. Homeostasis de (4 en el modelo de célula neuroendocringSe expone un ejemplo de la regulacién de
flujos de C&" celular donde participan el reticulo sarcoplasreicdoplasmico (SR/ER), la mitocondria
(Mitochondria) y los grénulos de secrecién (SG).eBeuentran representadas las ATPasas &&SERCA (y/o
SPCA) (1), la PMCA (2), y los sistemas intercambiadddd/Ca* NCX, mNCX (3 y 4 respectivamente) y T/ad*
mCHX (5). Por otro lado se muestran los canales V@&CROCC (7) y SMOCC (8), la entrada capacitativa a
través de SOCC (9) y los canales de depdsitos @ftfaces IRR e RyR (10 y 11 respectivamente). En la
mitocondria se muestra la captacion dé*Gatravés del MCU (12). Como ejemplo de estimulaciérexpone la
cascada PLC-i(13). Otros procesos representados son la iniéracon proteinas de unién a®da regulacién de
IP;R y RyR a través de &2(CICR) y el proceso de exocitosis a través del cejuyBNARE mediado por la entrada
de C&".
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3.1 Amortiguadores intracelulares de calcio.

En el citosol se han identificado mas de 100 tg®groteinas capaces de unif'C8in
embargo, solo se consideran amortiguadores dedRasélico a un pequefio subgrupo
de proteinas que presentan moti&sHand Las proteinas amortiguadoras de*'Ca
constituyen la primera linea de modulacién de lop$ de C&' citosélicos tras la
estimulacién celular. Los amortiguadores de?*Caitosélicos principales son: la
parvalbumina (PV), la calbindina-D28K (CB-D28K), k calretinina (CR). La
capacidad de tamponamiento de la sefial dé za estos amortiguadores depende de
los parametros de concentracién y movilidad inttdae selectividad por Gafrente a

otros iones, y cinética de unién y liberacién dei"C

La PV presenta una cinética de unién &' @enta pero de alta capacidad por este i6n, lo
que no permite regular el incremento inicial efGa®*]c sino, por el contrario, los
procesos de salida, mas lentos, una vez se hazattmta amplitud maxima de dicho
incremento. La concentracién de PV puede variadaldsnM en células musculares,
participando en el proceso de relajacion (TikunoR&me, 2009), hasta 50-100uM en
diferentes poblaciones neuronales, interviniendia grasticidad sinaptica a corto plazo
(Collin et al., 2005).

La CB-D28K y la CR presentan una cinética de uai@#&" mas rapida, siendo capaces
de regular los incrementos de ffJa en las primeras etapas de la sefializacién, por
ejemplo, interviniendo en la modulacion de secrectd® insulina en célulag-
pancreaticas (Sooy et al., 1999). Su concentra@dia desde 1mM en células ciliares
del saculo (Hackney et al., 2005) hasta 30-400uMifementes poblaciones neuronales
(Schwaller et al.,, 2002; Gall et al., 2003). Adicdmente a la CB-D28K se le ha
atribuido un papel como sensor de*Caudiendo interaccionar entre otros con la
ATPasa de la membrana plasméatica (PMCA) y la sdawhi del canal Cal.2, si bien

su relevancia fisiolégica no se conoce en detalteaatmente (Morgan et al., 1986;
Christakos et al., 2007).

Recientemente se ha propuesto un papel amortigud@d* para el sensor de €a
CaM, interviniendo en la exocitosis y la plastidddnaptica (Timofeeva & Volynski,

2015).
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La actuacién coordinada de estos amortiguadoreatfeen la presinapsis es crucial
para regular el fenémeno de facilitacién en larb&n repetitiva de neurotransmisores
(Burnashev & Rozov, 2005).

Los depésitos intracelulares de?Cposeen su propio sistema tamponador para este ion.
La calreticulina es responsable del amortiguamiaigb 50% del C& en el ER,
presentando una alta capacidad de unién?4(€mol de C&/mol de proteina), y baja
afinidad (K; = 2mM) (Nakamura et al., 2001). Las proteinas éimeadoras de Gadel
lumen del ER como calreticulina, BiBifding immunoglobulin Prote)ny GRP94
tienen funcion de chaperonas, responsables detatorplegamiento y transporte de
proteinas sintetizadas en el ER (Schrag et al.1;208mb et al., 2006). En el SR la
calsecuestrina (CSQ) es el amortiguador d€ @es abundante, presentando también
alta capacidad y baja afinidad por’Ceon la peculiaridad de oligomerizar en funcién
de la [C&"] (Wang et al., 1998). Parece que ademaés, puedaramimo sensor de €a
modulando la actividad de los RyR (Wei et al., 20@ros compartimentos de €a
como el CG y los SG también poseen sistemas detigmamiento de CGi como se

mencionard posteriormente (Prins & Michalak, 2011).

3.2 Sistemas de entrada de calcio al citosol.

El aumento de la [G4c frente a un estimulo varia tanto en funcién déhedo como

la respuesta que posteriormente desencadena, mddsé& su amplitud, distribucion
espacial y permanencia temporal. Inicialmenteueiento de la [Cd]c puede deberse
a la entrada de Gadesde el entorno extracelular o a través de swalkifibn desde

depésitos de Gaintracelulares.

3.2.1 Canales de calcio de la membrana plasmatica.

La entrada de Gadesde el medio extracelular se lleva a cabo gragliagradiente
quimico de C& existente entre el medio intracelular (M) y el extracelular (18M),

y eléctrico con un potencial de membrana de -60oVrespecto al medio extracelular.

A pesar del enorme gradiente electroquimico existdas células en condiciones de
reposo se mantienen impermeables & Gagulandose su entrada a través de una serie

de canales localizados en la membrana plasmética.
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La apertura de estos canales se regula segun rieadsesstimulos, por los cuales se
clasifican en canales de Caperados por voltaje (VOCC), canales dé*@merados
por receptor (ROCC) canales de*Caperados por depdsitos (SOCC) y canales dé Ca

operados por segundos mensajeros (SMOCC).

Su expresion depende del tipo celular e inclus@aelo de maduracion de la célula. Su
distribucion en la membrana plasmatica puede nd\@®ogenea, aspecto crucial para
la generacién de microdominios de altc®C#or ejemplo, las célulgspancreéaticas
tienen una pequefia expresion de canales VOCC goaswn 5-10% de la presente en
células cromafines de médula adrenal, pero esttasase encuentran localizados en
regiones concretas de la membrana plasmatica, derzanas con alta densidad en SG,
de modo que pequefias entradas dé &dravés de estos canales son suficientes para

desencadenar la secrecion de insulina (Gilon ,e2@14).

3.2.1.1 Canales de calcio operados por voltaje (VOCC)

Los canales de Gavoltaje dependiente¥/¢ltage Operated Calcium Channel{40CC;
Cass) se encuentran en la membrana plasmatica desdxtitables, como neuronas,
células neuroendocrinas y musculares, siendo umeel® clave en la transduccion de
las sefiales eléctricas. Se identificaron por prdmez en el misculo de crustaceos (Fatt
& Katz, 1953).

Ante un estimulo despolarizante, estos canalegrswin cambio conformacional que
permite su apertura provocando la entrada dé @zsde el medio externo a través del
gradiente electroquimico existente y desencadenpratesos fisioldgicos tales como
trasmision sinaptica, secrecion, contraccion mascyl expresion génica entre otros
(Stanley, 1993; Deisseroth et al., 2003; Dolmet2603). Posteriormente, en estado de
reposo y con la membrana hiperpolarizada, dichoalesa vuelven a la conformacion
cerrada. Estos canales juegan un papel fundamamntal generaciéon de microdominios
de alto C&', ya que pueden interaccionar intimamente con RyBl easo de musculo
esquelético, o bien con los SG a través de prataishcomplejo SNARE (Berridge,
2012).
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Estructuralmente Hig. 2) los canales VOCC son complejos heteromultiméricos
consistentes en una subunidadformadora del poro y un conjunto de subunidades
auxiliaresp y ay-6 responsables de la localizacion, trafico y estamion del canal en

la membrana (Buraei & Yang, 2010). Otras subunigladguladorasy( p95, etc.) han
sido descritas en ciertos tejidos como musculoadétjco y neuronas. Cada subunidad-
a esta formada por cuatro dominios homdlogos, ctargiss en seisi-hélices
transmembrana (S5), localizandose el sensor de voltaje en la uni8adSe han
descrito tres subfamilias de canales VOCC, clasifis en funcion a su conductividad,
caracteristicas biofisicas y su respuesta farmgwaiécomo se muestra de forma
resumida en |dabla 1 (Ertel et al., 2000; Dolphin, 2006). Esta diveasiduncional se
puede explicar por la existencia de diferentesamées funcionales de procesamiento

alternativo, de la subunidad principalmente (Catterall, 2011).

ca? Fig. 2. Organizacion de las subunidades de los VOCC
Se muestra la subunidad, que contiene la regién del
poro y el sensor de voltaje asi como los sitiosimién
para la modulacién por €ay farmacos. En algunas
subunidades; (*) existen regiones de interaccién de los
canales con las vesiculas sinapticas o bien los RYR d
musculo esquelético. La subunidagl extracelular esta
vinculada a la subunidad, y junto a la subunidag

Synaptic 4—7 * o

vesicle

Ryanodine ambas presentan una region transmembrana. La
£eoaptor subunidadB, es objetivo de algunas vias de modulacion
de los canales. Imagen modificada de Berridge, 2012.
Subfamilia Caracteristicas Funcionales | Conductividafl Bspuesta Farmacoldgica Localizacion

Presentan una alta conductancia, y TiPo L Sensibles a dihidropiridinas, MUsculoy células

Ca1(1.1-1.4) | yna lenta inactivacion dependiente|de _ fenilaquilaminas, y neuroendocrinas.
voltaje. Long-lasting benzodiacepinas.
No-L: Sensibles a toxinas poIipeptidicaﬁeuronas de sinapsis
Caz2(2.1-2.3) Requieren L_ma f:\}lta despolarizacion presentes en venenos de i P
para su activacion (HVA). N, P/Q, R. serpientes e invertebrados. rapicas.
.Pres<?ntan un.a baja conductancia, y se Gran variedad de tipos
inactivan rapidamente. )
Tipo T . celulares, donde modulgn
Insensibles a agentes ) L
Ca,3(3.1-3.3) el Potencial de Accion, yf

Requieren una pequefia
despolarizacién para su activacion
(LVA).

farmacolégicos especificos.

Transitorias el control de patrones dq

disparo repetitivos.

Tabla 1. Clasificacion de los VOCCSe muestra la clasificacion de los VOCC descritomamiferos, en funcion
de su conductividad y respuesta farmacolégicacmbda principal localizacién en células.
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La subfamilia de canales @a(1.1 — 1.4)tienen una capacidad de conduccion de
corriente relativamente grande, y se modulan fumtaimente por AMP ciclico
(cCAMP) a través de proteina quinasa A (PKA), y istesna C&/CaM entre otros
mecanismos. Estos canales estan presentes ercqmaatite todas las células excitables,
constituyendo la principal via de entrada dé*@a musculo cardiaco, esquelético y
liso. En células neuroendocrinas son responsaldeta dniciacion de la secrecién
hormonal y de neurotransmisores. En neuronas megalaexpresion génica y la

integracion de la sefial sinaptica (Yang & Bergg28@6; Flavell & Greenberg, 2008).

La subfamilia de canales &a(2.1 — 2.3)al igual que los canales de corriente tipo L o

Ca/1, requieren una alta despolarizacion para sevaaltis pero su conductancia es
menor. A cada variante genética se le ha asignadipa de corriente caracteristica: N
(Neutral; Cg2.2); P/Q (Purkinje; G&.1); R (Resistente; G2.3). Su papel es clave en
el control de la liberacion de neurotransmisoredaesinapsis y de ahi su expresion
fundamentalmente localizada en sistema nerviosenifidirvoll et al., 2013). Los
canales Gg.1 se modulan por diversos mecanismos, destacraistema Ca/CaM,

y la inhibicion por neurotransmisores a traves m¢ginas G. No se inactivan durante la
etapa de despolarizacién y se bloguean selectitammr law-agatoxina IVA con
diferentes afinidades para las variantes P y Qrskg@iomposicion de sus subunidades
(Llinas et al., 1989; Wakamori, 1998). Los candkz2.2 tienen generalmente una
inactivaciéon mas rapida que los canales de tipsék ploquean irreversiblemente por la
o-conotoxina GVIA (Olivera et al., 1994). Los carmalég 2.3 se caracterizan por una
rapida inactivacion y su resistencia general adamas peptidicas a excepcion de la
toxina SNX-482, presente en una especie de tagaitighwcomb et al., 1998).

La subfamilia de canales (3.1 — 3.3)presentan activacion a bajos potenciales de

membrana y una baja conductividad, aunque debidogean activacion estos canales
son capaces de transportar grandes cantidades’teDehido a su rapida inactivacion,
su funcion esta mas relacionada con el inicio yteramiento de potenciales de accion
repetitivos como la funcién “marcapasos” del nodwatrial cardiaco o los patrones
ritmicos de neuronas talamocorticales (Berridge,220Se encuentran modulados a
través de receptores de proteinas G. En célulamafimes inmaduras se expresan

débilmente, dejando de expresarse en células nwafMedhapatra et al., 2012).
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3.2.1.2 Canales de calcio operados por receptor (ROCC)

Los canales de Gaoperados por receptoR¢ceptor Operated Calcium Channels
ROCC) son canales iénicos multiméricos que permieentrada de Ghal citosol a
través del cambio conformacional producido por ganista extracelular como puede
ser un neurotransmisor. Este agonista puede adiiear en el propio canal,
denominandose ionotrépicoson entrada de €adesde el medio extracelular. Otros,

metabotrépicgsse activan generalmente a través de un recestorago a proteinas G.

Los receptores ionotropicos se clasifican estrathente y segun el tipo de efector del
canal, existiendo tres grupos principales. A caaidn se expondran los tres grupos

de canales ROCC con ejemplos representativos @egrado.

Los receptores P2Xcomponen una superfamilia de ROCC ionotropicg® @gonista

es el ATP extracelular, induciendo despolarizaaiénla membrana plasmatica y la
entrada de Na K" y C&". Estructuralmente son homo/heterotrimeros compsiez
siete subunidades diferentes (R2)X situandose los extremos C- y N- terminal en el
citosol y con un gran dominio extracelular, ectodoo) que contiene los sitios de
unién a ATP Fig. 3) (Giniatullin & Nistri, 2013; Habermacher et aR016). La
composicién de las diferentes subunidades configasapropiedades biofisicas del
canal. Estos canales se encuentran distribuidosmechos tipos celulares tanto
excitables como no excitables, donde cumplen dagefsnciones (Benham & Tsien,
1987; Berridge, 2012). Si bien se suelen exprasda enembrana plasmaética, también
se han localizado en membranas de diferentes dagacomo el receptor P2Xen
lisosomas y cuerpos lamelares (Qureshi et al.,;280@ng et al., 2014; Miklavc et al.,
2011).

Fig. 3. Organizacion molecular de los
receptores P2X. En la estructura
cristalina del canal se muestran los sitios
de unién a ATP, el vestibulo extracelular
donde se acumulan los diferentes iones,
las fenestraciones laterales por donde
generalmente se produce su entrada y

B teral una hendidura cfevice con funcion

- fenestration actualmente desconocida, si bien puede
tener relacion con la inactivacion lipidica
crevice del canal. Imagen modificada de

Habermacher et al., 2016.

EL PAPEL DEL CALCIO INTRAVESICULAR EN LA SECRECIONCELULAR DE LINEAS NEUROENDOCRINAS. 17



INTRODUCCION

Los receptores nicotinicos de acetilcolifl@AChR) son ROCC ionotrépicos que

pertenecen a la superfamilia de receptor€gs-loop Estructuralmente son
homo/heteropentadmeros que configuran un canal pélmea Na y C&*. La gran
variedad de subunidades existentes configuran sueadilidad. Se expresan en una
gran variedad de tejidos, principalmente en sisteemaoso central y periférico, con un
papel crucial en la sinapsis de la placa motorembién se expresan en un gran numero
de células no neuronales como las células delliepiieonquial y del sistema inmune
(Karlin, 1993; Wu & Lukas, 2011). Se han descrits enecanismos para la actuacion
del nAChR; uno mediante despolarizacion de la mamibrplasmatica, propio
Gnicamente de células excitables, y otro asociddaeatrada e inicio de la sefializaciéon
por C&". Se han descrito una gran variedad de agonistasegéos canales siendo los

mas representativos la acetilcolina (ACh) y la ti@(Glndisch & Eibl, 2011).

Los receptores de N-metil-D-aspartalMDAR), son ROCC ionotrépicos de la

superfamilia de receptoreke Glutamatp con una permeabilidad a iones no selectiva
pero mas especifica a TaEstructuralmente son tetrdmeros compuestos psr do
subunidades esenciales GIuN1 y dos subunidades 2GAN) o GIluN3(A-B)
(Brothwell et al., 2008). Son activados por el m&@nsmisor glutamato y bloqueados
por Mgf* en forma dependiente de voltaje. Dentro de la Ifande receptores de
glutamato, su lenta activacién e inactivacion, gesencadena una entrada dé'Ca
prolongada, les hace idéneos para la plasticidaélptca, teniendo importancia en

procesos de memoria y aprendizaje (Sanz-Clemeite 2013).

3.2.1.3 Canales de calcio operados por depdsitos (SOCC)

Una de las principales fuentes de®Cpara sefializacién proviene de los depdsitos
intracelulares y en especial del ER, cuya homegstasulta critica, ya que niveles
bajos de C4 en este depésito pueden desencadenar fenémenestrds celular o
apoptosis. En las décadas de los 80-90s diverspogde investigacion propusieron
que ante una deplecién de’Can el ER, por ejemplo inducida por estimulos deolP
Cd" a través de receptores deRPy RyR respectivamente, las ATPasas dé& @al
reticulo sarco/endoplasmico (SERCA), participaréan la acumulaciéon de €aen
colaboracién con un conjunto de canales reguladosebnivel de llenado de dicho

depodsito, en un mecanismo denominado entrada taipexi de C& o SOCE.
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Posteriormente, se detectdé una corriente principaiende C&, e independiente de
voltaje, receptores y cambios en la i@ denominada ckac (Calcium Release
Activated Currentevidencia de dicho mecanismo (Putney, 1986; 18@th & Penner,
1992). Los canales de €aoperados por depdsitos intracelular8sofed Operated
Calcium ChannelsSOCC) se activan, por tanto, en respuesta a ignardicion de la
[Ca®'] de los depositos intracelulares, y suponen lacjpal via de entrada de €a
desde el medio extracelular en células no excialjleuna via importante en células

excitables.

Si bien este modelo SOCE fue ampliamente aceptal@xistido un debate sobre la
identidad de los componentes implicados y su furaigento. Diversos estudios
genomicos identificaron el papel de las proteinB8Ig STromal Interaction Molecu)e

y Orai en la entrada operada por depdsitos (Raals, &005; Feske et al., 2006). STIM
es una proteina transmembrana compuesta de un ido@xerminal dispuesto en el
citosol y el N-terminal en el lumen de los depdsitundamentalmente el ER. En el
dominio C-terminal se distingue una region CADRAC Activation Domajny en el
dominio N-terminal un dominio EF-SAMEF-Hand — Sterile Alfa Moljf La region
SAM presenta residuos hidrofébicos responsablda déigomerizacion de STIM. En
humanos existen dos tipos de STIM (STIM1-2) y tipss de proteina Orai presenta
(Orail-3) siendo STIM1 y Orail las mas activas.i@m encuentra localizada en la
membrana plasmatica y estructuralmente se comporeatro hélices transmembrana
situdndose los extremos C-terminal y N-terminalekdado citosélico con regiones
altamente conservadas en la interaccion con STBWeEponsable de la formacion del
poro del canal con alta selectividad pof'Geente a N& Actualmente se ha asume que
dicho canal es un hexamero de unidades Orai (Hoal.e2012). Previamente al
descubrimiento de Orali, se propusieron los can&®SC y TRP como responsables de
la entrada capacitativa. La participacion de lasates TRP en la entrada capacitativa
sigue siendo objeto de debate en la actualidadn@éeal., 2013).

Histéricamente se han propuestos diversos mecasisteb proceso de entrada
capacitativa, como la existencia de un mensajefsitiie, fusién y exocitosis de
vesiculas que contuvieran los SOCC e incluso uplacovento directo entre canales

similar al visto en la excitacion-contraccion delsoulo esquelético (Berridge, 2012).
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En la actualidad, el modelo mas aceptado implitzs groteinas STIM1 y OraiFig.

4). En situacion de reposo los niveles de concedttate C&" en el ER ([C&]er) se
sitGan entre 400-700uM y el €adel lumen reticular se encontraria unido a ladregi
EF-Handformando un complejo estable (EF-SAM) con el domm®AM de STIM1. En
este momento tanto STIM1 como Orail estarian Histtos libremente en la
membrana del ER y plasmatica respectivamente. l@ecién de CZ del ER
desencadenaria el cambio conformacional EfeHand y la desestabilizacion del
complejo EF-SAM que conduciria a la autoasociadénSTIM1. Seguidamente, los
oligbmeros de STIM1 translocarian a las unioneeadtER y la membrana plasmaética,
zonas mas probables de interaccién con Orail gse,\v&z, oligomerizaria y formaria
el canal por accién de los agregados de STIM1 P&l £2006; Luik et al., 2008; Shim
et al., 2015). STIM1 se une a Orail en dos positdggnes a través del CAD con
apertura del poro e inicio de la corrienggak, generandose un microdominio de alto
Cc&* rapidamente captado por las SERCA del ER.

Extracellular medium Ca”

Q

GPCR Orai 1 Hexamer TKR
PIP, PIP,
PLC PLC

B PM Y
& D
ca” Ca:
Cytosol (Ip,) (p,)
S Y
STIM dimer Ou i STIM dimer
| |
STIM oligomer
translocation
2+
N N (Ca“-depleted) NN
Ca”- filled Ca”- filled

Fig. 4. El papel de STIM y Orai en el mecanismo SAE Los dimeros de STIM interaccionan con’Cipolas
amarillas) a través del domink--Hand de baja afinidad del extremo N-terminal cuand8RIER esta lleno o con
una concentracién de €zen el ER ([C&]gr) alrededor de 1mM. La deplecién del SR/ER medipdagjemplo, a
través de IER desencadena la oligomerizacion y translocaciériodedimeros de STIM a las uniones con la
membrana plasmatica. La acumulacién de los oligdsnde STIM en la proximidad de Orai induce la forida y
apertura del canal, y la entrada capacitativa d&. Cas cascadas de sefializacion a través de faafabpC (PLC)
como receptores acoplados a proteinas G (GPCR)imsima-quinasa (TKR), son ejemplos de sefializad®ca’

a través de IP Imagen modificada de Kuhr et al., 2012.
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Recientes estudios afirman que STIM en condiciageseposo celular forma dimeros
que interaccionan unimolecularmente con cada un@ed del canal (Zhou et al.,
2015).

Todo este mecanismo de entrada capacitativa seemingaualtamente regulado por
cambios en el potencial de membrana® Caariaciones en el pH y procesos de
fosforilacion en regiones clave de STIM y Orai. $&iun conjunto de proteinas de
anclaje, de unién a &ay chaperonas que pueden interaccionar y regukmtieidad de
STIM1 y Orail, como septina, CRAC2ACRAC regulatory protein 2A junctato y
CaM (Shim et al., 2015; Hogan & Rao, 2015). Loo®stipos de STIM y Orai, dadas
sus propiedades de sensibilidad y cinética, puattervenir en procesos de rellenado
de depésitos como las oscilaciones d&" (& mecanismo SOCE, aparte de su funcién
primordial de rellenado de depdsitos, desencadéna procesos fisioldgicos en las
células como la proliferacién celular. En neurorelsSOCE puede intervenir en la
plasticidad de la sefal sinaptica y el crecimiaitayido del axon (Pinto et al., 2015;
Majewski & Kuznicki, 2015).

3.2.1.4 Canales de calcio operados por sequndos mens&pivia3CC)

Los canales SMOCCSgecond Messenger Operated Calcium Chaprsglsactivan por
segundo mensajeros procedentes de las diversaglaaste sefializacion. Los ejemplos
mas representativos de este grupo son los canetigadms por nucleétidos ciclicos
(CNGC), fundamentalmente cAMP y cGMP, y los candle<4" regulados por &cido

araquidénico (ARC) (Bird et al., 2004). Los canaetivados por nucleétidos ciclicos

son canales de &aque también transportan Ng K* con menor afinidad, y que
desempeiian un papel crucial en la transduccidstil@dos sensoriales, expresandose
en bastones y conos retinales, y cilios olfatistructuralmente son heterotetrameros
compuestos por subunidades formadoras del poro @NGCy subunidades
moduladoras CNGCAy CNGCB ., con sitios de interaccion con CaM (Bradley et al.,

2005). Por otra parte, los canales dé*@agulados por &cido araquidénison canales

altamente selectivos a €aidentificados en células acinares de pancreakindgla
parétida, relacionados con la estimulacion poragacy secrecion de insulina (Yeung-
Yam-Wah et al., 2010). Estos canales se activaragido araquidénico a través de la
fosfolipasa A (PLAy).
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Ademas, dichos canales se pueden modular por poéesforilativos a través de PKA
o CaN, activandose o inactivandose respectivamente.

3.2.2 Superfamilia de canales de calcio TRP.

Los canales TRPT¢ansient Receptor Potent)akonstituyen una amplia y diversa
familia de mas de 30 canales que se expresa eitudude tipos celulares tanto en la
membrana plasmatica como en membranas de diversgmubos, de ahi que
constituyan un apartado propio en el presentejaBatos canales actuan en diversas
funciones regulando el paso de iones, principalen@#* y Na'. Se activan por una
gran variedad de estimulos extra e intracelulaesaturaleza fisica (temperatura,
deformaciones mecanicas, presién osmatica) o gaifpi@ductos naturales, pH, RO
ROS, neurotransmisores, factores de crecimientoguinas) e incluso pueden exhibir

un comportamiento voltaje-dependiente.

Estan involucrados en multitud de procesos fisioligyjcomo fotorrecepcion, deteccion
de feromonas, sensibilidad térmica y mecanica,cepcion, mantenimiento renal de
C&*/Mg**, mantenimiento de tono muscular y regulacién desipn sanguinea
(Clapham, 2003; Pedersen et al., 2005; Nilius & @mik, 2011). En vertebrados hay
28 genes que codifican los TRP. Estos canalesas#éichn en siete familias atendiendo
a diversas homologias: TRPC (clasicos), TRPV (eates), TRPM (melastatina),
TRPA (anquirina), TRPN (no expresado en mamiferd&§PML (mucolipidinas),
TRPP (policistina) (Ramsey et al., 2006). De toldsscanales TRP, aquellos que estan
estrechamente relacionados con los flujos d& @an todos los TRPC, TRPV, y
TRPML, TRPM 3 6 7, § TRPA, vy TRPR 3 5 Estructuralmente se encuentran
relacionados con los canales VOCC y ROCC, condtitupor homo-heterotetrameros,
con unidades de seis segmentos transmembrana,l domeio formador del poro
localizado entre los segmentos 5 y 6 y los extre@warminal y N-terminal dispuestos
en el lado citosélicoHig. 5).

Los TRPCconstituyen una familia de canales no selectiw€d" y Na'. Existen siete
tipos de TRPC (TRPG) con diferente permeabilidad selectiva £'CEn general, son
activados por receptores gue interaccionan codifeentes isoformas de fosfolipasa C
(PLC) (Hofmann et al., 1999).
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Fig. 5. Organizacion estructural de la familia
TRPP TRPM de canales TRPEnN el panel A se muestra las
familias de canales TRP (TRPN no se expresa en
mamiferos) y en el panel B las dos subfamilias
restantes. Todas las familias poseen unidades
LA compuestas de seis segmentos transmembrana
con el poro permeable a cationes entre los
segmentos 5y 6 (P). Cada tipo de canal tiene sus
dominios caracteristicos: anquirina (A), coiled-
coil (cc), proteina-quinasa (exclusivo de TRPM
G 7), dominio TRP (exclusivo de TRPC y TRPM),
4+ gran bucle extracelular entre los segmentos | y Il
(exclusivo de TRPP y TRPML). Imagen
modificada de Venkatachalam & Montell, 2007.

TRPPE

——

Cytoplasm

Se expresan en una amplia gama de tipos celuladesgmpefian funciones diversas,
como el crecimiento de conos neuronales, y pralién y remodelado de células de
musculo esquelético. La segregacion de estos camata mediada por la interacciéon
con diversas proteinas que determinan su locabimagi regulacion en dominios
celulares funcionalmente distintos (Ambudkar et2006). La interaccion de alguno de
sus heterotetrameros con STIM1 y Orai ha abiertdalrate sobre su contribucion en la
SOCE (Cahalan, 2009; Cheng et al., 2013).

Los TRPVson una familia de canales con seis formas (TR)\¢aracterizados por su
relativa permeabilidad al &afrente iones monovalentes, siendo los canales FRPV

TRPV; los mas selectivos paraCale esta familia.
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Se expresan en células sensoriales y terminalegosas periféricas, cerebro y espina
dorsal, asi como intestino, rifion y piel. Sus fanes abarcan la nocicepcion y
respuesta frente a aumentos de temperatura, cotapuregurales como la capsaicina y
lipidos de respuestas inflamatorias, y procesabdercién de Gay Mg?* (Hoenderop

et al., 2005; Vay et al., 2012). Su expresion wacton esta estrechamente relacionada
con la proliferacién o la apoptosis en difereniegds tumorales (Kondratskyi et al.,
2015; Stewart et al., 2015).

Los TRPMconstituyen una familia de canales con permeatilisl C&* muy variable,
presentando ocho formas (TRERYl Algunas formas como TRPMy TRPM; son
capaces de ejercer una doble funcion como canaggmiynas. Las formas TREMN
TRPMs son canales de iones monovalentes que sin embstdo regulados por €ay
participan en la modulacién de oscilaciones d& @ara procesos como secrecion de
insulina en célulag-pancreaticas (Launay et al., 2002; Minke, 20063PW es un
canal con alta permeabilidad a’Cgue funciona como receptor del frio en neuronas

sensoriales (McKemy et al., 2002).

Los canales de iones no selectivos &' J&RPML estan asociados a compartimentos
acidicos como endosomas Yy lisosomas, participandwazesos como fusion, fision y
autofagia (Cheng et al., 2010). Presentan tresderfiRPML;.3). Se ha sugerido que
TRPML; podria ser el receptor de &cido nicotinico-adeimnoeleotido-fosfato
(NAADPR), liberando C# en presencia de este sequndo mensajero, si hi@hexho
es controvertido (Zhang & Li, 2007; Lloyd-Evansakt 2010).

3.2.3 Canales de calcio de los depdsitos intracelulares.

La liberacién de C4 de los depésitos intracelulares tiene un papetiarien la
generacion de Gacitosolico en numerosos tipos celulares. Dentrdodediferentes
depositos de G4 el ER es uno de los mas importantes. Este commeanto presenta
dos tipos de canales de liberacién dé"Clas RyR v los IER (Berridge, 1993). No
obstante, existen otros tipos de reservorios dé& &@eo el GC y otros compartimentos
acidicos que pueden presentar diversos sisteméibedacion de C4 como los ya
vistos canales TRP y P2X y los canales de dos gdRS) (Calcraft et al., 2009).
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Hay que mencionar que en el ER existe ademas fusiddi pasiva y constante de’Ca
(leaK. Esta difusion se produce a favor de gradiergetielquimico y toma parte en el
equilibro dinamico de la [G4c, siendo especialmente visible cuando las SERCA se
encuentran bloqueadas por tapsigargina (Camellal.e2002). En la actualidad, el
mecanismo de esta via de difusion es todavia desiclin sugiriéndose varios
candidatos, entre ellos los propiosRP/ RyR, el complejo del traslocdn especialmente
activo en células secretoras, miembros de los esardRP como TRPP2, presilinas y
miembros de la familia de proteinas antiapoptéticeammo BCL-2 y BI-1 BAX-
inhibitor-1) (Sammels et al., 2010).

3.2.3.1 Receptores de tRIP;R).

Los receptores de 4RIP;R) son responsables de la mayor parte de la liderde C4&"
interno en la célula, y han sido motivo de un ampbtudio desde la década de los 80s
hasta la actualidad. Fueron extraidos y purificgutrsprimera vez de cerebelo de rata
(Supattapone et al., 1988). La clonacién de su cl@bhlabor6 con el comienzo de los
estudios de estructura y funcién para el descubntoide las diversas propiedades de
los IR nativos y recombinantes (Mignery & Sudhof, 1980yawaki et al., 1991;
Wagner & Yule, 2012). Se tratan de canales catb@&@on una alta conductancia (50-

80ps) y baja selectividad a €4Bezprozvanny & Ehrlich, 1994).

En mamiferos existen tres tipos4f, IBR2 e IRR3), de los cuales el primero ha sido
el mas extensamente estudiado, y dentro de eptus iumerosas isoformas variantes
de procesamiento alternativo. Todos ellos compamére un 60-80% de identidad en la
secuencia de aminoacidos. LogRPse encuentran localizados fundamentalmente en la
membrana del ER tanto liso como rugoso, aunqueiéardge pueden expresar en el
complejo de Golgi, la envuelta nuclear, y en laagtos de secrecion (Lam & Galione,
2013). Si bien el fR se expresa de forma ubicua en mamiferos, la foRaRL es
predominante en el sistema nervioso, especialmamteélulas de Purkinje, mientras
que en hepatocitos y células musculares cardiaeagxpresa en mayor proporcion
IPsR2 (Taylor et al., 1999). La formagJR3 se expresa en menor proporcion, distribuido

de forma ubicua.
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Estructuralmente los ¥R son complejos macroproteicos, homo-heterotet@sneue
constituyen un anico canal, con una forma carastieai similar a la de una seta con un
peso molecular que excede de 1MDag( 6C). Cada subunidad que configura el
tetramero presenta una pequefia region citoplasan@tterminal de 150aa, un conjunto
de seis segmentos transmembrana TWMsg, siendo TM y TMg los responsables de la
configuraciéon del poro, y una regién citoplasmatidaterminal, que constituye
aproximadamente el 85% de la proteina (Mikoshil®®72 Foskett et al., 2007Fif.
6A). En esta region N-terminal se diferencia un déongitle modulacién, un dominio de
unién a IR (IPs-Binding Core IBP), y un dominio supresor (SD). ElI dominio de
modulacién, que abarca unos 1700aa, posibilitambio conformacional tras la unién
del IP; y contiene secuencias consenso para la fosfoniagidnteraccion a diversos
reguladores alostéricos. EI dominio IB® divide en dos motivos (IBPIBPB) en cuya
union se encuentran 10 residuos basicos respoagébla union a P(Bosanac et al.,
2002). El dominio SD si bien reduce la afinidaduhéon a IR, es necesario para la
activacion alostérica del canal e inicia el candmnformacional que permite la apertura
del canal (Uchida et al., 2003)ig. 6B).

Los agonistas principales de losfPson IR y C&*. La estimulacion de la cascada de
sefalizacion de PLC, bien a través de receptorgslatos a proteinas G (GPCR), o
receptores de tirosina-quinasa (TKR), permite ldrdtisis de PIR (fosfatidil-
inositol(4,5)bisfosfato), generando los segundoasajeros diacilglicerol (DAG) e P
(Berridge & Irvine, 1984). El cambio conformacioraggrivado de la union a JRes
responsable de la unién a®gue desencadena la apertura del canal y el feigatida

de C&" desde los depésitos intracelulares, mediante ehnigmo denominado CICR
(Calcium Induced Calcium Relegsé&ste mecanismo CICR fue originalmente descrito
en RyR. Ademas, este i6n juega un papel fundamemtala modulacion de la
sefializacion de G# inducida por IR A [C&]c < 300nM existe una mayor
probabilidad de apertura del canal que va decrdoisegun esta [E3 aumenta. La
inhibicién por C&" es un mecanismo de retroalimentacién negativa vite le salida

de este i6m partir de cierta [C4]c alrededor de la boca del canal, incluso en preaenci
de IR. Este comportamiento bifasico queda representadforena de distribucion
gaussiana, entre la probabilidad de apertura €4, la cual puede a su vez variar

segun la isoforma de 4R (Regan et al., 2005; Marchenko et al., 2005).
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Fig. 6. Secuencia y estructura del §R. En la parte superior (A) se muestra la secuenciteisa de una subunidad
del IP;R1. Se exponen desde el extremo N-terminal al C4emios dominios SD, IBC, de modulacion,
transmembrana y formacion del poro (P), y el fraggme&le 150aa con los sitios de interaccion de sihgeagonistas

y reguladores. En la parte inferior izquierda (Bjraeestra la superposicion de los dominios SD e dBX}{y el loop

de unién en ausencia (azul, verde, rojo y moradweeencia de gris). En la parte inferior derecha (C) se muestra
una representacion frontal del;R®Pmediante Cryo-EMElectron Microscopyen configuracion cerrada, donde se
observa el tetrAmero de dominios SD, IB@J, y de modulacion con &op de unién correspondiente (azul, verde,
rojo, gris y morado respectivamente). Imagen mealifa de Fedorenko et al., 2014.

Ademas, la sefial de €amediada por IfR se puede organizar en tres niveles
consecutivos de funcionalidad. A bajas concentresode ambos agonistas se da
activacion de un solo R generandose un rapido y pequefio microdominio af& C
denominaddlip (Parker & Yao, 1996). Conforme la concentracioriRieaumenta, los
IPsR cercanos distribuidos aleatoriamente, son capaeesorganizarse rapida y
reversiblemente en agregados que liberad® Gmacias alblip mediante CICR
generandopuffs de mayor [C&] (Yao et al., 1995), hasta que finalmente en altas
concentraciones de4fos puffsactiian como sitios propagadores de la onda tleq@ea
viaja a través de toda la célula (Berridge, 2008)tegulacion a nivel local y general de
los IR por C&" es crucial en la generacién de oscilaciones d& €msolico y la
modulacién espacio-temporal de la sefial d€é® Q8ezprozvanny et al., 1991;

Konieczny et al., 2012).
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Como se ha mencionado previamente, existen otopgadores alostéricos a parte de
IP; y C&* que modulan los §R. Entre otros estan las variaciones de pH, nudkst
como ATP, AMP y GTP y proteinas como CaM, cromoigram (CgA), IRBIT (P3R
Binding Protein Released with Inositol(1,4,5)Trisphhat¢, RACK1 (Receptor for
Activated C Kinase)l proteina 4.1N y BCL-2. Ademés, estos canalesnestmbién
fuertemente regulados por diferentes quinasasritasfdo en sitios consenso, entre las
que se incluyen las siguientes: PKA, la proteinaaga dependiente de cGMP (PKG),
y CaMKIl, (Michikawa et al., 1999; Chen et al., 20Bezprozvanny, 2005; Foskett et
al., 2007). Entre los inhibidores destacan efl/igafeina, heparina y xestoponginas
(Maruyama et al., 1997; Kasri et al., 2004).

3.2.3.2 Receptores de Rianodina (RyR)

Dada su importancia, los receptores de rianodity®R )Rl igual que los R han sido
investigados desde hace al menos 40 afos. Obseryamoprimera vez mediante
microscopia electrénica en musculo esqueléticon@dmaArmstrong, 1970) fueron
posteriormente extraidos y purificados de este miwjido, comenzando asi el estudio
de su estructura, expresion y propiedades (Ldi,e1388; Seo et al., 2015). Se trata de

un canal catiénico de alta conductancia (100ps)j selectividad al Ga

En mamiferos el RyR presenta tres formas (RyR1,2RyRyR3) codificadas por genes
diferentes, con una homologia de secuencia delD&b-éntre ellas, existiendo ademas
isoformas variantes de procesamiento alternativak@rhata et al., 1992; Rossi &
Sorrentino, 2002). RyR1 se encuentra distribuidonéisculo esquelético, y en menor
medida en ciertas aéreas del sistema nerviosoateotlulas hematopoyéticas, vy
musculo liso y cardiaco. RyR2 es caracteristicondsculo cardiaco, diversas regiones
del cerebelo y cortex central. RyR3 se encuents&iloliido con baja expresion de
forma ubicua y en mayor proporcién en neuronasigechmpo, tdlamo, células de
Purkinje y en general en células no excitablesrfeaet al., 2010; Hwang et al., 2012).
En cuanto a su expresion intracelular, los RyRosalizan fundamentalmente en el
ER/SR aunque también se ha demostrado funcionansnfpresencia en envoltura
nuclear, mitocondria e incluso compartimentos ao&lcomo los granulos de secrecion
(Mitchell et al., 2001; Marius et al., 2006; McNaét al., 2014; Patel & Cai, 2015).
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Estructuralmente los RyR son muy similares a IgR I& pesar de compartir menos del
17% de homologia en su secuencia. Son los carale®n$ mas grandes descubiertos
hasta la fecha, formados por homo-heterotetranpre®xceden los 2,2MDE&if. 7C).
Cada subunidad, con mas de 5000aa, presenta umtmde dominios transmembrana
con seis - ocho segmentos por subunidad (Du €@02), y una region citoplasmatica
N-terminal, que constituye aproximadamente el 808clal proteina (Van-Petegem,
2012). En esta region N-terminal se diferencias tleminios A, B y C, posibles
iniciadores del cambio conformacional que pernatapertura del canal y en las que se
han detectado mutaciones del canal asociadas amedfades musculares como la
hipertermia maligna (HM) en RyR1 o la taquicardienticular catecolaminérgica
polimorfica (CVPT) en RyR2Hig. 7B). La region N-terminal citosdlica contiene
secuencias consenso para fosforilacion, e inténaamn diversas proteinas e iones que
modulan la actividad del canal, y es donde se en@relas posibles zonas de union a
ca*, dividiéndose en zonas de activacion del canalaltn afinidad y las zonas de

inactivacion del canal con baja afinidaddg. 7A) (Hwang et al., 2012).

RyR1

Fig. 7. Secuencia y estructura del RyREn la parte superior (A) se muestra la secuencigeioa de una subunidad
del RyR1. Se exponen desde el extremo N-terminal teri@inal los dominios A, B, C, el resto citosélicdog
segmentos transmembrana (TMD), con los sitios dffitacion. En la parte inferior izquierda (B) seiestra la
estructura de los dominios A, B y C con las zonasactle mutacion (azul, y rojo) En la parte infederecha (C)
se muestra una representacion frontal del RyR miedi@nyo-EM en configuracion cerrada, donde se obsetv
tetrAmero de dominios A, B y C, y el resto citosdlgon la zona de fosforilacion correspondiente I(zmarillo,
rojo, gris y verde respectivamente). Imagen moalifecde Seo et al., 2015.
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Los RyR deben su nombre al alcaloide rianodina,tgune sobre el receptor un efecto
bifasico siendo estimulador a bajas concentracien@thibidor a altas (Buck et al.,
1992). No obstante, el principal activador y modatade los RyR es el propio €&

es en estos receptores donde primeramente sebi@sirmecanismo CICR (Berridge,
1997). Este i6n puede actuar directamente en ebteco de forma indirecta en el
lumen de los depdsitos mediante proteinas queatiemen con G4, modulando la
actividad de los RyR. Similar a la accién con BsR|, el C&" regula la probabilidad de
apertura de los RyR de forma bifasica, con la si@gdejue la inactivacion del canal por
Ca&* se produce a concentraciones superiores a 100mMel Easo de RyR2 se ha
descrito una regioén, localizada en el lumen del &R, secuencias homologa€k-
Hand que podria actuar como sensor dé*Cha activacién del canal provocaria una
deplecion transitoria del SR localizada en el emordel canal Blink) que

desencadenaria su inactivacion rdpidamente (Bretlat, 2005).

La contraccion muscular, tanto esquelética comdliaea, es el fenOmeno por
excelencia que explican la funcionalidad de los RER musculo esquelético los
VOCC, o més bien los DHPR, estan directamente adopla los RyR1 formando una
estructura tridimensional con DHPR y RyR1 en projdor 4:1. La despolarizacion de
la membrana plasmatica induce apertura de los DyHE8e cambio conformacional se
trasmite a los RyR1 provocando su apertura. Esteepo denominado VICR/¢ltage
Induced Calcium Releasao requiere inicialmente el flujo de €aara la apertura de
los RyR1 (Beam & Bannister, 2010). En musculo @aralj se produce una interaccion
no tan estrecha entre los canaleglCay agregados de RyR2 en proporcién 10:100. La
despolarizacién de la membrana permite la apederi@s Cal.2 entrando Ca desde

el medio extracelular y formando un pequefio y mpidicrodominio de C&
(Sparkle}. Este microdominio se amplifica considerablementevés de los agregados
de RyR2 mediante CICR. Estos nuevos microdominiesalio C&" (SparR se
extienden rapidamente, siendo los responsableprdeéso de contraccion (Berridge,
2006). En el caso de células neuroendocrinas extistEoversia sobre el papel de los
RyR, principalmente debido a su baja expresionstwsdipos celulares. Generalmente
la isoforma RyR2 es la mas comunmente expresadaetmnas se ha evidenciado la
existencia de acoplamiento funcional entre VOCCQCR y RyR, acoplamiento que

interviene en la regulacion de la plasticidad dicagBardo et al., 2006).
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En células cromafines la liberacién de*Oaor RyR dirige principalmente el proceso de
la exocitosis y en célulgspancreéticas estimula la secrecion de insulinanils2002).

Los RyR se inhiben por M§ rianodina y el farmaco dantroleno. El ATP es uerte
activador del canal. Ademas, los RyR se encuemt@atulados por proteinas reguladas
por C&" como CaM, CaMKIl, S100A1 y CSQ, immunofilinas corso familia de
proteinas de union FK506 (FKBP), PKA. Pueden sufiadificaciones fosforilativas y
del estadoredox que regulan su actividad (Hwang et al.,, 2012).0©tposibles
activadores descritos son ADP ribosa ciclica (CAPPRAADP (Galione, 2011; Patel
& Cai, 2015).

3.2.3.3 Canales de dos poros (TRPC)

Los canales de dos porodwo Pore Channejs TPC) estan estructuralmente
configurados por un conjunto de 2 x 6 segmentosin@mbrana dispuestos en tandem,
formando dimeros que mantiene una simetria singilda de los canales voltaje-
dependientes. Son canales permeables a iones niemegacomo Nay K, y a C&".
Presentan dos formas en humanos (I se expresan fundamentalmente en el
sistema endolisosomal (Brailoiu et al., 2009; Gdtcet al., 2009). Existen numerosas
evidencias de que el canal TP@dria ser el NAADPR, movilizando €aa través de
este segundo mensajero, e incluso participando | emeeanismo CICR de otros
depositos de G4 cercanos (Patel & Docampo, 2010; Hooper & Patél,2p No
obstante, recientes experimentos han demostraddogu&PC son canales de Na
insensibles a NAADP pero no a RIRomentando la controversia sobre su posible
activacion (Wang et al., 2012).

3.2.4 Otros segundos mensajeros iniciadores de la sefaldo.

Hasta se ha hablado de la importancia dglct®no segundo mensajero de*Ca su
papel en la liberacion de &ade los depésitos intracelulares. No obstante en la
literatura y desde hace mas de 20 afios, se hantdesitos segundos mensajeros
iniciadores de la sefial de T:acADPR y NAADP. Estos segundos mensajeros derivan
del nicotinamida-adenin-dinucleétido (NAD y NADPspectivamente) (Lee et al.,
1994; Lee & Aarhus, 1995).
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Ambos compuestos son sintetizados por las protéiidb7 y CD38, homdlogos en
mamiferos de la familia de enzimas ADP-ribosilasels solubles. CD38 es la mas
estudiada, presentando un unico fragmento transna@abcon una pequeiia region N-
terminal y un dominio C-terminal que posee la ad#id enzimatica responsable de la
catalisis de reacciones de ciclacion, cambio de kakidrolisis (Ferrero et al., 2014).
Similar al caso de otros segundos mensajeros, stiseagonistas extracelulares
estimulan la actividad de estas enzimas, a traege§SECR o TKR principalmente,
provocando un aumento de los niveles citosodlicosAl2PR y NAADP (Guse et al.,
2005; Galione et al., 2010). La actividad enzingtide CD38 depende de la
concentracién de los metabolitos y sobre todo #klA pH neutro o alcalino se ha
descrito que las reacciones predominantes sorclecicin e hidrdlisis y, por tanto, la
formacion de cADPR, si bien pueden existir otrantas adicionales para este segundo
mensajero (Ceni et al., 2003; Schuber & Lund, 2084pH &cido es predominante la
reaccion de cambio de base y formacion de NAADP¢uUal ademas sugiere los
compartimentos acidicos como organulos diana Eeasegundo mensajero (Aarhus et
al., 1995; Lee, 2000). La sintesis y transporteAlBPR y NAADP por CD38 plantea
un problema topolégico ya que los sitios catalftide la enzima se encuentran en el
exterior de la superficie celular o en el cascadexipresion en organulos, en el lumen de

los mismos. Ante este hecho, se han investigadwaawtnte dos propuestas.

La primera, plantea la existencia de transportaddessustratos y productos de CD38
como los hemicanales de la proteind‘@ependiente conexina-43 para el intercambio
de NAD, y de transportadores de nucleésidos pa@Pédy NAADP (Podesta et al.,
2005; Billington et al., 2006). La segunda, planteaoexpresion de CD38 con otra
forma de la enzima que presenta una orientaciomemnbrana opuesta, formando un
dimero (Zhao et al., 2012). Otro tercer mecanismplucra la endocitosis de CD38
seguida de sintesis intracelular de los mensaph®@PR y/o NAADP (Guida et al.,
2002).

3.2.4.1 ADP ribosa ciclica (cCADPR)

La primera observacion de movilizacién déQaediante cADPR se realiz6 en oocitos
de erizo de mar, siendo esta movilizacién indeparidide IR pero actuando a través
del mecanismo CICR (Galione et al., 1991).
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En células permeabilizadas de islotes pancreatieomton se ha demostrado que la
movilizacion de C& mediada por cADPR desempefia un papel crucial en el
acoplamiento estimulo-secrecion (Takasawa et 883)1 La mayoria de los estudios
sugieren gue los RyR, fundamentalmente del ER/&Rekreceptor diana de la cCADPR
cuyo efecto es similar al de la cafeina pero méasnp®. En algunos tipos celulares se ha
propuesto que pueden ser los RyR2 como en céleldsodromocitoma de rata PC12
(Frizt et al., 2005) o los RyR1 y RyR3 como en lz&wembrionarias de rifion HEK293
(Ogunbayo et al., 2011). La accion de cADPR enRgR requiere factores proteicos
adicionales como CaM y FKBP. De hecho, existen engths que senalan a las
proteinas FKBP como el actual receptor de cADPRaulsencia de cADPR, las FKBP
estarian unidas al RyR impidiendo su activacionpiasencia de cCADPR, dicha unién
se desestabilizaria, desencadenando la apertutasd@yR vy la liberacién de &a
(Morita et al., 2006; Zheng et al., 2010). Por @aate, diversos estudios que realizaron
medidas directas de la [ERr en células cromafines no evidenciaron liberacién d
Cc&" inducida por cADPR en el ER asi como en otros sieg®de C# intracelulares
susceptibles de expresar RyR (Alonso et al., 192@&toDomingo et al., 2008). Este

hecho sugiere la presencia de otras dianas deexgiedo mensajero intracelular.

3.2.4.2 Acido nicotinico-adenin-dinucle6tido-fosfato (NAARP

El NAADP es el segundo mensajero capaz de desemmatieliberacién de Gamas
potente descubierta hasta la fecha, requiriendogies dosis de este mensajero, del
orden de nanomolar e incluso picomolar, para actavaefalizacion celular (Galione,
2011). Ademas en células de mamiferos, la movitirade C&" mediada por NAADP
exhibe un comportamiento auto-inhibitorio de pdetes liberaciones de &adonde la
relacion concentracion-respuesta para este meosajescribe una distribucion
gaussiana (Morgan & Galione, 2008). Al igual quétaracién de C# estimulada por
CADPR, el efecto del NAADP fue descubierto en amdaie erizo de mar, en un
compartimento celular posteriormente identificadmo granulos de reserva (Churchill
et al., 2002). En mamiferos, la movilizacién de*‘Gaducida por NAADP ha sido
descrita en varios tipos celulares y desempeiaidines en diferentes eventos
fisiol6gicos. En células de musculo ventriculartiyad, el NAADP esta implicado en la
sefalizacion del receptor adrenérgico y potenamlai@ la contraccion muscular

(Macgregor et al., 2007).

EL PAPEL DEL CALCIO INTRAVESICULAR EN LA SECRECIONCELULAR DE LINEAS NEUROENDOCRINAS. 33



INTRODUCCION

Se ha evidenciado el papel de la sefalizacion poADNP en la diferenciacion de
osteoclastos, células de musculo esquelético yonasar(Parington & Tunn, 2014). En
célulasp-pancreaticas tras la estimulacién con glucoshasabservado un aumento de
los niveles de NAADP y su intervencién en la maeition de C& desde los SG u
organulos proximos (Masgrau et al., 2003; Mitcle¢lal., 2003). En células acinares de
pancreas, la estimulacién con colestiloquinina (C€dhlleva una rapida produccion de
NAADP que precede la generacién de oscilacione<Cd@ y estimulacién de la

secrecion (Yamasaki et al., 2005).

Existe una gran controversia sobre los receptomgdnulos diana del NAADP. Por un
lado, se han propuesto los RyR, TRPM4, TRPML-1, TRCTPC2 siendo estos dos
altimos canales los que han acumulado mas evideneaser los posibles NAADPR
(Ruas et al., 2010). Estudios recientes con maredectivo, {?P]-5-Ns- NAADP, en
oocitos de erizo de mar y células de mamifero hastnado la existencia, no de un
canal especifico, sino de una proteina solubleirfgeeacciona con NAADP (NAADP-
BP) que podria activar los canales dé*Ghin-Moshier et al., 2012; Guse, 2012). Por
otro lado, en cuanto a los organulos diana del NRABstudios en diversos cultivos
celulares han sugerido que estos pueden ser ¢®ifi®s u organulos relacionados con
ellos. En linfocitos-T se ha propuesto el propio (&Reen et al, 2007). En célulgs
pancreaticas y células acinares de pancreas egémubn diana parece ser los SG
(Gerasimenko et al., 2006; Rizzuto & Pozzan, 2086Ja controversia puede ser alun
mas compleja, considerando las interrelacionesa dinimica de Caexistente entre el
ER y los depdsitos acidicos (Ronco et al., 2015).

3.3 Sistemas de recuperacion del calcio basal citasolic

Tras la estimulacién celular y el consiguiente antmede [C&']c, es necesario
recuperar los niveles basales de*’Cen el citosol, para evitar un elevado nivel
mantenido de CAy preparar a la célula frente a nuevos estimBeshan descrito
varios mecanismos encargados de mantener los sibatmles de &acitosélico. En la
membrana plasméatica, se puede encontrar la ATPasaCd@’ PMCA vy el

intercambiador N34C&* NCX, responsables del transporte dé"@aexterior celular.
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En la membrana del ER/SR se encuentra la ATPa&#d&SERCA y en menor grado
ATPasa de la via de secrecion SPCA. En el GC, pboortrario, es mas comun la
expresion de SPCA frente a SERCA. Ademas, esttsnms pueden presentarse en
otros depésitos de €a intracelulares como los SG (Mitchell et al., 2001;
SantoDomingo et al., 2008; 2010). En la membratena de las mitocondrias actua el
MCU captando Cd a favor de gradiente electroquimico, si bien swifin primordial

es modular la sefial de €aras la estimulacion.

3.3.1 Bombas de Calcio.

Las bombas o ATPasas de’Cse encuentran presentes en todas las célulasatasar
En mamiferos se presentan tres sistemas de ATBas2&": PMCA, SERCA y SPCA.
Son sistemas de alta afinidad pofCeon una baja capacidad de transporte, utilizando
la energia liberada por la hidrélisis del ATP pamnbear iones Gaen contra de
gradiente electroquimico. Las bombas SPCA estaniosladas con las SERCA, si bien
presentan propiedades funcionales diferentes (Wkiyea al., 2002). Son capaces de
responder a pequefias variaciones dé'JE&n condiciones de reposo, confiriendo un

ajuste fino de los niveles de Taitosdlico (Berridge et al., 2003).

3.3.1.1 ATPasa de calcio de la membrana plasmatica (PMCA)

La PMCA (Plasma Membrane Calcium ATPass el principal sistema de extrusion de
C&* desde el citosol al medio extracelular en célulasexcitables. Este bombeo se
realiza con consumo de un ATP por cadd’@aintercambiando ademas ufi &h el
proceso (Schatzmann, 1973; Sarkadi, 1980). Fuaubdiesta y estudiada en eritrocitos
ghosty después en varios tipos celulares y tejidotdet animales como de plantas
(Carafoli, 1991). La obtencion de su secuencia mié@acidos abrié el camino al
descubrimiento de otras formas de la PMCA (Vermal.etL988). Se inhibe por tay
[VO,]% (vanadato) irreversiblemente y se activa por CaM disminuye su Kde 10-

30uM en reposo a 0,2-0,5uM en su maxima activacion.
Estructuralmente son proteinas de unos 1200aa, cqustan de 10 segmentos

transmembrana (M), configurando eldominio M y tres dominios citosdlicos,

existentes en dos bucles que unen las regionesrteanbrana.
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El primer bucle, entre TMy TMs, contiene etlominio A (actuador) con dos sitios de
union a fosfolipidos &cidos y uno de los dos sidiesutoinhibicion por interaccion con
el dominio de union a CaMC@almodulin Binding DomainCBD). El segundo, entre
TMy4 yTMs, contiene etlominios P (fosforilacion) y eldominio N (union a nucle6tido)
gue configuran el sitio catalitico. En este bu@esscuentra por un lado un residuo de
aspartato conservado que forma el intermedio fidasflar responsable del ciclo
catalitico, y por otro lado el segundo sitio dedaral CBD. En el extremo C-terminal se
encuentra el dominio CBD y e&ominio R (regulador), con zonas consenso para
fosforilacion por PKA, PKC vy tirosina quinasa, zerte union a fosfolipidos acidos asi
como los sitios alostéricos de unién &Cde alta afinidadHig. 8) (Brini & Carafoli,

2011). Bajo ciertas condiciones puede funciondodea inversa.

En mamiferos se han descrito cuatro tipos (PMCACRRI PMCA3 y PMCA4)
codificados por cuatro genes (ATP2B1, ATP2B2, ATB3BATP2B4) localizados en
diferentes cromosomas (Strehler et al., 2007). téixiglos sitios de procesamiento
alternativo en el bucle del dominio aceptor y emextemo C-terminal que producen
isoformas con diferentes propiedades regulatoriaguncionales asi como de
distribucion celular. Con todos los tipos e isofasrpueden existir alrededor de 30
PMCA, si bien de algunas no esta confirmada suendgm y otras se expresan a muy
bajos niveles (Strehler & Zacharias, 2001; Chick&t&ehler, 2003). Los tipos PMCALl
y PMCA4 se expresan practicamente en todos los tipulares, mientras que PMCA2
y PMCA3 se encuentran en tejidos mas especializactmmo cerebro y musculo
cardiaco (Huang et al., 2010). Se ha propuestdagueMCA puedan formar complejos
multiprotéicos entre varios tipos e isoformas capate tomar lugar en las diferentes
sefiales de Ga(Strehler, 2015).

T Fig. 8. Estructura esquemética de la PMCALas
-------------- - P regiones transmembrana numeradas constituyen el
dominio M donde se indica la salida de’CéSe
muestran los extremos N- y C-terminal citosoélicos.
""""""""" L BT También se indican el residuo de aspartato
conservado (Asp), la region de union a ATP (ATP) y
el dominio de uniéon a CaM (CBD). Finalmente se
muestran los dominios proteicos citosdlicos A, P, N
y R con flechas en las posiciones de procesamiento
alternativo del primer bucle citosélic8lice site A

y C -terminal Eplice site ¢ Imagen modificada de
Strehler, 2015.

N-term

Splice site A
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Defectos en la PMCA son responsables de numerodasmedades, particularmente
ligadas a estrés oxidativo (Ficarella et al., 2007)

3.3.1.2 ATPasa de calcio del reticulo sarco/endoplasmi&dR(GA).

La SERCA Barco-Endoplasmic Reticulum Calcium ATPdka a cabo las funciones
de recuperacion de los niveles basales dé G@sdlico asi como las de rellenado de
ciertos depositos de &antracelulares, principalmente el ER/SR. Esteesist bombea
dos C&'por ATP consumido desde el citosol al lumen delSR/intercambiando dos

H* en el proceso siendo, al igual que la PMCA (Yalgt1993).

Las SERCA conservan cierta homologia estructurallas PMCA y SPCA, ya que
todas pertenecen a la superfamilia de las ATPasagpd P. Eldominio M (M1-19)
consta de 10 segmentos transmembrana con zonadinacion con el Gaen M,
Ms, Mg ¥ Mg, que forman una hélice central. Esta hélice seerita rodeada por los
segmentos Wgpor una cara (I¥) y por la cara opuesta g/por M;.;0. EI dominio M
esta altamente conservado en toda la familia deasd$ de tipo P (Gadsby, 2007).
Existe un bucle citosolico de conexion del domiicon eldominio P a través de los
segmentos My My, y a su vez presenta una zona de interaccion &qgprdteina
reguladora fosfolamban (PLN). El dominio P presaesiduos de aminoacidos muy
conservados como Asp351 que se fosforila duranteickd catalitico y Thr353
responsable de la coordinacién con’fM@lausen et al., 2001). Bbminio N presenta
un residuo Phe487, critico para la union del ATBy(EBhima et al., 2000). Finalmente
el dominio A tiene un motivo conservado de Thr81-Gly-Glu-Se&BIE) responsable de
la defosforilacion del dominio P. Este dominio sewentra conectado al dominio M a

través de una lazo citosolico entrg WiMs.

El cuanto al mecanismo de accién de las SERCA iemepiugar conviene definir los
dos estados conformacionales principales: E1 yLBZonformacion E1 presenta dos
sitios de unién a G4 de alta afinidad en el lado citoplasmético, mitque en la
conformacion E2 dichos sitios son de baja afinigag encuentran en el lado luminal.
En primer lugar en la conformacién E2 se sittaamG&* en sus sitios de unién y
mediante cambios conformacionales en el dominio évimjte la incorporacion del

segundo C4 de forma alostérica, liberando al citosol los Hésinidos.
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De esta forma, se modifica la configuracion de ER &1 con separacion de los
dominios N, P y A para permitir la unién del ATHd. 9A). El formero, compuesto por
el ATP unido al dominio N y a D351 del dominio B,dobla acercandose al dominio A,
que rota y permite la oclusién de los sitios ciies de unién a Ca El Mg*
coordinado con D351 actla como catalizador de dedhsis del ATP Fig. 9B). Se
transfiere el fosfato del ATP a D351, con lo que pgeduce ahora un cambio
conformacional en el dominio M que mueve ef'Casitios de unién de baja afinidad
expuestos hacia el lumen del ER/SR, liberando&=f€l En el lumen del ER, dado su
pH mas bajo con respecto al citosol, losdstabilizan los sitios de unién de’Cde
baja afinidad lo que desencadena una rotacionxyofiedel domino A, cerrando la
compuerta luminal Kig. 9C). Posteriormente la secuencia TGE del dominio A
interacciona con el residuo D351-P, hidrolizanderdace D351-P y liberando Mgy
fosfato, y se regeneran los sitios de unién & @a alta afinidad, inactivandose los de
baja afinidad ig. 9D). Todos estos procesos pueden ser reversible temueadas
condiciones (Brini & Carafoli, 2009).

En humanos se han identificado tres genes (ATP2MIR2A2 y ATP2A3) que
codifican para tres tipos de SERCA con isoformaserobdas por procesamiento
alternativo (SERCAla-b, SERCA2a-d y SERCA3a-f). 8BRCAla es una forma
especializada localizada en fibras rapidas del oldsesquelético mientras que la
SERCA1b se encuentra Unicamente en el musculoedslato (Zador et al., 2007). La
SERCAZ2a se localiza en el masculo cardiaco, musesdoielético de contraccion lenta
y en menor proporcion en musculo liso y neuronasitd SERCA2c como SERCA2d
se expresan en bajos niveles en musculo cardiaicou(E et al., 2005; Dally et al.,
2006; Vandecaetsbeek et al., 2009a). La SERCA2bxpeesa de forma ubicua en
practicamente todos los tejidos con niveles de esi@n medio-bajos. La SERCA2b
presenta una afinidad por Tamayor, con menor tiempo de recuperacién que las
formas restantes, posiblemente debido a un segniemiemembrana (M) y una
extension luminal adicionales (Vandecaetsbeek.e@D9b). La ablacion de SERCA2
en los dos alelos es letal y lksock-outheterocigéticos en ratones pueden desarrollar
tumores de células escamosas y otras alteracicmmeserosas, si bien la funcién
cardiaca no se ve afectada (Prasad et al., 20@S)isbformas de SERCA3 presentan
altos niveles de expresion en varios tipos de aglshnguineas, células endoteliales,

epitelio intestinal y respiratorio, y células delnje (Wuytack et al., 1994).
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En célulag’-pancreaticas se expresan al 50% con la SERCA2iasTlas isoformas de
SERCA3 tienen una afinidad aparente pof*C# veces inferior a SERCA2b, y su
expresion puede relacionarse con el control esfianiporal de las oscilaciones de
Ccd"* citosoélico (Arredouani et al., 2002). Ademas, sedescrito que esta isoforma
puede actuar de forma reversa promoviendo el fendme€CIRC (Atypical Calcium
Induced Calcium ReleaséShannon et al., 2000).

Se han descrito alrededor de una docena de preteigaladoras de la SERCA, de las
gue destacan PLN y en menor grado sarcolipina (SpMteinas transmembrana del
ER/SR de bajo peso molecular. Ambas proteinas eediacafinidad aparente por Ca
por unidn en sitios especificos de la SERCA. Eunlasglcardiacas, musculo liso y fibras
lentas de musculo esquelético actia PLN, mienttes en muasculo esquelético de
contraccion rapida actia predominantemente SLN dihelowe et al., 2005). La
fosforilacion de PLN por PKA o CaMKIl durante latiesulacion B-adrenérgica
promueve la disociacién del complejo PLN-SERCA eréendo la afinidad por G&
(MacLennan & Kranias, 2003). La SERCA se puedamgjsir de la PMCA y SPCA
mediante el uso de inhibidores especificos irrévies como la tapsigargina, o
reversibles como la terc-butil-benzohidroquinonaH(@ (Thastrup et al., 1990;
Oldershaw & Taylor, 1990). La SERCA también seliehpor L™ y [VO,]%.

Fig. 9. Esquema del ciclo de reaccién
de la SERCA. Se muestran los
diferente estados conformacionales del
ciclo de bombeo de &ade la SERCA,
siendo E1-2C& en el panel A, E1-
ATP (E1P) en el panel B, E2P en el
panel C y finalmente E2 en el panel D.
Se indican en cada conférmero el
dominio transmembrana M, en
concreto las regiones MM,, M3, M,y
Ms, y los citosolicos N, Py A. En M
se muestran los sitios de unién dé'Ca
citosoélico (4) y del lumen reticular
(4)). De igual forma, se indican los
sitios de interaccion de ATP (F487),
fosforilacion (D351) y de hidrdlisis del
residuo fosforilado (TGE). Imagen
modificada de Brini & Carafoli, 2009.
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3.3.1.3 ATPasa de calcio de las vias de secrecion (SPCA)

La SPCA Eecretory Pathway Calcium ATPass el principal sistema de recuperacion
de los niveles de Gen el complejo de Golgi y otros depdsitos intraleees, tras la
activacion celular. En 1985 se identificé y clonr® (Plasma membrane ATPase
Related, homologo de SPCA en levaduras que carecen tEamsisSERCA (Smith et
al., 1985). En 1992 se clond en rata la primera/SBE mamifero (Gunteski-Hamblin
et al., 1992). Estudios de la expresion de SPCAdama en células CHO determinaron
su localizacién subcelular en el GC. Su nivel deresion puede variar en funcion del
tipo celular, compitiendo con la SERCA en la caigtaacde C&" para este depdsito
(Pinton et al., 1998; Reinhardt & Horst, 1999; Ten al., 2002). Recientemente,
estudios funcionales han podido elucidar la expreselativa de SERCA y SPCA en
diferentes regiones del GC (Aulestia et al., 200L8)SPCA puede expresarse en otros
compartimentos acidicos tales como lisosomas, entgs y los granulos de secrecion
(Mitchell et al., 2001; 2004).

Estructuralmente la SPCA tiene un peso molecularomgue la SERCA, con un solo
sitio de unién a C3, considerandose estas ATPasas como ancestros SERCA. El
mayor empaquetamiento de los segmentos transmeanbeindominio M junto con
bucles luminales y citosolicos mas cortos puedeesgronsable de la existencia de un
solo sitio de unién a Gaasi como del transporte de #Mncaracteristica propia de las
SPCA. Frente a la SERCA, la SPCA presenta mayoidafl aparente para iones
divalentes (C&Z y Mn?"), posiblemente debido a una estabilidad extra ale |
conformacion E1 sobre E2 (Dode et al., 2006). L&ASR diferencia de la SERCA, no
intercambia H en el proceso de transporte (Vangheluwe et aD9R0.as bombas
SPCA cumplen importantes funciones dentro de lalaéEl Mrf* es cofactor de varias
enzimas antioxidantes, de ahi la importancia de lesiba en la respuesta al estrés
oxidativo (Cho et al., 2005). El mantenimiento dg hiveles de Gaen el GC permite

la correcta regulacion del trafico proteico. Ademas SPCA estan implicadas en la
modulacion de las oscilaciones de*Caitosélico, desempefiando un papel en procesos
de secrecion de célulfispancreéticas (Mitchell et al., 2004).

En humanos se han identificado dos genes (ATP2BIBR2C2) para estas bombas
(SPCAly SPCA2).
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SPCA1 se expresa de forma ubicua en todos los tiphgares y presenta cuatro
variantes de procesamiento alternativo (SPCAl®djante el desarrollo cerebral en
ratones la actividad de la SPCAL parece incremantgrbien los niveles de expresion
parecen constantes (Sepulveda et al., 2008). Lecidal en los dos alelos del gen
ATP2C1 es letal y a nivel subcelular el GC resaltarado observandose una serie de
defectos conocidos como estrés de Golgi. La isao8RCALlc esta truncada en el
altimo segmento transmembrana y no es funcionatl¢ba al., 2006). Al igual que en
SERCAZ2, losknock-out heterocigéticos de SPCA1 en ratones pueden déaarro
tumores de células escamosas (Okunade et al.,.ZB0i7ptra parte, mutaciones en la
SPCA1 son causa de la enfermedad autosomica-damiHailey-Hailey, consistente
en desordenes del tejido epidérmico, como faltadtesion. El posible decremento de
la [C&"] y/o [Mn?"] en el GC podria llevar a alteraciones de la mecatifén y el trafico
de proteinas involucradas en la adhesion celufapatesmosomas (Hu et al., 2000). La
forma SPCA2, mas especializada, se restringe pahoente a sistemas de secrecion
con alta actividad como tiroides, glandula saliyamamaria y prostata. Durante la
lactancia la expresion relativa de SPCA2 con raspeeta SPCAL es 17 veces superior
(Faddy et al., 2008).

Como todas las ATPasas de tipo P las SPCA se mhibe [VO,]*. La tapsigargina
inhibe la actividad de SPCA a concentraciones sugsr a pM, permitiendo

establecer la proporcion SERCA/SPCA de ciertos siegde C& (Sorin et al., 1997).
Recientemente se ha descrito al bis-fenol comdidbi especifico de SPCA (Lai &
Michelangeli, 2012).

3.3.2 Intercambiador Sodio/Calcio de la membrana plasadNCX).

El NCX (Na'/Ca®" eXchangerconstituye el principal mecanismo de extrusiorCde

de células excitables, sobre todo en células aaslifLow et al., 1993). Se trata de un
sistema de baja afinidad por a&on una alta capacidad de transporte electrogénico
que intercambia un Gapor tres N& Por tanto, este sistema utiliza el gradiente
electroquimico de Na(Blaustein et al., 1999). Diversos cationes diveds y trivalentes
como L&', Ni** y Cdf* inhiben el NCX. De igual forma, se conocen commses
sintéticos capaces de inhibir la actividad del N@X forma relativamente selectiva
como el KB-R7943 (Trosper & Philipson, 1983; Iwamet al., 1996).
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Estructuralmente consta de nueve segmentos trartmi@esn que se encuentran
divididos por un bucle citosolico en cinco segmenté-terminales y cuatro C-
terminales. En cada region transmembrana se lacatianas involucradas en la union y
transporte idnico. La primera porcion del buclesiiico tiene una zona denominada
“péptido inhibidor del NCX” (XIP) donde se unen flolépidos acidos y Na La
segunda porcion del bucle posee dos dominios dawniC4" con funcién regulatoria,
cada uno operando en un rango de*{fleaNicoll et al., 2013). El bucle citosélico es
diana de diferentes efectores que afectan a lgseglades funcionales, reclutamiento y
localizacion del NCX en zonas concretas de la mangplasmatica, como ATP, BIP
PKA, y CaN (He et al., 2000; Schulze et al., 2083nunziato et al., 2004).

Los NCX pertenecen a una gran superfamilia dedatebiadores G#cation, entre los
que se encuentran los NCKKg' /Ca?*- K* eXchanger responsables de la regulacion
de C&" en la plasticidad sinaptica, adaptacion de foteperes y la pigmentacion
cutanea (Lytton, 2007). Se han descrito en mansifiees genes que codifican tres tipos
del NCX (NCX1, NCX2 y NCX3) (Marshall et al., 2009)CX1 es practicamente
ubicuo en todos los tipos celulares, si bien tiesgecial importancia en corazoén, y en
menor grado en cerebro y riflones.kBbck-outhomocigotico de NCX1 en ratones es
letal en estado embrionario ylaiock-outespecifico de corazon produce fallo cardiaco
en adultos (Henderson et al.,, 2004). NCX2 y NCX3xspresan especificamente en
cerebro, musculo esquelético y ciertas poblaciomesonales, y su delecién produce
problemas de aprendizaje y psicomotores (Jeon,e2(03; Sokolow et al., 2004). La
expresion del NCX se regula por’Gaaracteristica que comparte con PMCA (Carafoli
et al., 1999).

El sistema NCX funciona normalmente extruyendd*@esde el citosol, colaborando
con las ATPasas de €aNo obstante, NCX puede trabajar de forma invemsao se
ha descrito en corazén. En células de musculo a@rdidurante la fase de
despolarizacién en el ciclo excitacién-contracclafCé*]c aumenta por deplecién del
SR. Posteriormente en la relajacién muscular &l €igosélico se retira principalmente
por accion de SERCA y NCX1. Durante la fase de legfzacion, NCX contribuye al
rellenado del SR actuando de forma inversa, a fdgbgradiente de Naitosolico. Se
han descrito acoplamientos funcionales entre lalon@ma plasmatica y el SR en donde

se forman microdominios de €aréximos a NCX (Blaustein & Golovina, 2001).
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En procesos de isquemia/reperfusion NCX tambiérdguectuar en modo inverso,
disminuyendo la excitotoxicidad del exceso dé pannunziato et al., 2007). En células
B-pancreaticas el transporte reverso de NCX puedeafoparte en el proceso de la

secrecion de insulina (Gall et al., 1999).

3.3.3 Uniportador de calcio mitocondrial (MCU).

El MCU (Mitochondrial Calcium Uniporteres un canal de &aaltamente selectivo
que media la entrada de ‘Cal interior de la mitocondria, a favor del gradeen
electroquimico existente entre este organulo yitesa, generado a su vez por la
actividad respiratoria (Kirichok et al., 2004). Bbd un conjunto de iones y moléculas
que pueden alterar la actividad del MCU. Los ioMe3", Mn?" y SF* son inhibidores
que compiten con el &4 El rojo de rutenio y el Ru360 son compuestosbidloires
relativamente selectivos del MCU sin bien son p@gesmeables a través de la
membrana celular. Ciertos flavonoides de plantastydgenos activan MCU (Santo-
Domingo & Demareaux, 2010). Una caracteristica ste eanal es su activacion y
regulacién alostérica por €aaunque su afinidad por este i6n es muy baja oarky,
medida en células permeabilizadas, de en tornop1@Gunter & Pfeiffer, 1990;
Bernardi, 1999). Este hecho restringe la captaocittn C&* citosolico a los
microdominios de alto G4 generados en el entorno de los canales GeqDa durante
la activacion celular permiten la entrada dé*@asde el medio extracelular o lo liberan
desde depdsitos de €antracelulares. Existen evidencias morfolégicainycionales
de distribucion de las mitocondrias en zonas prégim la membrana plasmatica o el
ER donde se pueden generar microdominios corfJCED veces superiores al
Cd*citosélico (Rizzuto et al., 1998; Csordas et &10).

La identidad del MCU ha sido objeto de debate pmapwlo, entre otros candidatos, a
las proteinas desacoplantes UCP2 y UCP3 (Trenkar, @007; Waldeck-Weiermair et
al., 2011). En 2011 se identificé una proteina (©TOOA) no caracterizada, cuya
expresion era necesaria y suficiente para la déptae C4" mitocondrial, y que poseia
la mayoria de las caracteristicas atribuibles a MB®& Stefani et al., 2011; Baughman
et al., 2011). Su silenciamiento por RNAi suprimeptacion de Gamitocondrial en
cardiomiocitos, célulag-pancreaticas y neuronas (Joiner et al., 2012;soarat al.,
2012; Qiu et al., 2013). Actualmente se aceptdapeoteina CCDC109A es MCU.
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Estructuralmente MCU se trata de una proteina dkeD4@on dos dominios
transmembrana y dos dominiosiled-coil en la matriz mitocondrial, unidos por un
pequefio bucle de residuos acidos en el espacionienebrana. Esta estructura parece
formar un multimero, presumiblemente un tetramgt® se configura como el canal
MCU. Dicho multimero se produce por autooligomegi@a o bien con una proteina de
similar estructura MCUb en diferentes proporciosegun el tejido celular (Fieni et al.,
2012). A lo largo de estos ultimos afios se hanrilesitras proteinas que intervienen
en la regulacion o activacion del canal MCU, quemiin parte de ese complejo
multimérico. De ellas, MICUl1 y MICU2 Mltochondrial Calcium UptaKe son
proteinas solubles localizadas en el espacio isi@bnana que se presentan en forma
de heterodimeros, actuando como sensores tley@ampuertas del canal MCU. Son
responsables de inhibir o activar el canal en werdgnado rango de [E5¢. La unién

de MCU a MICUL1 y MICUZ2 se lleva a cabo gracias a proteina denominada EMRE
(Essential MCU RegulatprPor otra parte se la sugerido que MCUb puedeaacbmo
inhibidor parcial del canaF{g. 10) (De Stefani et al., 2015).

A Calcium Signaling OFF B Calcium Signaling ON
@ (8]
° e ® e @
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h{:ndﬁa‘l membrang — . __ . _. _
ﬁfl'(ﬂ’c- — — - @ - —— —
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Fig. 10. Representacién esquematica del complejo MC En estado de reposo (A) la captacion dé'Gs
controlada por un complejo multiprotéico posibleteecompuesto por MCU y MCUb junto con EMRE, MICUL, y
MICU2. En estas condiciones, los heterodimeros MIGWIU2 actian como compuerta en el MCU, gracias al
efecto inhibidor predominante de MICU2. Al activataesefial de (%4 (B), el aumento de la concentracién dé'Ca
citosélico ([C&"]c) localizado en el entorno de la mitocondria indunecambio conformacional en el dimero que
libera MICUZ2 y permite la activacion de MCU mediada plICUL. Imagen modificada de De Stefani et al1%20
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3.4 Depdbsitos intracelulares de calcio.

La mayoria de los organulos intracelulares contiema [C&'] superior a la del citosol.
Estos depdsitos de €aintracelulares cumplen funciones celulares muyadas. A
continuacién se expondran cada uno de los resesvate C& representativos de
células neuroendocrinas: el reticulo sarco/endopéas las mitocondrias, el complejo
de Golgi y otros compartimentos acidicos, entreglas se encuentran los granulos de

secrecion.

3.4.1 Reticulo Endoplasmico/Sarcoplasmico.

El reticulo endoplasmico/sarcoplasmico (ER/SR) re®nganulo multifuncional de las
células eucariotas, responsable de la sintesis,ifioamibn post-translacional y
empaqguetamiento de la mayoria de proteinas de remlrsecrecion, metabolismo de
lipidos y esteroides, y detoxificacion. Ademasesesidera unos de depoésitos dé'Ca
intracelulares mas importantes, con un papel demrna diferentes procesos de
sefalizacion intracelular gracias a su rapida ylesta captacion, almacenamiento y
liberacion de este i6on (Michalak & Opas, 2009).rigtiralmente esta compuesto de
una red de endomembranas continua que se extiendeda la célula, presentando una
morfologia heterogénea de tubulos, cisternas yfigaémente engloba a la envoltura
nuclear. Dicha red varia morfologica y funcionalteemntre los diferentes tipos
celulares. Este hecho que viene posiblemente diet&adm por el conjunto de funciones
fisiologicas que desempefia la célula en cuestierha&Spropuesto que las cisternas se
especializan en la sintesis de proteinas, miequaslos tubulos permiten un rapido
control de los flujos de G&(Shibata et al., 2010; West et al., 2011). Entagecasos
existen, ademas de las diferencias morfolégicdereaticias de composicion proteica
como en el SR, siendo este una version especialidaHER en células musculares
(Pozzan et al., 1994). Dada su extension, el Efajgaz de entrar en contacto con otros
organulos del citoplasma como las mitocondriag;oehplejo de Golgi, peroxisomas,
endosomas, lisosomas y la membrana plasmatical(faie & Voeltz, 2011).

El ER/SR como reservorio de €aresenta una concentracion total de calcio entre 5
50mM (Meldolesi & Pozzan, 1998).
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La mayor parte del calcio se encuentra ligado depras de baja afinidad como la
calreticulina (0 CSQ para el SR), calnexina, BifF5GRP94 entre otras, y solo una
pequefia fraccién se presenta comd'@ire. Las primeras medidas de la {Gax
realizadas con la fotoproteina aequorina mutadgidér al ER (ER-MAEQ) reportaron
valores de 300-800uM para diversos tipos celui@asero et al., 1997; Montero et al.,
1997a; Alonso et al., 1998). No obstante, el delarde sondas de aequorina (AEQ) de
menor afinidad por G&ha permitido establecer valores superiores d&J&Gaen torno

a 1-2mM (De la Fuente et al., 2013). Ademas esttsias datos revelan que la
distribucién del C& en el ER puede ser heterogénea, con subcompaiisngne
presentan diferentes dindmicas dé'CBe hecho, la continuidad morfoldgica del ER,
es un tema de gran controversia actual (Park,e2@00; Verkhratsky, 2005; Bannai et
al; 2004; Aulestia et al., 2011; De la Fuente gt2413).

La captacion y acumulacién de’Cae realiza via SERCA fundamentalmente, si bien se
ha documentado la existencia de SPCA en ciertas tqelulares como célulgs
pancreaticas (Berridge et al., 2003; Mitchell et 2004). Si este reservorio disminuye
drasticamente su nivel de €ae activan los mecanismos de entrada capacitativa,
través de los SOCC, en colaboracidén con estosrasteéle captacion. Es conveniente
mencionar que el mantenimiento de un nivel d&" ®ajo en el ER es un factor que
contribuye a la respuesta a estrés y puede dessraraapoptosis (Alvarez et al., 1999).
La liberacién de CA estd regulada fundamentalmente pogRIFy RyR. Se ha
documentado la existencia de TRPP2 expresado ancalicentraciones en el ER,
posiblemente colaborando con la liberacion indu@da IP; (Koulen et al., 2002).
Como se ha expuesto con anterioridad, existe uti@ogbate acerca del papel de otros

segundos mensajeros intracelulares en el ER cooRD&R y el NAADP.

3.4.2 Mitocondria.

La mitocondria es un organulo clave en la productaé energia, necesaria para el
desempeiio de las funciones celulares. Ademas,uregean papel en la homeostasis de
Ca*subcelular ya que es capaz de captaf €itosolico producido frente a un estimulo
y modular espacio-temporalmente la sefial €, @adificando asi una amplia variedad
de respuestas celulares. Las mitocondrias intenaagi entre si, formando una amplia

red mitocondrial mévil (MR), con procesos de fisyofusion (Picard et al., 2013).
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Son capaces de distribuirse en regiones concretda @élula como las terminales
sinapticas o cerca de los dep6sitos d& @aracelulares, zonas con abundantes canales
de C&". Es més, se conoce en profundidad la existenciateigcciones MR-ER, con

uniones fisicas funcionales (Rizzuto, 1998; Rowl&ndoeltz, 2012).

Estructuralmente la mitocondria aislada consta @® rdembranas, externa e interna,
separas entre ambas membranas por un espacioenterana. La membrana externa
es muy permeable gracias a un conjunto de canalesidnes dependiente de voltaje
(VDAC), permitiendo el paso de macromoléculas yulagdo el transporte de
metabolitos entre el citosol y el espacio intermeméa (Gincel et al., 2001). La
membrana interna, por su parte, es impermeablees i metabolitos, y forma pliegues
e invaginaciones que generan un complejo tubutemdico (crestas) donde se disponen
subcompartimentos de series de proteinas con fueriespecificas como la cadena
respiratoria y diversos sistemas de transporte Qelémet al., 1994). Funcionalmente la
mitocondria se encarga de la produccion de ATPaerélula mediante la cadena
respiratoria. Este proceso genera un bombeo dkestie la matriz mitocondrial hasta el
espacio intermembrana, produciendo un gradientgriel@ de -150/-180mV, crucial
para la entrada de €alesde el citosol (Parekh, 2003).

En condiciones de reposo celular, laifaes similar a la existente en el citosol (Brini
et al., 1997). Sin embargo en procesos de estimuola®lular las mitocondrias son
capaces de captar el Cale los microdominios existentes en el entornoodechnales
activados por el estimulo, a través del canal ge &finidad MCU. La entrada de €a
en la mitocondria tiene dos consecuencias fundaiesntPor una parte, existen tres
enzimas del ciclo de Krebs activadas pof'Cajustandose la produccién de ATP frente
a la demanda energética que conlleva la estimulaatular (Jouaville et al., 1999). Por
otra parte, la mitocondria actla como un tamponatprCad” regulando tanto la
amplitud como los patrones espacio-temporales sl@lmnentos de [E3¢, que a su
vez pueden controlar la actividad de los canaled@gidesencadenan. Dicha regulacion
afecta a procesos celulares como la exocitosis {@onet al., 2000). En células
acinares del pancreas la mitocondria evita la wagian de la ondas de €aitosélico

en la zona apical de la célula dividiendo a la naigm dos compartimientos funcionales

que pueden generar diferente sefializacién por(@ark et al., 2001).
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En definitiva, la mitocondria se considera un reseo de C&" dindmico, capaz de
acumularlo hasta una [E&v superior a 2mM (De la Fuente et al., 2012).

Junto a la entrada de €a través del MCU, existen dos sistemas de libénade CA"

en la mitocondria: Los intercambiadores' " y C&*/H" mitocondriales (MNCX y
mCHX respectivamente), evitando la acumulacién && én la matriz mitocondrial en
condiciones basales (Bernardi, 1999)._ El mN€&sXel principal sistema de salida de
Cd" en la mitocondria, intercambiando Naor C&" en proporcién 3:1 y siempre que
exista N& en el citosol, dependiendo la velocidad de intetia, de la concentracion
este ion (De la Fuente et al., 2010). EIl mCe#Xcapaz de intercambiaf Bor C& en
proporcion 1:1 si bien su capacidad de transpartawy baja (Jiang et al., 2013). Estos
sistemas electrogénicos, al igual que el MCU, sai@ntran regulados y son capaces de
influir en diversos procesos fisioldgicos de lautz(Nita et al., 2015). La acumulacion
mantenida de CG&n la mitocondria energizada, en colaboracién dposdfactores,
puede producir un incremento subito de la permiealbilde la membrana interna a
solutos de masa molecular de hasta unos 1500D&a.heésho puede desencadenar la
liberacion desde la mitocondria de diferentes fastaque conducen a la apoptosis
celular, mediada por la apertura del poro de tcanside permeabilidad mitocondrial
(mPTB. La identidad de este canal es objeto de delotialdOrrenius et al., 2015).

3.4.3 Complejo de Golgi.

El complejo de Golgi representa la estacion centtal empaquetamiento vy
procesamiento asegurando que las proteinas sattatizn el ER se modifican y dirigen
correctamente a su destino celular final. Estrattuente se trata de un organulo muy
heterogéneo tanto morfolégicamente como a su capipogproteica y funcion (Breton
et al., 2001). Se compone de mudltiples cisternasmbr@nosas, formando conjuntos
apilados. Se distinguen tres subcompartimentosipatios,cis-Golgi, mediatGolgi y
trans-Golgi, estandocis-Golgi y transGolgi asociados con una red tubular de
membranas. En mamiferos cada conjunto de cistexpidéesdas estan conectadas por
series de tubulos que sirven de vias eficaceslpatifusion de elementos. ElI complejo
de Golgi es una estructura altamente dinamica nuggridad depende del balance del
transporte anterogrado y retrogrado entre sus sytadimentos y con el ER (De
Matteis & Luini, 2008).
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El complejo de Golgi presenta un pH luminal masd@cton respecto al citosol,
caracteristica que comparte con otros depdsitdatfecomo lisosomas o los granulos

de secrecion (Llopis et al., 1998).

El complejo de Golgi participa en la homeostasi€dé subcelular como reservorio de
C&* capaz de almacenar el 5% (por encima de 10mMja d®ricentracién de calcio
total celular en el caso de células neuroendociiRagzati et al., 1997). En su mayor
parte el calcio se encuentra ligado a diferentetepras tamponadoras de las que
destacan, por abundancia y exclusividad, CALNUCap45 (Scherer et al., 1996; Lin
et al., 1998). En células HelLa se ha estimado @#']kc entorno a 200-300pM
(Pinton et al., 1998), si bien dichos niveles pwuedariar en funcion del tipo celular.
Existen un conjunto de enzimas que intervienenl gnogesamiento de proteinas cuya
actividad viene regulada por €£aAdemas, ciertos procesos de transporte retrogrado
GC-ER vy agregaciéon selectiva de proteinas de séorelependen del contenido en
Cc&" del complejo de Golgi (Oda, 1992; Chanat & Huttid®91).

El GC, al igual que el ER, juega un papel en la utamién de las respuestas de*'Ca
citosolico. Las vias de acumulacién d€'Gen GC son SERCA y SPCA, mientras que
la liberacién de C4 se realiza fundamentalmente a través @RI} en ciertos cultivos
celulares como cardiomiocitos, a través de RyR (Baelen et al., 2003; Lissandron et
al., 2010). No obstante, al hablar de la homeastsiC4’ en el GC se debe considerar
la heterogeneidad de este organulo como depési@edelLa contribucién relativa de
las bombas SERCA y SPCA varia en funcion del tgdalar pero también en funcion
de los subcompartimentos del GC descritos con iaritlad. En queratinocitos, la
proporcion SPCA/SERCA aumenta desdeiglGolgi al transGolgi, mientras que en
células B-pancreéticas se ha evidenciado la presencia deA $Clos granulos de
secrecion, posiblemente debido a un gradiente mialede estas bombas a lo largo del
complejo de Golgi (Behne et al., 2003; Mitchell a&t, 2004). Se ha sefalado la
existencia de dos subcompartimentos diferented &Geen términos de dinamica de
Cc&*. El primero, presumiblemente @b-Golgi, presenta captacién de’Cenediada por
SERCA y responde a 4Rcon una liberacién de €amas rapida que la del ER. El
segundo, presumiblementeteinsGolgi, presenta captacion de*Ca través de SPCA,
es poco sensible a 4B, en principio, no participaria en la sefializacide C&"

citosolico (Missiaen et al., 2004; Vanoevelen et2005).
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Estudios mas recientes han sefialado que en célmtaslta expresion de RyR, este
tltimo compartimento responde a*acafeina y posiblemente a otros agonistas como
cADPR y NAADP (Pizzo et al., 2011). Dichos subcontipgentos pueden presentar
ademas diferentes [E3sc (Aulestia et al., 2015).

3.4.4 Compartimentos Acidicos.

Dentro del término compartimento acidico se inaluyma serie de organulos de
diversas caracteristicas morfolégicas y funciongles presentan altas Hy [C&'] en

Su matriz como nexo comun. Se incluyen los endospteg lisosomas, organulos
relacionados con lisosomas, y los granulos de ciécreEl complejo de Golgi, tratado
con anterioridad, estaria también incluido en @stpo. Los granulos de secrecion,
dada la importancia que tienen en el presente jtrasa trataran con detalle mas

adelante.

3.4.4.1 Lisosomas

Los lisosomas son vesiculas acidas, en cuya nsgrencuentran enzimas hidroliticas,
que median la degradacion de vesiculas endociiieagofagicas (Mellman, 1989). El
gradiente de protones existente entre la matrzsdisial y el citosol (pH 4-5) se
mantiene gracias a la ATPasa dé thcuolar (V-ATPasa) en colaboracion con
intercambiadores N&H*, K'/H" y CI/H® (Ishida et al., 2013) y es critico para la
acumulacion de Gaen los lisosomas. La mayor parte del calcio sei@rtca ligado a
fosfatos, sulfatos y carboxilatos, estimandose[@a&] en la matriz lisosomal en torno
a 500puM (Lloyd-Evans et al., 2008). El mecanismo cdetacion de CGa en los
lisosomas no se conoce en profundidad, proponiénidosaptacion a través de CHX y
de una ATPasa de €ano identificada (Hilden & Madias, 1989; Adachiat, 1996).
En cuanto a los mecanismos de liberacién d€,das lisosomas se proponen como
organulos diana en la sefializacién dé*@aediada por cADPR y sobre todo NAADP.
En este sentido se ha descrito la existencia ddesamRPML, TRPMY TPC asi como
P2X, en lisosomas de varios tipos celulares (Zh&arg, 2007; Lange et al., 2009;
Brailoiu et al., 2009; Qureshi et al., 2007; Huan@l., 2014). Como depésitos de’Ca
los lisosomas participan en la transduccion delsgfiaegulando varias etapas que
forman parte de su formacién y tréfico, pudiendmao parte en otros procesos de la
homeostasis del &asubcelular (Morgan et al., 2011).
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3.4.4.2 Endosomas

Una vez los endosomas se forman en la membranmdiiaa gradualmente se van
acidificando hasta un pH de 6, posiblemente deaitdoaccion de una V-ATPasa. Esta
acidificacion es esencial para la degradacién sienletabolitos internalizados y también
para la liberacion de efectores para receptoresnioné que median el trafico y la fusién
de estos organulos a lisosomas o membrana plasniitellman et al, 1986). Tras su
inclusion celular, los endosomas originalmentegnsian una [G4] en torno a 1mM,
similar a la del medio extracelular. Conforme el@oma van madurando y su matriz
acidificandose esta [€3 disminuye hasta 40M (Sherwood et al., 2007). Se ha
demostrado la salida de €an los endosomas a través de TRPML, TRPMPC
(Saito et al., 2007; Cheng et al., 2010; Braildiale 2009). Al igual que los lisosomas,
los endosomas, como depésitos dé*Cpueden participar en la regulacién de su
formacion vy trafico, por ejemplo en la fusidon hoheterotipica. No obstante, los
mecanismos de homeostasis def'Gatraendosomal son todavia desconocidos (Luzio
et al., 2007; Venkatachalam et al., 2015).

3.4.4.3 Organulos relacionados con lisosomas

Los organulos relacionados con lisosomasasome Related OrganelleRO) son un
conjunto heterogéneo de organulos entre los quensgentran los granulos liticos de
linfocitos, los granulos densos de plaquetas y dososomas de espermatozoides
(Raposo et al., 2007). La mayoria son acidos yeptas alta concentracion de calcio
total (2,2M), la mayor parte ligado a una matrizpdifosfatos (Holmsen & Weiss,
1979). Si bien tienen algunas caracteristicas aigsl con los granulos de secrecion,
funcionalmente son mas comparables con los aciceoatas (Docampo et al., 2005).
Se ha descrito captacién de’Can los LRO a través de SERCA, NCX y CHX en
colaboracién con una V-ATPasa (Lopez et al., 2Q@#nason et al., 2005; Salceda &
Sanchez-Chavez, 2000). En cuanto a la liberaciéBaiese ha propuesto la existencia
de IBR y RyR asi como de TPC y P2X (Salceda & Sanchem«€h 2000; Walensky
& Snyder, 1995; Brailoiu et al., 2009; Miklavc ét,2011). Los procesos de captacion
y liberacién de CH de los LRO asi como su papel funcional en la hetasis de Ca
son actualmente objeto de intenso estudio.
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4. EL PAPEL DEL CALCIO EN LOS GRANULOS DE
SECRECION DE CELULAS NEUROENDOCRINAS.

La exocitosis vesicular es un evento biologico amdntal. La liberacion del contenido
de los granulos de secrecion regula, entre omaduhciones cerebrales, los niveles de
glucosa en sangre y la respuesta frente a estné®{\al, 2014). Desde hace décadas se
sabe que el Gaes una de las principales sefiales que desencageregulan el
proceso de exocitosis (Del Castillo & Katz, 1958hn muchos los estudios que se
acumulan sobre el papel de este i0n en la regula@dlas etapas de la secrecion. En
este apartado se trataran las caracteristicassdgrdmulos de secrecion y su relacion
con el C&" en el proceso de exocitosis.

4.1 Estructura y composicion de los granulos de semmeci

Los granulos de secrecion de células neuroendasctamio de células cromafines como
de células insulinicas se definen como vesiculasudgéeo densolarge Dense Core
Vesicles LDCV), siendo denominadas asi porque cuando sereén al microscopio
electrénico presentan de una zona densa a losaglest producto del empaquetamiento
de solutos en la matriz, (Dean, 197Bi)g( 11). Se trata de vesiculas de gran tamario,
con un diametro de entre 100-2000nm. Por el coattas vesiculas sinapticas son
pequefias y clarasall Clear Synaptic VesicleSCSV) con un didmetro de entre 20-
50nm. Ambos tipos de vesiculas forman parte dddade secrecidon regulada, poseen
una maquinaria de exocitosis similar y pueden peeoer en el citosol durante largos

periodos de tiempo y (Takamori et al., 2006).

- secretory vesicle
containing insulin

Fig. 11. Granulos de secrecion.La
imagen de microscopia electrénica
muestra dos granulos de nudcleo denso
insulinicos procedentes de islotes
pancreaticos. Notese como uno de los
granulos libera su contenido. Imagen
tomada de Garland Publishing, 1998.
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Una de las caracteristicas mas singulares de I&@VLBs la capacidad de acumular
grandes concentraciones de diferentes solutos &drque se encuentran hormonas
peptidicas, proteinas, iones y pequefias moléchista una concentracion total de
solutos superior a 1M (Njus et al., 1986; Albilletsal., 1997). La matriz densa de los
LDCV (o SG) se comporta como un gel donde los coraptes se mantienen en un
estado “cristalino” reduciéndose asi la carga ommotLos granulos de células
cromafines son capaces de acumular catecolamin@@-1E0mM), ATP (125-
300mM), ascorbato (10-30mM) y diversos péptidogatginas (100mg/mL) entre las
que destacan las cromograninas y en concreto la, Qgé representa un 40% del
contenido total proteico (Borges et al., 2012). damulacion de catecolaminas se
produce a través del transportador vesicular deoamimas VMAT-2 que utiliza el
gradiente de protones como i6n cotransportado Qhasaet al., 1994). En el caso de
célulasp-pancreaticas, la insulina es la proteina mas aniadrepresentando un 50-
60% del contenido proteico granular total, juntm & péptido-C que interacciona e
interviene en la disociacion del hexamero de insu(Suckale & Solimena, 2010). El
gradiente de protones se mantiene en estos gragnaloiss a la accion de la V-ATPasa
(Saroussi & Nelson, 2009). En condiciones de rebgid vesicular tiene un valor en
torno a 5,5 (Winkler & Westhead, 1980). Entre lmses que se acumulan en los SG el
calcio se encuentra presente en altas concentegcidios primeros estudios en las
décadas de los 80-90s determinaron una concentraaigl de calcio en los SG entre
15-60mM en varios tipos de células neuroendocriivedmkler & Westhead, 1980;
Fasolato et al., 1991; Hutton et al., 1983). La ongyarte de este calcio se encuentra
unido a solutos del lumen vesicular y solo una péguraccién se presenta comdCa
libre. A lo largo de estos afios numerosos estutdiogratado de estimar la [Cre En
granulos de secrecion aislados y mediante medigicoe electrodos se obtuvieron
valores de la [Cd]sc de 24iM (Bulenda & Gratzl, 1985) y 5,8/ (Haigh et al., 1989).
Estudios con colorantes fluorescentes en los SGndstocitos, determinaron una
[Ca’"]sc en reposo de 281 (Quesada et al., 2001). La utilizacién de sordRAEQ
dirigidas a los SG ha permitido realizar mediciodes|C&"]sc en células intactas de
diferentes cultivos neuroendocrinos como céluladl®lé INS-1, derivadas de células
B-pancredticas, células PC12 y células cromafinesrgio su valor entre 20-100uM
(Mitchell et al., 2001; 2003; lezzi et al., 200&nfDomingo et al., 2008; 2010).
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La interaccion entre las cromograninas y €1'@m el medio acido del lumen vesicular
desempenfa un papel crucial en varios aspectoffigios de los granulos de secrecion.
Las cromograninas tienden a formar autoagregadasHaacido y alta [CH],
interaccionando ademas con otros solutos de lamvasicular, siendo asi responsables
de reducir la fuerza osmoética en los SG (Taupenoal.e 2003). De hecho, las
cromograninas pueden actuar como chaperonas,tdadiii el empaquetamiento de
hormonas peptidicas y participando activamenteadrdgénesis granular asi como la
liberacion de dichas hormonas (Koshimizu et all@@bermdller et al., 2010). En el
caso de las célulgspancreéticas, un ambiente &cido y con alt&|Gaterviene en el
empaquetamiento de la proinsulina y formacion dsicudas inmaduras durante el
trans-Golgi, y la posterior acidificacion del medio dot@ la maduracion vesicular
promueve la conversion de la proinsulina a insu{ldau et al., 2009). Finalmente, la
alcalinizacion del medio vesicular contribuye aravilizacién del C& en los SG y
desencadena la liberacion del contenido de losutpar{Camacho et al., 2006; Borges
et al., 2012). En definitiva las LDVC son responesaltle la biosintesis, almacenaje y

secrecion de neurotransmisores y hormonas pefifliealop & Mahata, 2002).

4.2 Biogénesis y trafico de los granulos de secrecion.

Se han propuesto dos mecanismos de empaquetamielatsificacion de los SG en el
trans-Golgi en células neuroendocrinas. Uno conllevaadmegacion inicial de los
precursores de péptidos hormonales y cromogrardeata matriz vesicular en un
proceso dependiente de“Cg pH (Bauerfeind & Huttner, 1993), en donde eleagdo

se une a la membrana densGolgi a través de receptores especificos. El otro
promueve la retencidén selectiva de los precursteegéptidos hormonales en funcién
de su unién a diversos receptores (Arvan & Casf88). En ambos de los mecanismos
se van excluyendo los componentes destinados dalales secrecion constitutiva,
formandose vesiculas inmaduras que se liberartrae$Golgi (Tooze, 1991). Las
vesiculas inmaduras son transportadas a los di@osecrecion de la membrana
plasmatica a traves de sistemas de transporte dsasadmicrotubulos, principalmente
de quinesina (Rudolf et al., 2001). La actividadistribucion de la quinesina en los
microtubulos se puede regular durante la estimtaaelular que conduce a la
exocitosis (Park & Loh, 2008).
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Seguidamente, las vesiculas se transfieren a leortidal de actina, situada cerca de la
membrana plasmatica, donde completan su maduraamdria que se acidifican
progresivamente mientras aumenta el empaquetandehtocontenido vesicular (Barg,
2003). Tras la estimulacién celular, la sefial d&" Geodula la actividad de proteinas
como espectrina y escinderina que estabilizan da c@tical de actina. Mediante
despolimerizacion parcial, esta red de actina suyfrecesos de remodelado y
reorganizacion que conducen a la movilizacion 8eSG hacia los sitios de anclaje de
la membrana plasmatica, a la vez que permitercklteeniento de otras vesiculas de la
fraccion de reserva, y controlar la expansion deb mle fusion en colaboracién con la
familia de proteinas miosinas (Rose et al.,, 2000032 Malacombe et al., 2006;
Papadopulos et al., 2013; Olivares et al., 2014)séfial de G4 que regula la red de
actina proviene principalmente de la entrada dé" @asde el medio extracelular
durante la estimulacion celular. Existe otra viaependiente de estimulacion
secretagoga, a través de liberacion déf @aesde depositos intracelulares (Trifaré et al.,
2000).

En células neuroendocrinas se han descrito difsesuibpoblaciones de vesiculas de
secrecion, clasificadas en funcion de su cinéteaxbcitosis, morfologia y regulacion
por C&" (Voets et al., 1999; Marengo, 2005; Ge et al.,620@errins & Stuenkel;
2008). Una _primerasubpoblacion de vesiculasRgserve Vesicle PQqQolRVP)
interaccionan con el citoesqueleto y pueden séutestas hacia los sitios de anclaje de
la membrana plasmatica. Dentro de esta subpoblacéinvez se han descrito dos tipos
de vesiculas, dependiendo del grado de maduraeirespecial de la acidez de la
matriz granular. Las mas inmaduras (menos acidaggerienentan movimientos
aleatorios y restringidos espacialmente que respomdla liberacion de &ade los
depdsitos. Las mas maduras (mas acidas) experimert@mientos rapidos, dirigidos
y de gran recorrido que responden a la entradatied€sde el medio extracelular (Hao
et al., 2005). Tras la estimulacidon celular, exista _segundaubpoblacion vesicular
anclada a la membrana plasmatica que sufre exscitgidamenteReady Releaseable
Pool, RRP), mientras que si el estimulo es mantenideldiempo, se distingue una
tercerasubpoblacion vesicular, también anclada a la menzbplasmatica, de cinética
de exocitosis mas lent&lpw Releseable PQ@&RP). Existe una cuarsaibpoblacion de
vesiculas de rapida secrecion denominada IRPmédiately Releaseable Ppol

localizadas en el entorno inmediato de los VOCC.

EL PAPEL DEL CALCIO INTRAVESICULAR EN LA SECRECIONCELULAR DE LINEAS NEUROENDOCRINAS. 55



INTRODUCCION

Se han descrito interacciones fisicas entre commes&le membrana de la IRP con los
VOCC (Alvarez & Marengo, 2011). La poblacion vesicu de las células
neuroendocrinas esta comprendida entre 10000 y02@&€iculas por célula (Vitale et
al. 1995; Straub et al., 2004), si bien la estidrmael nimero de vesiculas de cada
subpoblacién es variable segun el tipo celular.ofipnadamente el 10% del contenido
vesicular total se encuentra en los sitios de gnda la membrana plasmatica, de las
cuales un 10-25% corresponderian a la RRP. A suew&gz un 7-10% de la RRP
compondria la IRP (Garcia et al., 2006; Ge e2abg).

4.3 El fendmeno de la exocitosis.

Tras reclutarse los granulos de secrecion localza&ah la red de actina hacia los sitios
de anclaje de la membrana plasmatica y previangetdaefusion vesicular se producen
tres eventos fundamentales en el proceso de egisci() tethering definido como una
interaccion a larga distancia entre las vesiculsmgembrana plasmatica; (dbcking
definido como el propio anclaje de las vesiculaa anembrana plasmética, donde
ocurre la maduracion; (iiipriming, el proceso de acondicionamiento de las vesiculas,
inmediatamente anterior a la fusion vesicular canmembrana plasmatica. La
diferencia entre las subpoblaciones SRP y RRP/I&RIg resultar de variaciones en
este Ultimo proceso (Stojilkovic, 2005). En el mso detetheringaun no se encuentra
formado el complejo SNARE. Se ha documentado gagiateinas Muncl3 y CAPS
(Ca?*-Activated Protein for Secretiprreguladas por G4 factores que intervienen
posteriormente en glriming vesicular, regulan el acercamiento de los compesen
SNARE (James & Martin, 2013). En la actualidad gd&éhamente aceptado que los
procesos delockingy priming requieren interacciones multiméricas entre lasefmas
que forman los complejos SNARE (Chen & SchelleQ120udhof, 2013). La familia
SNARE se compone de mas de 35 proteinas, algunadladese encuentran en la
membrana plasmatica, conocidas como t-SNARE (simdaxy SNAP25), y otras estan
presentes en la membrana de los SG, conocidas ¢é®NARE o VAMP {esicle—
Associated Membrane Protejnsinaptobrevinas). Si bien la maquinaria SNARE no
interacciona directamente conGasi que se encuentra regulada por diversas pastein
que interaccionan con este i6n y, por tanto, redpor los cambios en la [€gr que

ocurren durante la estimulacién celular.
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Existen estudios que documentan la existencia deraigctiones fisicas entre
componentes de t-SNARE y canales VOCC donde eésmieeleto celular juega un
papel clave en la organizacion de la maquinariaesm@ (Torregrosa-Hetland et al.,
2010). Durante los eventos d#dckingcomienza la formacion del complejo SNARE
entre t-SNARE y v-SNARE, anclandose de forma estdd SG con la membrana
plasmatica. Tanto la formacién como la estabilizaae dicho complejo SNARE viene
regulada por la familia de proteinas Secl/Muncii&-djue interaccionan con sintaxinas.
Se ha documentado la existencia de una varianBabé5 (un amortiguador de Ca@n
GC) que interacciona con Muncl8 en estado de repatolar, inhibiendo su
interaccién con las sintaxinas. El aumento de E'|€tras la estimulacién secretagoga,
desestabiliza el complejo Munc18-“Cab45” promoviend formacién del complejo
SNARE (Zhang et al., 2009). En@iming finaliza la formacion del complejo SNARE.
Los factores Muncl13 y CAPS intervienen en la fordragy estabilizacion del complejo
SNARE dependiente de €ay promueven la fusién vesicular (James & Marti®l12,
Messenger et al., 2014). Bldirectamente puede regular la exocitosis mediahte
reclutamiento y activacion de proteinas de unidesg fosfolipido como Muncl3,
CAPS vy sinaptotagmina-1. Las sintaxinas tambiénrem a PIRlo que promueve la
formacion declustersen donde se produce la exocitosis (Martin, 2015).

La regulacion de la fusion vesicular se lleva aocab través de las proteinas
sinaptotagminas. Las sinaptotagminas son una faméi 17 proteinas, de las cuales
algunas actian como sensores dé&" @através de dominios C2 que unerf'Ceon
diversas afinidades. Estas proteinas intervienedaimentalmente en la regulacion de la
fusion vesicular, si bien toman parte en los prosdsckingy el priming (Wang et al.,
2011). Sinaptotagmina-1, la méas estudiada, prestrtanios C2 de unién a €ade
baja afinidad, activandose a [Cja similares a la que se producen durante la
estimulacién secretagoga. EI modelo de fusion mésptado propone que la
sinaptotagmina-1 no interacciona, o interaccionaigianente con el complejo SNARE
en ausencia de €a El aumento local de €a citosélico induce un cambio
conformacional en la sinaptotagmina-1 que provacatgraccion con los fosfolipidos
de la membrana plasmatica y el complejo SNARE, giab#izandolo vy

desencadenando el proceso de exocitosis (SudHd).20
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Ademés del proceso de exocitosis mediado pdi,Giste una via de secrecion
independiente de &apero en colaboracion con la maquinaria SNARE. Estae lleva
a cabo por un conjunto de proteinas que intervi¢éato en los procesos decking
priming, y fusion vesicular como en el reclutamiento yfitcca de los granulos de
secrecion: las GTPasas Rab (Fukuda, 2008).

4.4 Homeostasis del calcio en los granulos de secrecion

Los granulos de secrecion de células neuroendsccmastituyen uno de los depdsitos
intracelulares de Gamas grandes y a la vez menos conocidos, con uenida de
calcio en células cromafines que supone al 60%othdl celular (Haigh et al., 1989). La
concentracion estimada total de calcio en los SGim alrededor de 20-40mM
(Winkler & Westhead, 1980), con una fraccion e2el00uM que se encuentra como
cd” libre. La relacién Cd-ligado/C&*-libre en los SG es muy superior a la existente
en otros reservorios de €a Este dato se debe posiblemente a la presencia de
componentes en el interior de la matriz vesicutema las proteinas capaces de unirse a
Cd* CgA, CgB y secretograninas en altas concentrasioha CgA, en células
cromafines, representa el 90% del total de estalifanhe proteinas, capaz de unir
55moles de G4/ mg de proteina con una ke 4mM, constituyendo un amortiguador
de C&" de gran capacidad pero de baja afinidad (Yoo, R@Esos datos de por si no
justificaria la relacion Caligado/C&™-libre en los SG de no tener en cuenta las
siguientes consideraciones: (i) las condicionesadmatriz densa de los SG, con alta
concentracién en catecolaminas (o insulina) y AmfPeeotros solutos, pueden alterar
las propiedades de unién a’Cale estas proteinas; (ii) existen otras proteimasad
matriz vesicular y nucleétidos capaces de unif'@@n mayor afinidad (i 100-
300uM) dependiendo de las condiciones ionicas pHi€éReiffen & Gratzl, 1986). Se
ha documentado que las cromograninas, nucledétidoatgcolaminas son capaces de
interaccionar entre si, complejos en los que éf Gaedaria retenido de forma estable,
reduciéndose la presién osmotica generada. Addasastomograninas son capaces de
formar homo-heterotetrameros dependientes de [&][¢&!| pH, que contribuyen a la

subcompartimentalizacion de este i6n (Kopell & Weatl, 1982; Yoo & Lewis, 1996).
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En funcién de la interaccién del €aon el resto de solutos de la matriz vesicular se
pueden definir tres subcompartimentos vesiculgigsin subcompartimento de €a
libre; (i) un subcompartimento de €ainido a cromograninas u otros componentes con
baja afinidad, preparado para el intercambio cosubtompartimento de Ealibre y

con un capacidad dependiente de las variaciong8adgc; (i) un subcompartimento
que experimenta intercambios de *Canuy lentos de G4 importante en la
estructuracion del resto de componentes granulAresrez, 2012).

Los grénulos de secrecién son compartimentos && €aya [C4]sc muy estables con
una acumulacion y liberacion de este i6n muy leatasondiciones basales (Clemente
& Meldolesi., 1975; Fasolato et al., 1991) peroawgs de contribuir rapidamente a la
sefial de Cd citosélico durante la estimulacion celular. Hasht®ra se han expuesto
ejemplos de diferentes mecanismos de captacidresaliion de Ca que pueden actuar
en los granulos de secrecion. Seguidamente, skad@teestos sistemas de homeostasis
de C&" vesicular Fig. 12).
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Fig. 12. Esquema de los sistemas implicados en lanfeostasis del C& vesicular en células neuroendocrinas.
Se muestran los posibles sistemas de captacidresation de G de los SG: las ATPasas de?G&SERCA ylo
SPCA, los sistemas NCX y CHX, en colaboracion cdntefcambiador NaH* NHX y la V-ATPasa, y los canales
de C&" IP;R, RyR y NAADPR. Se indica el sistema transportadgommbnoaminas vesicular VMAT, responsable de
la captacidon de catecolaminas en células cromafioes sistemas intercambiadores pueden funcionaomhea
inversa bajo diversas condiciones fisiolégicasatamulacién de Gaen la matriz granular se produce a través de la
interaccion de este ion con diversos solutos, pacés cromograninas (linea negra).
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4.4.1 Sistemas de liberacion de calcio en los granulasedeecion.

Los granulos de secrecién disponen de mecanismbledacion del C& que durante
la activacion celular pueden contribuir a su propégrecion. Uno de los primeros
sistemas descritos en células neuroendocrinaspmereto células cromafines, fue el
IPsR (Yoo & Albanesi, 1990). Si bien ha existido céecbntroversia sobre su presencia
en los SG (Pouli et al., 1998; Mitchell et al., 20&ndo et al., 2006), cada vez se
encuentran mas evidencias de la existencia @ Eh la membrana vesicular de
diversos tipos celulares neuroendocrinos, comdagttromafines, células PC12 e INS-
1, mastocitos, y células secretoras de somatastediamntoDomingo et al., 2008; 2010;
Quesada et al., 2001; 2003; Blondel et al., 199851 En 2005 se evidencio la
presencia de los tres tipos dgRRen SG de células cromafines en una proporcion que
corresponde al 60% del total celular, mayor queters organulos que presentagRP
(Huh et al., 2005). Se ha demostrado que IgR iRteraccionan fisicamente con CgA 'y
CgB al pH acido del lumen de los SG maduros, inergando la sensibilidad azlR/ la
velocidad y magnitud de la liberacién de’Can estos canales, mientras que al pH
existente en el ER o incluso GC dicha interaccio es viable con CgB (Yoo, 2000).
Esto supondria una evidencia experimental de querapio C&" intravesicular
participa en la modulacién de la secrecion, inclusa mayor relevancia de otros
depositos de G4 como el ER, que ademas se encontrarian mas aejeldos
microdominios generados en el entorno de los SGegtén anclados a la membrana
plasmatica. Las cromograninas desempefian un papelen la biogénesis y transporte
de los granulos y se ha sugerido que participala eegulacion de la transcripcion de
ciertos componentes de los SG entre ellos los gsoptR (Huh et al., 2005; Yoo &
Hur, 2012).

Las cromograninas asi como diversos polimeros mao®nuegan un papel en la
compartimentalizaciéon del €adentro de la matriz granular (Borges et al., 2012;
Alvarez, 2012). El equilibrio dindmico existentetrenlos compartimentos de calcio
intragranular desempefia un papel fundamental genlaracion las oscilaciones déCa
tanto citosélico como vesicular producidas trableracion de C& vesicular mediada
por IPs. Ante un estimulo celular, el JRlifunde y permite la liberacién de €ale los
SG a través de #R, contribuyendo al aumento de ftJa en el entorno préximo de
estos canales, generandose microdominios de alto Ca
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Dicho aumento permite la apertura de canales ‘dselisibles a Ga (ASKCa) de la
membrana vesicular y el cierre de losRPcon entrada deKal lumen vesicular. Este
K" desplaza al calcio que se encuentra unido a laizrdeg forma que aumenta la
[Ca*]se. Ademas, la captacién de Cael microdominio a través de ATPasas d& Qa
otros sistemas colabora con el aumento de la*J&a Consecuentemente la
disminucién del CH citosélico en los microdominios provoca el ciedeelos canales
ASKCa y la apertura de losaR, generandose asi un nuevo ciclo (Quesada €08t
2003). Al respecto de este mecanismo, aunque agestodios han mostrado que no
existe aumento de [€3c en el entorno préximo de estos canales durarsetieacion
celular, dicho aumento puede estar restringido a subpoblacién vesicular muy
concreta, y disiparse rapidamente por movilizatiacia otros depdésitos de aomo
mitocondrias, reticulo endoplasmico u otras sulgmbhes vesiculares cercanas
durante la exocitosis (Pouli et al., 1998; Gartial.e 2006).

En cuanto a los RyR, existen evidencias funciondéekberacion de Gamediada por
cafeina en los SG de células cromafines, células2P€ INS-1 y células MING
(Mitchell et al., 2001; 2003; SantoDomingo et aD08; 2010). De igual forma, se ha
documentado la liberacién de Canediada por cADPR y NAADP en grénulos de
zimogeno, en compartimentos acidicos en plaquete@uwas PC12, y en los SG de
células MING, célulag-pancreaticas y células de neurohipofisis (Gerashmest al.,
1996; Gerasimenko et al., 2006; Rosado, 2011; duagt al., 2006; Mitchell et al.,
2001; 2003; Duman et al.,, 2006; McNally et al., £201La identidad del posible
receptor de NAADP es actualmente desconocida hadsénpropuesto los RyR, los
canales TRP y los canales TPC, siendo estos ultlo®msmas firmes candidatos
(MojziSova et al., 2001; Hohenegger et al., 200@ary & Li, 2007; Brailoiu et al.,
2009; Calcratft et al., 2009).

Se ha documentado la liberacion de®*Canediada por &cido araquidénico en
compartimentos acidicos distintos de los lisosomessumiblemente los granulos de
secrecion. Este dato sugiere la presencia de caddd o TRP en la membrana
vesicular (Yeung-Yam-Wah et al., 2012). Por otdplase ha propuesto la existencia de
canales VOCC de tipo N en la membrana granulé@iesi algunos estudios afirman que
esta localizacion solo se observa en la etapagela fusion de los granulos con la

membrana plasmatica (Passafaro et al., 1996; 2000).
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Se ha postulado incluso la presencia de Orail prelabrana de los granulos, de forma
gue estos organulos podrian participar en el msegenSOCE, o bien contribuir en el

incremento de A citosdlico durante la activacion celular (Dicksdral., 2012).

A pesar de las numerosas evidencias funcionalgsrstis estudios proteGmicos que
han identificado hasta 380 proteinas de membranbbgegranulos no han podido
determinar la presencia desPen los SG de células cromafines, células inga#iy
granulos de zimogeno (Wegrzym et al., 2010; Bruehat., 2007; Rindler et al., 2007).
Por el contrario, estos estudios han mostrado eeide de la presencia de RyR, VOCC
y TRP en los SG de células cromafines (Wegrzynh,e2@10; McNally et al., 2014).

4.4.2 Sistemas de captacion de calcio en los granulgsdecion.

Puesto que la [G§sc es aproximadamente 1000 veces superior a la etdsen el
citosol es l6gico presuponer la existencia de umards mecanismos de captacion y
acumulacién del G4 en los SG. Se ha descrito la existencia de NC¥aenembrana
vesicular de células cromafines bovinas y células(Krieger-Brauer & Gratzl, 1983;
Mahapatra et al., 2004). Se trata de un sistemeapcion de CGa de alta afinidad
pero de transporte lento y baja capacidad, queosglementaria con un sistema
intercambiador NaH™ y la accion V-ATPasa (Haigh & Phillips, 1993). Aeumulacion
de C&" depende del gradiente deNsiendo la [N en los SG tres veces superior con
respecto a la del citosol. Asumiendo una estequitende 2N&1C&" este sistema
serfa responsable en parte de la acumulaciéon dé gtanular. De hecho, se ha
evidenciado que este sistema funcionando de fomaarda es responsable de la
acumulacion de Naen los SG de terminaciones nerviosas de neurdsipT hirion et
al., 1999).

Por otra parte, se ha documentado la existencien detercambiador G&H* (Ca**/H*
eXchanger CHX) en vesiculas sinapticas de coértex cerebrahyos SG de células
PC12 y células cromafines bovinas (Goncalves et28D0; Mahapatra et al., 2004;
SantoDomingo et al., 2008). CHX complementado coa ATPasa de Gay en
colaboracién con la V-ATPasa permitiria la acumidlaale este i6n hasta una [Qa
1000 veces superior a la existente en el citossyméendo una estequiometria
1C&*2H".
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No obstante, se trata de un sistema de baja afifida C&" que empieza a tener una
actividad a [C&]sc en torno a 100pM. Se ha propuesto que CHX podgarjun papel
en la captacion de €2en el entorno de los canales VOCC durante laaaitin celular,
modulando la duracién temporal de los pulsos ddilemiena durante el impulso
nervioso, pudiendo actuar de forma inversa libeva@d* frente a una variacién en el
pH granular (Camacho et al., 2008; Cordeiro e2éi11).

Existen numerosos estudios que documentan la esiatde ATPasas de €acomo
mecanismo principal de captacién de’*Cen los SG, si bien la identidad de dichas
ATPasas es objeto de debate. En estudios de iidribite la captacién de €acon
tapsigargina y BHQ, se ha evidenciado la existedeiSERCA en la membrana de las
vesiculas sinapticas de neuronas colinérgicas gréleulos de secrecion de célufas
pancreaticas, plaquetas, células cromafines yaRIC12 e INS-1 (Fossier et al., 1998;
Duman et al., 2006; Rosado., 2011; Mahapatra €2@04; SantoDomingo et al., 2008;
2010).

Sin embargo, otros estudios en células MING, ylaslirpancreédticas demuestran que
la captacién de CGa en los SG esta mediada a través de SPCA, insenaibl
tapsigargina, donde ademas la contribucion del @sl}racticamente nula (Mitchell et
al., 2001; 2004; Xie et al., 2006). Como se ha ieagb con anterioridad, el GC
presenta una proporcion de SPCA/SERCA que se imtr@arsegun se avanza desde
subcompartimentais-Golgi al trans-Golgi. Puesto que el subcompartimentans
Golgi experimenta intercambios dindmicos con otmspartimentos acidicos dea
es l6gico suponer un aumento la presencia deipstelé ATPasa en los SG (Mitchell
et al., 2004).

Diversos estudios protedmicos que han identifidaasta 380 proteinas de membrana
de los granulos han evidenciado la existencia déejmas que se corresponden con
sistemas de captacion de’Caomo NCKX, y SERCA en diversos tipos celulares
neuroendocrinos, si bien se requiere todavia nf@emacion al respecto (Wegrzym et
al., 2010; Lee et al., 2009).
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4.4.3 Controversia sobre el papel del calcio en los do&snde secrecion.

A pesar de que la funcién tradicional de los SGitia la retencién del Ghcitosdlico y

su almacenamiento con el fin de contribuir al ennpémmiento del contenido del lumen
vesicular (Winkler, 1977; Pozzan et al.,, 1994),acagz existen mas estudios que
evidencian la importancia del €avesicular en la regulacion de la secrecion
(Gerasimenko et al., 1996; Scheenen et al., 1998iddirf et al., 2000; Mitchell et al.,
2003; Mahapatra et al., 2004; Camacho et al., 2888toDomingo et al., 2008; 2010).
Por ejemplo, en célulgspancreaticas y células cromafines la deplecié@afé de los
granulos de secrecion han inhibido considerableenéatmovilidad vesicular y la
exocitosis (Scheenen et al., 1998; Mundorf e8l00; Camacho et al., 2008).

La evidencia funcional de los diversos mecanisneosaptacion y liberacion de €an

los granulos de secrecidon es una prueba mas del glpcontrol de los granulos en su
propia exocitosis. Recientemente, se ha descriloee8G de células de neurohipdfisis
la presencia de RyR y su contribucion, junto a W@CC presentes en membrana
plasmatica, en la generaciéon de microdominios t® @K* denominadosSyntillas

equivalentes a los ya mencionaddparkletde musculo cardiaco (Berridge, 2006).
Estos Syntillas generados por liberacién de “Caesicular mediante CICR, pueden

jugar un papel crucial en la modulacion de la segéne(McNally et al., 2014).

El uso de sondas de AEQ dirigidas a los SG ha pidorel estudio de la dinamica de
Cd" intragranular ante diversos estimulos fisioldgi@s diversos tipos celulares
neuroendocrinos (Mitchell et al., 2001; 2003; leekial., 2005; Moreno el al., 2005;
SantoDomingo et al., 2008; 2010). Sin embargo,sesstudios dan una visién global
del C&" de los SG sin ahondar en el papel que puede defiempada subpoblacion
vesicular en las etapas que componen la secrectrdindmica de Gaindividual ante

un determinado estimulo.

Se requieren por tanto nuevas herramientas de ifiedie C&" para el estudio de

dichas subpoblaciones vesiculares y su contribuadifinoceso de exocitosis.
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Como se ha mencionado en la Introduccion, la inaporé de la sefalizacion celular
por C&" se debe a la variedad de funciones reguladassperi@, que van desde la
proliferacion hasta la muerte celular (Berridgealet 2003). Dentro de la homeostasis
del C&" subcelular se generalmente se acepta que lospaiies reservorios dindmicos
de C&" son el reticulo endoplasmico (ER) (Montero et #097a), la mitocondria
(Montero et al., 2000) y en menor grado el comptgoGolgi (GC) (Pezzati et al.,
1997). Sin embargo, en células neuroendocrinasgtésulos de secrecién (SG)
constituyen unos de los organulos mas abundanis ggunos casos su principal
reservorio intracelular de &a conteniendo concentraciones totales de esten@nsio
mayores que las del RE (Winker & Westhead, 198QtdAuet al., 1983; Haigh et al.,
1989). Se ha propuesto que liberacién dél@a los SG podria contribuir a su propia
exocitosis (Scheenen et al., 1998). A pesar de ellola actualidad son uno de los

compartimentos subcelulares menos conocidos efn@srde dindmica de €a

En nuestro laboratorio se han realizado medicidirestas de flujos y concentracién de
Ccd" intragranular ([C&]se) gracias a la sonda de aequorina (AEQ) dirigidasaSG
VAMP-mAEQ, previamente usada por otros autoresdili et al., 2001; 2003; lezzi
et al., 2005). La monitorizacién de la fJag ha permitido el estudio funcional de los
mecanismos de captacién, almacenamiento y liberad® C&" frente a diversos
estimulos y maniobras fisiologicas en los SG derdos cultivos primarios y lineas
neuroendocrinas (Moreno el al., 2005; SantoDometgal., 2008; 2010). No obstante,
se ha observado que dichos mecanismos difiereridepaklemente en funcién del tipo
celular utilizado. Mas aun, se ha reportado latera de respuestas heterogéneas para
ciertos estimulos en un mismo tipo celular. El emigde esas respuestas pone de
manifiesto la existencia de subpoblaciones de S& spi diferencian, no solo en
términos de tasa de tréfico y estado de madurasido también en la dinamica de’Ca
vesicular (Voets et al., 1999; Garcia et al., 200arez & Marengo, 2011). En la
actualidad, la confirmacién funcional de estos miaraos de homeostasis del*Ca
vesicular junto con su confirmacion proteOmicassasa 0 inexistente en algunos casos
(Alvarez, 2012). Dichos aspectos han centradotelés de los investigadores durante
décadas, quedando todavia cuestiones por resoiver ka dinamica del Gadentro de

los propios depdsitos de los SG y la contribucién edtos depoésitos al tréfico y

exocitosis de los mismos granulos.
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El objetivo principal de este trabajo es doble. Botado, profundizar en el estudio de
la dindmica de Ca vesicular mediante experimentos realizados enapabi celular.

En segundo lugar, aproximarse a la dindmica dechldgiones vesiculares mediante
estudios de G4 vesicular por técnicas de imagen de fluorescesrtieélula tnica. Una
de las principales dificultades para llevar a cabtws estudios es disponer de sondas
correctamente localizadas, que permitan realizatidas adecuadas de la f(dibre

en el medio acido intragranular. Para este fintdigaran tanto sondas de AEQ como
diversos indicadores de €aodificados genéticamente (GECI) dirigidos a 16 &n

las secuencias de sinaptobrevina (VAMP), cromogeai (CgA) y neuropéptido Y
(NPY). Las sondas disefiadas con estas dos Ultie@gerscias suponen una ventaja
experimental con respecto a VAMP como se ira tddaen los siguientes apartados.
Dicho estudio de dindmica de Cavesicular se realizar4 comparativamente entre las
lineas celulares cromafines de rata PC12, espeiali en la secrecion de
catecolaminas, y las lineas celulares derivadasétigasf-pancreaticas, INS-1 y su
clon INS-1E, especializadas en la secrecion ddimasUEntre esas dos Ultimas lineas
celulares-pancreaticas también se abordaran aspectos d&faida de C& en el ER,
mitocondria, citosol y en la zona submembrana pddisa, por medio de sondas de
AEQ dirigidas a dichas localizaciones celulareste Esbjetivo principal se puede

concretar en los siguientes apartados:

1. Generacion de constructos de AEQ dirigida a la imatensa de los SG, mediante

direccionamiento con las secuencias de CgA y NPY.

2. Generacién de constructos con los indicadores @efldarescentes rtPericam y la familia
de indicadores GECQBgnetically Encoded Ca®* indicators for Optical Imaging) dirigidos
a los SG, tanto a la membrana granular (VAMP) carfeomatriz densa (CgA, NPY).

3. Monitorizacién de los flujos de &avesicular en poblacién celular mediante registi®s
bioluminiscencia con las diferentes sondas de AEQidbs a los SG, asi como los flujos
de C&' en ER, mitocondria, citosol y en la zona submenwbrplasmatica mediantes

sondas de AEQ dirigidas a dichas regiones celulares
4. Monitorizacién de los flujos de &avesicular en célula Unica mediante registros de
fluorescencia por microscopia confocal con lasréifees sondas de rtPericam y GECO

dirigidas a los SG.
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MATERIAL Y METODOS

1. CULTIVOS CELULARES.

1.1 Lineas celulares. Tipos y mantenimiento.

1.1.1 Linea celular PC12.

Las células PC12 son una linea inmortal de cétidgasadas de un feocromocitoma de
rata (Greene & Tischler, 1976), ampliamente utilza&n estudios morfologicos y de
secrecion de catecolaminas, entre otros. Fuerotivadds en medio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Mediyrde alta glucosa (4,5g/L), suplementado con
7,5%(v/v) de suero de caballo (HS), 7,5%(v/v) dersufetal bovino (FBS), L-
glutamina (2mM), 100UI/mL de penicilina y 100ug/ndle estreptomicina. Para este
estudio en concreto se utilizaron lineas derivatiasnayor adherencia, denominadas
PCDA (Dispersyn et al., 1999). La linea celular PCBenominada PC12 por mayor

comodidad, se incubo a 37°C en atmésfera de 7,520dg saturada de humedad.

1.1.2 Linea celular INS-1.

Las células INS-1 son una linea inmortal derivadacdlulasp-pancreéticas de un
insulinoma de rata (Asfari et al., 1992), utilizesfa estudios de secrecidn de insulina,
entre otros. Fueron cultivadas en medio RPRbgwell Park Memorial Institufel 640
HEPES 25mM, suplementado con 10%(v/v) de FBS, kaghina (2mM), piruvato
sédico (ImM), 100UI/mL de penicilina y 100pug/mL destreptomicina, yp-
mercaptoetanol (50 uM). Se incubaron a 37°C ensderadde 5% de Cy saturada de

humedad.

1.1.3 Clon celular INS-1E.

Las células INS-1E son un clon derivado de la Iedalar INS-1, seleccionado en base
a su contenido insulinico y su respuesta secretogiucosa (Merglen et al., 2004).
Fueron cultivadas en medio RPMI 1640 HEPES 25mMiesnentado con 10%(v/v) de
FBS, L-glutamina (2mM), piruvato sédico (1mM), 1000 de penicilina 'y 100ug/mL
de estreptomicina, g-mercaptoetanol (50 pM). Se incubaron a 37°C ersfera de
5% de CQYy saturada de humedad.
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1.1.4 Linea celular Hela.

Las células HeLa son una linea inmortal derivada cddulas epiteliales de
adenocarcinoma de cuello de atero humano (Shemdr, d1953). Se trata de la primera
linea celular estable cultivada con éxito, y ha sitllizada en innumerables y diversos
ensayos desde entonces. Fueron cultivadas en niedieM glucosa 1,09g/L,
suplementado con 5%(v/v) de FBS, L-glutamina (2mBOQUI/mL de penicilina y
100pg/mL de estreptomicina. Se incubaron a 37°@terosfera de 7,5% de GQ
saturada de humedad.

1.2 Protocolos de siembra y transfeccion de las células

Todos los cultivos celulares descritos en el prestrabajo son adherentes y para su
mantenimiento y siembra se ha seguido el mismoogotd. Una vez alcanzada la
confluencia, los cultivos se lavan con tampoén fios&alino (PBS) y se incuban con
solucién de tripsina-EDTA 0,125%(v/v). Las célukses resuspenden en el medio de

cultivo y se siembran a la densidad deseada. Elonsedecambia cada 2-3 dias.

Para llevar a cabo los experimentos de bioluminigeecon las sondas de aequorina
(AEQ), los cultivos de células secretoras (PC12%5-INe INS-1E) se sembraron en
cristales circulares de 13mm de diametro con recudmto de poli-L-lisina (10pg/mL),
depositados en placas de 24 pocillos de ’2anuna densidad comprendida entre
250.000 — 350.000 células por pocillo. Las célidata se sembraron a una densidad
de 80.000 células por pocillo sobre cristales saqubrimiento de poli-L-lisina. Para los
experimentos de imagen en microscopio confocal smmdas de fluorescencia, los
cultivos de células secretoras se sembraron eal#e cultivo circulares de 35mm de
diametro con fondo de cristal de 14mm de diametrecybrimiento de poli-L-lisina
(10pg/mL), a una densidad de entre 350.000-50Q:60as por placa. La transfeccion
de los cultivos con los plasmidos de las diferesteglas se realizo, a las 24-48 horas
de la siembra, por lipofeccion con el agente Metafee Pro. Se optimizo la cantidad y
relacion Metafectene/DNA, y el tiempo de express@gun el tipo de experimento y
constructo utilizado siendo 24-48 horas para Iggesamentos realizados en el citosol,
mitocondria, la cara interna de la membrana plasmay el reticulo endoplasmico

(ER), y 48-72 horas para experimentos en los godrilg secrecion (SG).
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2. MATERIALES Y REACTIVOS.

El medio DMEM asi como los sueros FBS y HS fuenamigistrados por GIBCO. El

Metafectene Pro fue suministrado por Biontex.

El kit de mutagénesis dirigida se obtuvo de Stexiag y los oligonucleétidos se
obtuvieron de Thermo Fischer Scientific y Eurofid8G Operon. Las enzimas de
restriccion fueron suministrados por Fermentas w [E@gland Biolabs. La ligasa del
fago T, se adquiri6 en ROCHE. Otras enzimas utilizadaadsgiirieron de Fermentas.
Las bacterias competentes D% XL-10 Gold se adquirieron de Invitrogen y Agilen
Technologies respectivamente. El resto de los iveactle biologia molecular fueron

suministrados por Biorad.

La celenteracinaat ei se adquirieron de Biotium. El colorante MitoTrackeep Red

fue suministrado por Molecular Probes, OR, USA.

La ionomicina acida fue suministrada por Tocris drakories. La bafilomicina A se
obtuvo de LC Laboratories. El inositol(1,4,5)trifla® (IP;) fue suministrado por VWR.
Monensina, acido nicotinico-adenin-dinucleétidofdts (NAADP), digitonina, ADP
ribosa ciclica (CADPR), cafeina, carbacol, teraHhénzohidroquinona (BHQ),
tapsigargina y carbonilcianuro-p-trifluorometoxni@idrazona (FCCP) se obtuvieron

de Sigma.

El resto de los reactivos no nombrados fueron sstrglos mayoritariamente por
Sigma-Aldrich.
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3. GENERACION DE LAS NUEVAS SONDAS DE CALCIO.

3.1 Generacién de constructos bioluminiscentes y flemmstes.

Con el objetivo de realizar el estudio de la dirgemile C& en los SG tanto en
poblacién celular como en célula Gnica, se generdiferentes sondas de Cdirigidas

a este organulo. Las secuencias de localizaciorosa SG utilizadas fueron el
neuropéptido Y (NPY), la cromogranina A (CgA), y smaptobrevina 2\esicle-
Associated Membrane Protein YAMP2) denominada a partir de ahora VAMP. El
neuropéptido Y es un neurotransmisor expresadceergaimente en células del cerebro
y Sistema Nervioso Autdnomo, que regula procesosindesta de alimentos en
hipotalamo, la actividad neuroendocrina y vasocmtsdn entre otros (Pedrazzini et
al., 2003). La cromogranina A es un miembro de dmilia de las graninas que
desempefan un papel biolégico importante en laébiegjs de los granulos (Koshimizu
et al., 2010). Ambos se encuentran solubles, laddis en la matriz densa de los SG y
se liberan al medio extracelular en la exocitdBw. otra parte VAMP forma parte del
complejo proteico implicado en el anclaje y/o laifm de los SG con la membrana
plasmatica (Dedk et al.,, 2006). Se trata de undeim®d SNARE $oluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor Attachment Proteiceptoy especifica de vesiculas
con un dominio transmembrana, anclada en la membgaanular. Tras la fusion
vesicular, durante la exocitosis, se queda finatenanclada a la membrana plasmatica

con la sonda en el lado extracelular.

La generacién de las diferentes sondas d& @dgidas a los SG comprendié etapas de
extraccion, aislamiento y union de las secuen@a®chlizacion a las secuencias de las
correspondientes sondas. Siguiendo un protocolandastizado las digestiones
enziméticas preparativas contenian como pauta geoeos 10-15ug de DNA, la
enzima o enzimas seleccionadas, y el tampon séioiw o sin albumina de suero
bovina, BSA) adecuados al tipo de corte enzimaticantidad de DNA a digerir. Estas
mezclas se incubaron en bafio generalmente a 37%€,612 horas para una correcta
digestion del DNA. ElI DNA digerido se sometié a pnoceso de electroforesis en gel
de agarosa al 1%(m/v), donde se separaron, aisharbnalmente purificaron los

fragmentos de DNA de interés.
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En ciertos casos el DNA digerido se defosforil® tia digestion enzimatica, evitando
asi problemas en la posterior ligacion. En esteesal DNA se incubd en bafio con la
enzima fosfatasa alcalina y su tampodn salino a 8itfi@nte 1 hora. Las ligaciones de
los fragmentos de DNA se llevaron a cabo mediantnkima ligasa del fago T4 en su
correspondiente tampdn salino. Estas mezclas sbamon unas 12 horas a temperatura
ambiente. Los plasmidos obtenidos se amplificarediamte transformacion, siembra y
cultivo liquido en bacterias competentes E. Coli5BH La seleccion y cultivo de
colonias que contenian los plasmidos de interégeséizaron en presencia del
antibiético correspondiente, siendo ampicilina gagcBNA3.1 y kanamicina en el caso
de pEGFPN1 (3) y pShuttl€&if. 13. Los plasmidos se extrajeron epHdesionizada
estéril y se conservaron a -20°C para su postersawr. Alicuotas de bacterias
conteniendo los plasmidos de interés se presereromedio de congelacion bacteriano

y se almacenaron a -80°C.

Las secuencias del NPY y CgA provinieron de losmpidos NPY-EGFP-N1 y CgA-
EGFP-N3 que fueron cedidos por el laboratorio del Bbrges (Universidad de La
Laguna, Tenerife). NPY y CgA estaban insertadasHiodlll-Kpnl y EcoRI-Kpnl en
NPY-EGFP-N1 y CgA-EGFP-N3 respectivamente. La digesde NPY-EGFP-N1 y
CgA-EGFP-N3 con Nhel-Kpnl generé fragmentos entoan@50pb y 1600pb que
contenian las secuencias de NPY y CgA respectivilnka insercion directa de estas
secuencias en las sondas dé*'Gapresadas en pcDNA3.1 no era posible debido a
conflictos con los sitios de restriccion existent€omo estrategia a seguir, estos
fragmentos se introdujeron en el plasmido pShuttlede se pudieron seleccionar sitios
de restriccion mas adecuados. Por otra parte laeseia del VAMP provino de la
sonda VAMP-mAEQ-pcDNA3.1 utilizada previamente erestro laboratorio (Moreno
et al.,, 2005), e introducida mediante el sitio dstriccion Hindlll. La digestién de
VAMP-mAEQ-pcDNA3.1 con Hindlll generé un fragmentie entorno a 200pb que

contenia la secuencia de VAMP.

Con el fin de realizar los registros de “Caen poblacién celular mediante
bioluminiscencia, se han disefiado sondas dé&partir de la secuencia genética de la

fotoproteina aequorina
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Fig. 13. Diagrama de los diferentes plasmidos utlados en el presente trabajo, tanto para el disefite los
diferentes constructos como la expresion en célulasicariotas.Se muestra en detalle, para cada caso y ente otra
areas, el mapa de restriccion del sitio de clomdjkiple, el gen que codifica resistencia a antib@para seleccion

en procariotas, bien kanamicina o ampicilina, y®motor de citomegalovirus humano para alta eiqmede la
proteina recombinante. En el caso de pEGFP-N1d@nas se puede localizarvivo la proteina recombinante de
interés al fusionarse con EGFP, adquiriendo agi@dades fluorescentes.

La sonda de AEQ dirigida a los granulos de secne¢i@MP-mAEQ, fue utilizada con
anterioridad en el estudio sobre el papel déf @a los SG de células MIN6 (Mitchell
et al., 2001; 2003) y cromafines bovinas (SantoDgmiet al., 2008). Esta sonda es una
quimera de la sinaptobrevina 2 (VAMP), y de unauaeiga mutada de menor afinidad
por C&" (mAEQ). El planteamiento de su disefio se utilindla generacién de los
constructos de aequorina CgA-mAEQ y NPY-mAEQ.
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Para la obtencién de estos constructos se partld dequorina mutada dirigida a la
mitocondria (mit-mAEQ), insertada en el plasmiddONA3.1 mediante el sitio de
restriccion EcoRI. La digestion Hindlll-EcoRI delapmido mit-mAEQ-pcDNAS.1
generd un fragmento entorno a 700pb que conterA&(@ mutada sin la secuencia de
localizacion a la mitocondria. Este fragmento geodujo en pcDNA3.1 y a partir de
MAEQ-pcDNA3.1 se crearon las sondas de NPY-mAEQ@#R-@AEQ. Desde CgA-
pShuttle y NPY-pShuttle se insertaron ambas se@a®nblPY y CgA, en mAEQ-
pcDNA3.1 a través del sitio de restriccion HindMediante la digestiéon con EcoRI en
el caso de CgA-mAEQ y EcoRI-Kpnl para NPY-mAEQ senprobé el sentido en el
gue se insertaron ambas secuencias en mAEQ-pcDNA3.1

Por otra parte, los registros de*Cen célula Ginica mediante fluorescencia se llevaron

cabo con constructos generados a través de lassaled C& Pericam ratiométrico

(rtPericam) y la familia d&enetically Encoded G& indicators for Optical imaging
(GECO), en concreto RGECOL vy los ratiométricos delal emision GEMGECOL1 y

doble excitacion GEXGECOL. En estos casos se abad&s secuencias de CgA, NPY

y VAMP. La sonda rtPericam citosolico estaba intiida en pcDNA3.1 mediante los
sitios de restriccion Hindlll-EcoRI. Las secuenaislocalizacion de NPY y CgA se
insertaron desde CgA-pShuttle y NPY-pShuttle rebpmoente mediante los sitios de
restriccion Nhel-Aflll. Por otro lado, la secuen®AMP se introdujo en el sitio
Hindlll. El sentido de la insercibn de VAMP en VAMBPericam-pcDNA3.1 se

verificd por digestion con Eco521.

Los diferentes GECO se encontraban insertadosseocolmespondientes plasmidos del
repositorio del que se obtuvieron (RGECO1-32444VMGECO1-32442, GEXGECO1-
32443; Addgene). La digestion BamHI-EcoRI de egidsmidos comerciales generé
fragmentos en torno a 1200pb que contenian los GHEK2ados, introducidos
posteriormente en pcDNA3.1. Las secuencias deitacidn de NPY y CgA se
insertaron desde CgA-pShuttle y NPY-pShuttle rebpmoente mediante los sitios de
restriccidon Nhel-Aflll. La secuencia VAMP se intigd en el sitio Hindlll. El sentido
de la inserciéon de VAMP en VAMP-GEMGECO1-pcDNA3MAMP-GEXGECO1-
pcDNA3.1 y VAMP-RGECO1-pcDNAS.1 se verifico por dgjion con Eco521.
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3.2 Mutagénesis dirigida.

En el caso de los constructos con la secuenciaaddidacion NPY hubo de corregirse
el marco de lectura para que la sonda fuera fuatidma técnica utilizada para
solucionar el problema fue Mutagénesis Dirigida keapdo el kit QuickChange
SiteDirected Mutagenesis Kie Stratagene. Este kit se basa en la reacciéadema de
la polimerasa (PCR) con parejas de oligonucleétigos incluyen la mutacion de
interés. Como pauta general la mezcla de reacadtecia 25ng del plasmido original,
125ng de cada pareja de oligonucleotidos sensetigease, junto a la polimerasa
QuickChange Lightning Enzime los diferentes tampones salinos y nucleétidos de
acuerdo a las recomendaciones del fabricante. decidn de la PCR se llevo a cabo
mediante un Mastercycler® (Eppendorf) siguiendgrograma de ciclos adecuando la
temperatura, tiempo y numero de ciclos segun edtoacto utilizado. Tras finalizar la
reaccion, el DNA molde, previamente metilado alaxise originalmente de bacterias
E. Coli DH5, se digirié con la enzima Dpnl. La mezcla de r&actse incubd en bafio
5 minutos a 37°C. El producto final que conteniBMA con la mutacion de interés se

transformdé y amplifico en bacterias competentiesl0 Gold
Los oligonucledtidos utilizados en cada caso fueron
* Para NPY-mAEQ-pcDNAS.1.

5"- GTGGACGGTACCAAGCTTTTATGATGTTCCTGATTATG - 3°

o Para NPY-rtPericam-pcDNA3.1.

5"- CGGCCGCCACCATTGGTGAAGAGGC - 37

* Para NPY-GEXGECO1-pcDNA3.1 y NPY-GEMGECO1-pcDNA3.1.

5"- GAGCTCGGATCCACCATTGGTCGACTCATC - 37
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La correcion del marco de lectura se realizé engdos casos por adicion de una timina
en la secuencia linker entre el NPY vy la sonda €€.En los constructos con las
sondas Pericam y GECO la correcion del marco derkegenerd un nuevo sitio de
restriccion para Ncol, permitiendo asi la iden&fidn de las secuencias corregidas. En
el caso del constructo con la sonda de AEQ senécarla determinacion funcional,
realizando registros de €amediante bioluminiscencia con constructos de elifers

colonias bacterianas.
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4. MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE CALCIO EN
POBLACION CELULAR. SONDAS DE AEQUORINA.

4.1 Descripcion de la sonda de calcio Aequorina.

Las medidas de Gaen poblacion celular realizadas en los experinged& presente
trabajo se llevaron a cabo gracias a la fotoprategguorina (AEQ), proveniente del
cnidario Aequorea VictorigShimomura et al., 1962). En el propio cnidariAEQ se
encuentra presente junto a la proteina verde #gerde (GFP) de modo que la energia
liberada de la AEQ, como emision de luz azul, stteexcitacion a la GFP que a su vez
emite en el rango de luz verde. Este fendmeno sentea Chemoluminiscence
Resonance Energy Trang&@RET) (Morise et al., 1974).

La apoproteina de la AEQFig. 14) estructuralmente consta de 189 residuos de
aminoacidos con un peso de unos 21Kda. Existemacdaiminios proteicos, tres de
ellos funcionales, denominad&$--Hand Estos dominios tipo hélice-bucle-hélice son
capaces de interaccionar con ione$*C&ambién presenta un sitio catalitico para la
interaccidn con su grupo prostético, la celenteegciresponsable del proceso de
bioluminiscencia (Shimomura & Inouye, 1996; Headlket 2000; Deng et al., 2004).
Tras la interaccion de la AEQ con su grupo prasietiproceso denominado
reconstitucion, y en presencia de’Canido a la AEQ, ésta cataliza la reaccién de
peroxidacién del propio grupo prostético. El prddugenerado, la celenteramida, se
encuentra en un estado electronico excitado y euamtdéoton en el rango visible a

470nm al pasar al estado fundamental (Vysotski & 2€04).

La velocidad de emisién de fotones es proporciadalconcentracion de EF[C&),

en un rango de concentraciones determinado. Tresatxion, una nueva union de la
apoproteina al grupo prostético es lenta (Ohmiyds&ji, 1993), considerandose la
emision de fotones como un proceso irreversiblele@le$ punto de vista experimental.
Esto da lugar a una desaparicion progresiva deotalas que se suele denominar

“consumo” de la aequorina.
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0, CO,

e hge LA

Aequorina Apoaequorina

Fig. 14. Modelo estructural y funcional de la fotopteina aequorina. Se puede visualizar en la parte arriba
izquierda el cnidarioAequorea Victoria arriba a la derecha la representacion estructieala apoproteina,
destacando los tres dominios funcionai®sHand (motivo hélice-bucle-hélice) interaccionando costiones Ca
(esferas azules, no representadas a escala). faatéade abajo se representa el fenébmeno de bitkoancia, en
presencia de G&

Como sonda de &3 la aequorina tiene una buena relacién sefial/rujdpoca
capacidad de tamponamiento. Carece de fototoxi@dditerencia de otros indicadores
de C&", en su amplia mayoria fluorescentes, puesto queenesita excitacién previa.
Ademas, presenta baja sensibilidad a cambios d€Btinks, 1990), frente a otras
sondas basadas en la proteina verde fluorescer®®) (@ calmodulina (CaM)
(Miyawaki et al., 1997), permitiendo medidas mablies en entornos acidos como el
interior de los SG. El uso de quelantes dé'@a la preparacién de medios no tiene

efectos directos sobre la funcionalidad de AEQ.

Por otra parte, el “consumo” de la sonda de AE@sepna limitacion temporal de los
experimentos con AEQ. Ademas, la alta afinidadadAEQ nativa (WtAEQ) por CGa
permite medidas fiables en el rango de’[@,1 — 5,0uM, por encima del cual la AEQ

se consume practicamente en su totalidad en pegosdos.
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Este era el principal inconveniente de la sondaeylinitaba su uso a registros déCa
citosdlico, siendo inviables medidas en otros anigg como las mitocondrias, el
complejo de Golgi (GC), el ER y los SG entre otabmnde estan descritos niveles de

[Ca®] de varios 6rdenes de magnitud superiores.

Inicialmente, desde los afios 60 a los 80 del sigkado, para realizar registros dé"Ca
la AEQ era aislada de Fequorea Victorizen medio libre de Gay micro-inyectada en
las células de estudio como el axén gigante deintal. Este sistema era tedioso y su
uso limitado a ciertos tipos celulares, siendo bstante un buen indicador de®Ca
citosdlico (Ridgway & Ashley, 1967; Ridgway et al977). La clonacién del cDNA
que codifica para la AEQ (Inouye et al., 1985) bauesto un gran avance en el
desarrollo de la técnica. Por una parte se sustituynicroinyeccion de proteina por la
transfeccion o infeccion que amplia el estudio anayor nimero de tipos celulares.
Ademas, se puede modificar el cDNA, afiadiendo seta® diana de direccion hacia
compartimentos subcelulares, tales como la mitatar{®izzuto et al., 1992), el ER
(Montero et al., 1997a), la zona submembrana plasan@arsault et al., 1997), el GC
(Pinton et al., 1998) y los SG (Mitchell et al. 020, entre otros.

Realizar mutaciones en los domin®B-Hand permitié disminuir la afinidad por €a
Una primera mutacion se realizo en el tercer damitki-Hand sustituyendo un residuo
de aspartato por otro de alanina en la posicién(DI99A), que permitié reducir la
afinidad un orden de magnitud (Kendall et al., J993i se ampli6 el rango de medida
a 100uM (Montero et al., 1997a). Recientementeusstro laboratorio se ha realizado
con éxito una segunda mutacion en el primer domifeHand sustituyendo un
residuo de asparagina por otro de leucina en lecipns28 (N28L), que ha permitido
reducir ain mas la afinidad hasta 2 6rdenes de itndgmespecto a la AEQ nativa (De
la Fuente et al., 2012; 2013). La utilizacion daarges de celenteracinat( i, n..) que
modifican la velocidad de emision de fotones, pgéntambién ampliar los rangos de
medida de [CZ] (Fig. 15 (Montero et al., 1997b).

Por dltimo, modificando la temperatura de traba@a3@°C a 22°C se hace mas lenta la

reaccion, alargando el tiempo de medida, pero domoenveniente de no ser la

temperatura fisiolégica (Alvarez & Montero, 2002).
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Fig. 15. Curvas de calibracion de la diferentes aeigrinas. Se pueden observar las curvas de calibracion de los
tipos de AEQ vy celenteracinas cominmente usadosstn laboratorio, junto a la 28,119-mAEQ (o LAAEQ),
recientemente calibrada, todas a 37°C (De la Futrate, 2012).

De esta forma se solventa el problema de la sabarae la sefial, consecuencia de las
diversas magnitudes de [Cpexistentes en los diferentes organulos, dispaitiesi de
varios rangos de medida segun el tipo de experonéit el presente trabajo se han
usado diferentes sondas de aequorina dirigidatosoti(cyt-AEQ), mitocondria (mit-
MAEQ), reticulo endoplasmico (ER-LAAEQ), zona submbeana plasmatica
(SNAP25-mAEQ), y los granulos de secrecion. En sestdtimos la sonda
concretamente se ha localizado tanto anclada @&mabmana granular con la AEQ en el
lado interno de la misma (VAMP-mAEQ), como locatlaaen la matriz densa (CgA-
MAEQ y NPY-mAEQ), como se ha descrito con antetamtiEig. 16).

El direccionamiento al ER se realizd con la secigene la cadena pesada de la
inmunoglobulina IgM, el de la matriz mitocondriabrcla secuencia que codifica la
subunidad VIII del complejo Citocromo Oxidasa (COX) y el de la membrana

plasmatica mediante SNAP25, una proteina t-SNAR& aplabora en el proceso de
exocitosis desde el anclaje a la membrana plasmatadas las aequorinas presentan

un epitopo para localizacidon mediante inmunoensgyA4) (Brini et al., 1995).
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SG-mAEQ’s =

cyt-AEQ

mit-mAEQ
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SNAP25-mAEQ — s TR T
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Fig. 16. Esquema de las diferentes sondas biolumicgntes de aequorina utilizadas en el presente trajoa En
orden descendente se encuentran las aequorinadasidaigidas a los granulos de secrecion (SGiekuorina
citosolica, la aequorina mutada dirigida a la notwdria, la aequorina mutada anclada a la caraniatee la
membrana plasmatica y finalmente la aequorina ddedmutacion dirigida al reticulo endoplasmico (ERas
flechas muestran las mutaciones realizadas ee$p®ctivos aminoacidos de forma esquematica.

R T

4.2 Equipo y sistema de medida.

Para llevar a cabo los experimentos de biolumingee se dispusieron cristales
circulares de 13mm de diametro sembrados con osltie células que expresaban las
diferentes sondas de AEQ. Las medidas d&'JCGe realizaron entre 24-72 horas
después de la transfeccion, periodo durante elssuabtuvieron los mejores resultados
de expresibn de la sonda. Los fotones emitidosvaldos de la reaccion de
bioluminiscencia de la AEQ se recogen en un lumetéondisefiado para tal fin seguin
las indicaciones de Cobbold & Lee (1991).

El sistema en cuestiorFif. 17), consta de una cdmara de perfusion de 15mm de

didmetro y 2mm de profundidad, de metacrilato nggaoa minimizar la pérdida de
fotones y transferencia de calor.
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En su parte inferior existe una superficie refletgade aluminio con el fin de dirigir el
mayor numero posible de fotones a un tubo fotoplidédor.

La camara posee dos orificios, de entrada y saghda la perfusion de los diferentes
medios celulares utilizados en los registros. Ps&dusion se realiza por gravedad,
regulada mediante un sistema de electro-valvulas, en flujo aproximado de
5mL/min. Esta camara de perfusion se encuentraotatizada mediante una camisa de
agua y, por su parte, los medios celulares flugendstatizados mediante un calentador
on line de Harvard Apparatus. En la superficie reflectagalisponen los cristales de
13mm sembrados con los diferentes cultivos celsl&tste sistema se sella mediante un

cubreobjetos cuadrado de 24x24mm.

El tubo fotomultiplicador permite recoger la seftbnica, traducirla, y amplificarla en
una sefal eléctrica. Los fotones emitidos incidemre fotocatodo dandose emision de
electrones por efecto fotoeléctrico, los cuales soelerados por una diferencia de
potencial controlada, incidiendo en una serie deai que generan mayor emision de
electrones consecutivamente, hasta llegar al anbBdte sistema es muy sensible
pudiendo detectar emision basal aun en completaridad en funcion de la
temperatura y radiacion. De ahi, que el sistemanfoltiplicador se mantenga
refrigerado a una temperatura optima de 4°C, yaduslde radiaciones interferentes

mediante apantallamiento electromagnético.

En los presentes experimentos se utilizé un fotopligador 9789A de Electron Tubes,
de elevada ganancia/ruido y mayor sensibilidadzal &70nm). El anodo incluye un
Amplificador-Discriminador Thorn EMI AD2, resolvido espacio-temporalmente cada
50ms los fotones traducidos de anchura y ampliaichida. Estos datos son recogidos
en una tarjeta CT2 Counter Timer de Electron Tybabnacenados en un ordenador,
donde se procesan y visualizan en datos de luremisz por segundo mediante el
programa EMG6 counter/timer también de Electron Subldnalmente, mediante un
programa de calibracién previamente disefiado (Alwa& Montero, 2002), estos

registros seran representados como datos d&[Ca
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©)

Fig. 17. Esquema de la camara de perfusioien la parte derecha de la figura se pueden apresaliversos
componentes de la camara de perfusion: (1) Culetsbp4x24mm. (2) Cristal 13mm de diametro con ifesehtes
cultivos celulares sembrados. (3) Superficie rédiete de aluminio. (4) Sistema de termostatizapdncamisa de
agua. (5) Sistema de perfusion de medios termpathts. A la izquierda de la figura se expone eltajercompleto
con el (6) tubo fotomultiplicador.

4.3 Procedimiento experimental.

A continuacién, se describe la composicion de leslios mas comunmente utilizados

en los registros de &atanto para luminiscencia como fluorescencia.

- Medio extracelular C&" 1mM: NaCl 145mM, KCI 5mM, MgGllmM, CaC} 1mM, glucosa 5-10mM, HEPES
10mM; pH 7,4 (NaOH).

- Medio extracelular libre de C&: NaCl 145mM, KCl 5mM, MgGlilmM, EGTA 0,2mM, glucosa 5-10mM,
HEPES 10mM; pH 7,4 (NaOH).

- Medio intracelular de permeabilizacion libre de &aNaCl 10mM, KCI 130mM, MgelmM, HKPO, 1mM,
EGTA 0,2mM, succinato 5mM, glutamato 5mM, malatM5HMEPES 20mM; pH 7,0 (KOH).
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- Medio intracelular libre de C&": NaCl 10mM, KCI 130mM, Mggl2mM, BKPO, 1mM, EGTA 0,2mM,
succinato 5mM, glutamato 5mM, malato 5mM, ATPiKaM, ADP-K 20uM, HEPES 20mM; pH 7,0 (KOH).

- Tampones intracelulares de &alibre 100nM (37°C) NaCl 10mM, KCI 130mM, Mggl1,96mM, HKPO,
1mM, CaCj} 224uM, EGTA 1mM, succinato 5mM, glutamato 5mM,atoabmM, ATP-K 1mM, ADP-K
20pM, HEPES 20mM; pH 7,0 (KOH).

- Tampones intracelulares de &alibre 100nM (22°C) NaCl 10mM, KCI 130mM, Mggl1,96mM, HKPO,
1mM, CaC} 190uM, EGTA 1mM, succinato 5mM, glutamato 5mM,atnabmM, ATP-K 1mM, ADP-K
20uM, HEPES 20mM; pH 7,0 (KOH).

Para poder realizar las medidas de’[Cmediante bioluminiscencia, se requiere que
previamente la sonda de AEQ se reconstituya cagrgo prostético, la celenteracina.
Este proceso se llevd a cabo a temperatura amb(®bt80°C) y en oscuridad. La
celenteracina, lipofilica, difunde a través de f@mbranas celulares y se asocia a la
AEQ. En los distintos experimentos, segun el tipoodganulo donde se realizan los
registros de bioluminiscencia, el protocolo de retitucion varia. Para los registros de

C&" en citosol, zona submembrana plasmaética y mitagemrds células sembradas en

cristales de 13mm de didmetro se incubaron en medicacelular Cd 1mM
conteniendo AM de celenteracinat, durante 1 hora. Para los registros dé'@a el

reticulo endoplasmicda reconstitucion de la celenteracina se llevaalzo en algunos

casos depletando los depésitos dé&"@aen otros casos sin depletarlos. El proceso de
vaciamiento, o deplecién, de Calel reticulo se realizé por un tratamiento de 10
minutos con terc-butil-benzohidroquinona (BHQ) 1Quidhibidor reversible de la
ATPasa del reticulo sarco/endoplasmico (SERCA)edio extracelular libre de &a
Tras ese tiempo se realizaron dos lavados con mediacelular libre de Gay la
incubacion final en ese mismo medio suplementadoBtéQ 10uM. En ambos casos,
bien con deplecién o sin ella las células se in@rbaon celenteracinaentre 1,5-2

horas. Finalmente para los registros d&" @a granulos de secreciér procedié a una

deplecién més drastica de los depésitos d& @emubando las células durante 10
minutos con ionomicina 10puM (ionéforo de ®a monensina 10pM (ionéforo que
intercambia Na por H a través de membranas bioldgicas) y BHQ 10uM edione
extracelular libre de G4 De esta forma, se abole totalmente el gradiesewacian de

Cd" los SG. El resto del proceso es similar al vistapa reconstitucién del ER, salvo

gue la reconstitucion se realiza incubando 1-2dhooa celenteracinat.

EL PAPEL DEL CALCIO INTRAVESICULAR EN LA SECRECIONCELULAR DE LINEAS NEUROENDOCRINAS. 87



MATERIAL Y METODOS

Tras el periodo de reconstitucién se dispusierercéulas en la camara de perfusion,
termostatizada a la temperatura deseada, la cdgb ggeviamente (37°C o 22°C). Se
sellé el cubreobjetos con una pelicula de grassilidena, y se dispuso la camara en el
fotomultiplicador, refrigerandose antes de comenaarexperimentos. Se perfundio
medio extracelular G41mM, o bien en células depletadas medio extramelire de
ca*, y se inici6 el registro de luminiscencia. En @@ de registros con VAMP-mAEQ
tras perfundir 2 minutos con medio extracelularelide C&', seguidamente se pasé a
medio externo L¥ 0,5mM (suplementado con LafC|De esta forma se consumié la
AEQ anclada a la parte externa de la membrana gtasrpara evitar su interferencia
con las medidas de [€%h Tras esto se perfundié medio extracelular lidee C&*

durante 3-4 minutos, lavando asi ef'Li@stante que pudiera interferir en la medida.

En el caso de experimentos en células intasitasdeplecion tras perfundir el medio

extracelular C& 1mM durante 2 minutos se probaron los diferengesiatas o medios
utilizados. En los experimentos de células intad@gletadas, y en concreto en las
medidas en los SG, se perfundié medio extracelitier de C&" durante 4-5 minutos
para lavar el BHQ de la reconstitucion, y seguidamee perfundié medio extracelular
C&* 1mM. Cuando la sefial se estabiliz, proceso qeeleudurar desde 10 a 30-40
minutos segun la temperatura de trabajo fijadgreeedid a perfundir los diferentes
agonistas o medios. Para obtener la luminiscemt&é hecesaria en los calculos de
[C&a™], al final del experimento se perfundié una sadnoile C&" 10mM con digitonina
20-100uM, un glucésido detergente, que solubilipadds y precipita con colesterol,
capaz de crear poros en la membrana externa caimadafar significativamente
organulos internos, al menos en tratamientos coitos experimentos en_ células

permeabilizadase realizaron con una deplecion previa. Tras \v&da del BHQ se

perfundié durante 1 minuto un medio intracelulapdemeabilizacion libre de €acon
digitonina 20-100uM, segun el organulo y tipo caludel experimento. Seguidamente
se procedi6 al lavado del resto de la digitonina woe medio intracelular libre de €a
generalmente durante 5 minutos. Por ultimo, saupdiéron tampones intracelulares de
c&* libre 100nM probando tras estabilizarse la sefiatehtes agonistas. En este caso
la luminiscencia total se obtiene perfundiendodricién de C& 10mM al final del

experimento.
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4.4 Calculo de la concentracion de calcio a partiragedatos de

luminiscencia.

Los datos de luminiscencia obtenidos se transformigmiendo el método propuesto
por Allen et al. (1977), basado en la relaciéneetar[C&"] y el cociente del consumo
de la sonda de AEQ en cuentas por segundo (L)idovigor las cuentas totalesq{ly).

Tal cociente se determina, al final de cada registonsumiendo toda la sonda con una
solucién de C& que sature la sefial y obteniendo asi las cueni@es (lna). En el
registro final se sustrae el fondo basal de luroamsia, y se calcula el cociente (k4L

en cada segundo. El siguiente algoritmo matemakseribe la dependencia luminica
[Ca®™] - AEQ, relacionando también los pardmetros deptatura, y tipo de AEQ y
celenteracina usadas (Allen et al., 1977). Losreslale los parametros usados en el
presente trabajoTé@bla 2) fueron calculados previamente en nuestro labooato
(Montero et al., 1997b; Alvarez & Montero, 2002; [eFuente et al., 2013) y se
recogen en el programa de calibracién para obtlmserdatos de [G4 mediante

registros de luminiscencia a través del algoritmscdto.

L 1
[(———=)" @+ KTR)] -1
[Ca2+](M) - Lmax m -

Kge [1_(LLDPI)n]

max

AEQ Celenteracina Temperatura Kr (M) K1r A (sY n
Normal wt 37°C 4.810 x 10 6.010 x 16 1.00 2.300
Mutada wt 37°C 2.280x 10 2.200 x 10 1.00 1.430
LeuAla [ 37°C 1.979 x 10 1.845x 16 0.40 1.150
Normal wt 22°C 7.230x 10 1.200 x 18 1.00 2.990
Mutada wt 22°C 1.610 x 1b 2.200 x 10 1.00 1.430

Tabla 2. Parametros del algoritmo matematico de Alie et al. (1977), obtenidos a partir de curvas de
calibracion de las correspondientes aequorinas y leateracinas usadasEl parametran representa el grado de
cooperatividad de unién de £a los dominioEF-Hand y el pardmetrd. da cuenta de la velocidad maxima de
consumo de la AEQ. Las constantgsyKKr dan cuenta de la asociacion dé'Gala AEQ y la conformacién de la
misma para tal asociacion.
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Por otra parte, en el caso de los registros denigo@ncia efectuados con aequorinas
dirigidas a los SG existe una subestimaciéon devédsres de [CH] obtenidos con
respecto a los reales. El pH vesicular es acidocacdose a un valor promedio de 5,5
(Winker & Westead, 1980), y ademas, la luminiscarae la AEQ decrece segun lo
hace el pH del entorno (Moisescu & Ashley, 197 fhrfunadamente, este medio acido
no tiene mayor efecto en la funcionalidad de la AEQor tanto, los cambios de
luminiscencia de la AEQ solo se deben a cambids @& intragranular, aparte de
un desplazamiento lineal de los valores absolueo€ad" medidos (SantoDomingo et
al., 2008).

La calibracion de la sonda de AEQ a pH 7,0 y 5afizada en este laboratorio, permitid
establecer una correlacién de laianedida a ambos valores de pH. Se observé una
variacion practicamente lineal siendo los valoesias de [Cd] a pH 5,5 entre 3-4
veces superiores a los estimados con la calibrae#lizada a pH 7,0 y a cualquiera de
las dos temperaturas de trabajo utilizadas mas momdte (37°C y 22°CFi{g. 19.

Bajo este supuesto los valores de la?{Ciantragranular calculados en el presente
trabajo apareceran ya multiplicados por_un faceoBgrealizando asi la estimacion de

los valores reales existentes.
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Fig. 18. Comparacion de las calibraciones de la aggrina mutada reconstituida con celenteracinavt a pH 7,0

y 5,5. Las graficas muestran la correlacién entre lasbrealiones de la aequorina mutada reconstituida con
celenteracinavt a pH 7,0 y pH 5,5 y a las diferentes temperatdeasrabajo. Existe dependencia lineal con unas
diferencias de 3-4 veces entre los valores d&J€alculados y los reales (SantoDomingo et al. 8200
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5. MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE CALCIO EN
CELULA UNICA. SONDAS DE PERICAM Y GECO.

5.1 Descripcion de las sondas de calcio Pericam y GECO.

Las medidas de €& en célula Unica mediante fluorescencia realizagiaslos
experimentos del presente trabajo se llevaron a gedcias a las proteinas quimeéricas
Pericam ratiométrico y la familia de proteinas GEQ&enetically Encoded Ga
indicators for Optical imaging variantes de la proteina GCaMP. De estas Ultiggas
han utilizado concretamenigRed GECO1(RGECOL1) y los ratiométricoblue-Green
EMission ratiometric GECOIGEMGECO1) yGreen EXcitation ratiometric GECO1

(GEXGECO1). Todas ellas han sido sintetizadas megliagenieria genética.

Los distintos_Pericaméueron sintetizados en 2001 por el grupo del Diyawaki.
Estructuralmente, la secuencia codificante predeesaregionesHig. 19 (Nagai et al.,
2001). La primera es un residuo peptidico de 26naatidos denominado M13,
derivado de la region unién a calmodulina (CaM)adquinasa de cadena ligera que se
encuentra integrada en la miosina de musculo edipel La segunda se trata de la
circulary permuted Yellow Fluorescent Protdop-YFP) y finalmente la secuencia de
CaM del Xenopusresponsable de la unién a“taEn presencia de &ala CaM vy el
péptido M13 interaccionan provocando un cambioaldarmacion en la cpYFP y de

ahi la intensidad de fluorescencia emitida.

Mediante modificaciones en la secuencia genéticauseentd el rango dinamico de
fluorescencia y finalmente se pudo conseguir unicRar de doble excitacion,
ratiométrico (rtPericam). La sonda rtPericam presena constante de disociacion)K
de 1,7uM (Palmer & Tsien, 2006) con excitacion ami y 494nm, ambas sensibles a
Ccd”*, y emisién a 517nm. El hecho de poder realizaridasdratiométricas de [3
tiene la ventaja de que estas medidas eliminan osugosibles “artefactos” de
fluorescencia, no debidos a la propia medida dé'JCaue afectan por igual a ambas

longitudes de onda.
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Fig. 19. Secuencia codificante, estructura y espeas de excitacion y emision del rtPericamArriba de la figura

se visualiza la secuencia de cDNA con las difeeemégiones (M13, cpYFP, y CaM). Abajo a la izquiesda
observan estructuralmente los dominios proteicos qanfiguran la sonda rtPericam, asi como el cambio
conformacional en presencia de?CaA la derecha se muestran los espectros de eétitac emisién con las
longitudes de onda usadas en nuestro laboratoaga(et al., 2001).

Por otra parte, en el afio 2011 se presentaban mmesos indicadores de €a
fluorescentes, los GECOque pertenecen a la familia de proteinas GCaMP.
Estructuralmente GCaMP es una quimera analoga sarida Pericam que presenta
circulary permuted Green Fluorescent Protéap-GFP) en lugar de cp-YFP (Nakai et
al., 2001). Su comportamiento es similar a PeriGmien presenta algunas desventajas
frente a éste (sensibilidad frente a pH, plegaroient(Palmer & Tsien, 2006). Las
siguientes modificaciones genéticas que se fuemmalizando solventaron estas
desventajas a la vez que se aumentaba el rangnidinde fluorescencia llevando a la
creacion de la sonda GCaMP2 (Tallini et al., 200@halmente GCaMP3 (Tian et al.,
2009). Mediante un sistema de introduccion de nrtas al azar y seleccion de las
colonias méas fluorescentes frente a un entornoresepcia o ausencia de ‘Cae
generaron los GECO (Zhao et al., 2011). Dentro si®sese obtuvo RGECO1
sustituyendo la cpGFP por una variante cpmApplendaoroja). Finalmente por
recombinacion entre mutaciones de GGECO1 (VerdeBGECO1 (Azul), los
ratiomeétricos de doble emision GEMGECOL1 y excimd®EXGECOL Fig. 20). La
sonda RGECO1 presenta unadé 482nM con excitacion a 562nm y emision a 624nm.
Las sondas GEMGECO1 y GEXGECOL1, por su parte, pokgele 340nM y 318nM
respectivamente. La sonda GEMGECOL1 se excita an37don dos longitudes de

emision a 447nm y 520nm.
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...... ***v 8YG chromophore

Fig. 20. Representacion esquematica de GCaMP y swariantes GECO. Se muestra arriba la secuencia
codificante de GCaMP con las diferentes regiones3(MaYFP, y CaM). Abajo, la estructura proteicaatkedondas
RGECO1 (izquierda), GEMGECOL1 (centro), y GEXGECO1 €dea), donde se muestran los diferentes dominios
proteicos (Zhao et al., 2011).

La sonda GEXGECO tiene dos longitudes de excitagidii5nm y 365nm con emisién
a 520nm. Tanto las longitudes de emisibn en GEMGECGMo de excitacion en
GEXGECOL1 son sensibles atieCiertas longitudes de onda se encuentran proxanas
UV asi que ambas sondas ratiométricas pueden paesenmoderado fotoblanqueo y
cierta fototoxicidad. No obstante, suponen unaajargon respecto a la sonda rtPericam
ya que poseen un mayor rango dindmico en la medkd§C&’], asi como menor
sensibilidad al pH. Ademas, el hecho de existinogacromoéforos permite obtener

registros de Ca simultaneos en varios compartimentos celulares.

En el presente trabajo se han usado sondas decatiRey GECO dirigidas a los SG
tanto con anclaje en la membrana granular, mediansefial de VAMP como en la
matriz densa a través de las sefiales de CgA y NHY R1). Por tanto VAMP-
rtPericam, VAMP-RGECO1l, VAMP-GEMGECOl1l y VAMP-GEXGBQ se
guedarian ancladas a la membrana granular y fimingela membrana plasmatica, con
la sonda de G4 correspondiente en el lado extracelular, trasi$oh vesicular en la
exocitosis. Las sondas con la sefial CgA (CgA-rtaerj CgA-RGECO1, CgA-
GEMGECO1 y CgA-GEXGECO1) y con la seilal NPY (NPFeticam, NPY-
GEMGECOL1 y NPY-GEXGECOL1), por el contrario, se ldréan al medio extracelular

durante la exocitosis.
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Fig. 21. Esquema de las diferentes sondas fluorestende rtPericam y los GECO, RGECO1, y GEMGECO1 y
GEXGECOL1 utilizadas en el presente trabajoSe muestran las diferentes secuencias codificaletdas sondas
fluorescentes, dirigidas tanto a la matriz (NPY YALgomo a la parte interna de la membrana (VAMPlodeSG.

5.2 Protocolo de imagen por microscopia confocal.

Lasimagenesde células PC12, INS-1 e INS-1E, tanto marcadascotorantes como
expresando constructos basados en GFP y sondasadefl@rescentes fueron
obtenidas mediante un microscopio confocal Leic& T8P2, 0 bien un microscopio

confocal Leica TCS SP5, utilizando en ambos untmoj@&3x con aceite de inmersion.

Mediante el_microscopio confocal Leica TCS S&?2 tomaron imagenes celulares

expresando constructos basados en la proteina BFHEGFP para la localizacion en
la mitocondria, y VAMP-EGFP, CgA-EGFP y NPY-EGFRa#a localizacion en los

SG) la cual se excitd a 488nm mediante laser derAopn emision de fluorescencia
recogida entre 500-600nm. En otro conjunto de éx@tos las células PC12 que
expresaban NPY-EGFP se cargaron simultaneamentel coarcador de mitocondrias
MitoTracker Deep Red. La carga se realizo incubaladocélulas en una soluciéon
extracelular C& 1mM suplementada con MitoTracker Deep Red 50nMartte 1-2

minutos a temperatura ambiente, evitando acumulasimespecificas del colorante.
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Inmediatamente despues de la carga las célulasssevaron de forma secuencial para
NPY-EGFP y para MitoTracker Deep Red, excitande €#timo a una longitud de
onda de 633nm mediante laser de Diodo Rojo y reodgi la emisién entre 650-
750nm. Por otra parte tanto en las imagenes olatenodn sondas de rtPericam
(VAMP-rtPericam, CgA-rtPericam y NPY-rtPericam) comn las generadas a partir de
GEXGECO1 (VAMP-GEXGECO1, CgA-GEXGECO1 y NPY-GEXGEDGe realizé
Gnicamente excitacion a la longitud de onda de #B&ualmente mediante laser de
Argon, recogiendo la emision entre 500-600nm. Riealte, en las imagenes tomadas
con sondas de €ade RGECO1 (VAMP-RGECO1, y CgA-RGECO1) la excitacide

a 543nm mediante laser de He-Ne verde, recogiemfladrescencia de emisién entre
600-700nm.

El microscopio confocal Leica TCS SBBrmitié tomar imagenes celulares expresando
sondas basadas en GEXGECO1 (VAMP-GEXGECO1, CgA-GEBGl y NPY-
GEXGECOL1) con doble excitacion a 408nm mediantdalibzul y a 480nm mediante

laser supercontinuo visible, con una emision ratagntre 500-575nm. Se tomaron

imagenes de células que expresan sondas teb@sadas en GEMGECO1 (VAMP-
GEMGECO1, CgA-GEMGECO1l y NPY-GEMGECO1) con excifecia 408nm
mediante diodo Azul, y emisiones de fluorescene@gidas entre 430-480nm y 500-
550nm. En todos los experimentos se tuvo espadgidhdo en optimizar los parametros
de potencia del laser, ganancia, zoom, resolucitema de imagenes entre otros, de
cara a minimizar el fotoblanqueo de las sondasdkaentes.

En ciertos experimentos se dispuso gisiema_de perfusionde diferentes medios

celulares. En el caso del microscopio confocald @i€CS SP2 dicha perfusion se realizé
por gravedad mediante un control por electro-valvudon un flujo aproximado de 6-
7mL/min. Se regulé la temperatura de los medio&ipdidos por un calentadon line

de Harvard Apparatus hasta un adaptador espeddiqeropio microscopio que permite
el recambio Optimo del medio en las placas de @ahfdonde se encuentran sembradas
las células, con aspiracion del medio sobrante anéslibomba de vacio. Para el
microscopio confocal Leica TCS SP5 se disefié ueras similar como se describe en
la Fig. 22
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Fig. 22. Sistema de perfusién de medios celularedagtado al microscopio confocal Leica TCS SPEn la figura
se pueden observar los diferentes componenteSigtEma de electro-vélvulas para la perfusion dgiosecelulares.
(2) Microscopio confocal. (3) Placas de los diféesrcultivos celulares. (4) Sistema de recogidmeéios celulares
por bomba de vacio.

Tanto las imagenes obtenidas como los registréigadas se visualizaron mediante el
softwareLCS para el microscopio confocal Leica TCS SP2 y ésoe LAS AF Lite
para el microscopio confocal Leica TCS SP5, ambesamollados por Leica. La
deconvolucién de las imagenes se realiz6 a traetspabgramalmaged (Wayne
Rasband; National Institutes of Health, Bethesd®A)Jo bienConfocal Uniovi ImageJ
v1.5 una compilacion del programaageJcon una serie de funciones y “plugins”

orientadas al trabajo con imagenes de microscapitcal.

5.3 Procedimiento experimental de los registros dedsicencia.

Para llevar a cabo los experimentos de fluoresaeseidispusieron placas de cultivo
circulares de 35mm de diametro con fondo de cra#al4mm de diametro sembradas
con cultivos de células que expresaban las difesesthndas disefiadas con los GECO.
Las medidas de [G] se realizaron a las 48-72 horas después de tsféecion,
periodo durante el cual se obtuvieron mejores t&do$ de expresion de las sondas. Tal
como se detalla en el apartado anterior, unos emeetos se realizaron en el
microscopio confocal Leica TCS SP2 y otros en arasicopio confocal Leica TCS
SP5.
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En el microscopio confocal Leica TCS S&2realizaron registros de Caon VAMP-
GEXGECO1 y VAMP-RGECOL. Las células PC12 que exiras VAMP-RGECO1

fueron incubadas en medio de cultivo suplementadogticerol al 5%(v/v), 24 horas

antes del experimento. La adicién del glicerol sa&lizd con el objeto de mejorar la
distribucion y localizacion celular de las respeasi sondas de &a(Sato et al., 1996).

Se procedié posteriormente al lavanff-line con medio extracelular €almM vy se

dispusieron en el adaptador perfundiendo el misnediona temperatura ambiente
controlada de 22°C. Se selecciondé un conjunto tldaséo bien una Unica célula
idénea, que presentase buen patrén granular coreséép de la sonda en la parte
externa de la membrana plasmatica y, a continuas@micio el registro perfundiendo

diferentes medios extracelulares.

Por su parte, en el microscopio confocal Leica BESse realizaron registros de*a
con VAMP-GEMGECO1, NPY-GEMGECO1 y VAMP-GEXGECOL. d aélulas
PC12 e INS-1 que expresaban VAMP-GEMGECO1 fueronkiadas, bien en medio

de cultivo suplementado con glicerol al 5%(v/v)Htas antes del experimento, o bien

se dispusieron sin el tratamiento con glicerol.eEnaso de células PC12 e INS-1 que
expresaban VAMP-GEXGECO1 o NPY-GEMGECO1 no hubtatngento previo con

glicerol.

En un conjunto de experimentos las células fuemwadas con medio extracelular’Ca
1mM y se dispusieron en el sistema de perfusi@mgpéeratura ambiente perfundiendo
diferentes medios extracelulares con diversos aggmiEn otro grupo de experimentos
las células se depletaron de*Cpreviamente por incubacién durante 10 minutos con
medio extracelular libre de &asuplementado con ionomicina 10pM, monensina
10pM, y BHQ 10uM. Tras ese periodo fueron lavadesswéces con medio extracelular
libre de C&" y se las dispuso en la perfusién con el mismo mesh presencia o
ausencia de BHQ 10uM segun el tipo de experiméfricambos casos, se selecciono
un conjunto de células o bien una Unica célula edprgue presentase buen patron
granular, y se realizaron registros de imagenesl&gineas para cada longitud de onda y
tiempo determinados.
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5.4 Representacion de datos de los registros de ficemes.

Tras obtener los registros de imagenes de fluanescede los experimentos con
perfusidn, se seleccionaron regiones de interdasecélulas obteniendo asi un espectro

de intensidades de fluorescencia en la regionGeleda.

Para los experimentos con la sonda dé G8AMP-RGECO1, estos datos graficos
fueron representados directamente como intensidadfiubrescencia normalizada
(F/Fo), dondeFo y F representan la fluorescencia media al principig) ¢ en cada
punto temporalK) del experimento, respectivamente. En el casmslexperimentos
con las sondas ratiométricas de GEMGECO1 y GEXGEG®1Zealiz6 el cociente de
ambas representandose como el ratio de intensidd&ldhiorescencia normalizada
(R/Ry), tanto de emisidnRgy) como de excitacionRex), definiendoRy y R como el

ratio medio al principioRyp) y en cada punto tempord)(del experimento.

EM EX

R 455 R 455
EM — EM EX — EX
525 405

FEM FEX

y representan la variacion de intensidad de flueresa emitida, recogida a
una longitud de onda determinada, y de intensidadlubrescencia de excitacion
respectivamente, en funcién de la interacciéon cefi.danto en los registros con la
sonda de RGECO1 como las ratiométricas GEMGECOIEX&ECOL se les resto
previamente la sefial basal correspondiente a tpstmes de cada una de la longitudes

de onda.
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6. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS.

Todos los andlisis graficos y estadisticos sezaaln con los programa3rigin7.0y
Origin8.5 de OriginLab. Los datos fueron representados comdia + error estandar.
Las diferencia entre distintos grupos de analisiscalcularon mediante analisis de
varianza (ANOVA) con un nivel de significacibn repentado como *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,005.
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1. OBTENCION Y DISTRIBUCION CELULAR DE LAS
SONDAS BIOLUMINISCENTES Y FLUORESCENTES.

1.1 Distribucién celular de la sondas de aequorina Gog¥eQ vy
VAMP-mMAEQ en las lineas neurosecretoras PC12, INS-1
INS-1E.

El estudio de la localizacion subcelular de lasdasnCgA-mAEQ y VAMP-mAEQ en
células secretoras ha sido abordado de dos forifieasrdes. En primer lugar, mediante
microscopia confocal se ha evaluado la distribuciélular de los constructos CgA-
EGFP y VAMP-EGFP. En segundo lugar, y como evidehancional de la distribucién
de las sondas CgA-mAEQ y VAMP-mAEQ, se recurrio aa karacteristicas de
luminiscencia emitida de la aequorina, en particaladenominado “consumo” de la

sonda.

En cuanto a la primera cuestion, la localizacigsiotdar de la sonda VAMP-mAEQ ya
fue probada con anterioridad en nuestro laboratartvavés del andlisis de células
cromafines bovinas y PC12 que expresaban VAMP-E@W#Breno et al., 2005;
SantoDomingo et al., 2008). Esta distribucion glantambién se evidencié en células
PC12 que expresaban las sondas CgA-EGFP (Morenb, €t010). Por lo tanto, se
decidié ampliar el estudio a otro tipo de linedsllaees como las derivadas de células
B-pancreaticas de insulinoma de rata INS-1 e INSEAK.imagenes de células INS-1 e
INS-1E expresando tanto VAMP-EGFPid. 23), como CgA-EGFPHKig. 24 también

mostraron un patrén de distribucién granular parhas constructos.

En el caso de la expresion de VAMP-EGFP tanto @naseINS-1 como en INS-1E se
observé una fuerte sefal en el contorno celulgirisndo que una porcion significativa
de VAMP-EGFP se localizaba en la membrana plasméistos resultados obtenidos
son consistentes con datos previos de nuestroalaior, asi como de los publicados

por otros autores.
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En cuanto a los patrones granulares, fueron siesilaos obtenidos con otras quimeras
que utilizan VAMP para la direccion a granulos @erscion (SG), por ejemplo la
proteina de fusion con una GFP sensible a pH (VAMRurin) en células INS-1
(Obermiiller et al., 2005). Ademas, esta sonda ab#ac con los SG en otros tipos
celulares como cromafines (Allersma et al., 200d¢lylas PC12 (Moreno et al., 2005).
La localizacién de la sonda de C&¥AMP-mAEQ en las vesiculas de secrecién se ha
evidenciado mediante inmunofluorescencia y micrpicelectrénica en células MIN-6,
linea celular derivada de célulggpancreaticas de insulinoma de raton (Mitchelllgt a
2001) y en células de insulinoma de rata INS-1Ez{let al., 2005).

Por otra parte, los constructos CgA-EGFP (KaetheBé&des, 1995; Inomoto et al.,
2007) y NPY-EGFP (Lang et al., 1997; Ravier et 2008) han sido comunmente
utilizados para visualizar los SG en diversos tipehilares. Al igual que la sonda
VAMP-mAEQ, la proteina de fusion de cromograninaoh la aequorina nativa (CgA-
AEQ) fue localizada en los SG mediante inmunomawp& confocal en la linea
celular PC12 (Mahapatra et al., 2004).

Abordando la segunda cuestién, estudios previasenlaboratorio con VAMP-mAEQ
tanto en células cromafines (SantoDomingo et 8082 como PC12 (Moreno et al.,
2005) estimaron que la concentracién dé'@a los granulos de secrecién (Gao) se
sitia en el rango de 10-100uM. Este hecho se vislungracias a las diversas
maniobras de reconstitucion de la sonda con suogprpstético, bien utilizando
celenteracina nativavt, o un derivado semi-sintético de baja afinidad "

denominado celenteracina

En este rango de concentraciones el protocolo densétucion establecido como
Optimo comienza por el vaciamiento de los SG mediam tratamiento con BHQ
(inhibidor reversible de la SERCA), ionomicina @oro que intercambia Hpor

Ccd"), y monensina (ionéforo que intercambia*Naor H) y prosigue mediante
reconstitucion de la sonda con celenteraeinan ausencia de Eaextracelular, lo que

permite monitorizar la dinamica de [€Jc con una mayor sensibilidad.
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Fig. 23. Localizacion de VAMP-EGFP mediante microscdp confocal de fluorescencia en células INS-1 e INS
1E. Las células INS-1 e INS-1E expresando el consirvé&tMP-EGFP fueron excitadas con un haz laserzatililo
la linea de 488nm del Ar. La fluorescencia emiidaecogié entre 500-600nm. Los paneles supemouestran dos
planos confocales diferentes de unas células IKS¥y1B). Los paneles inferiores muestran dos plamwogocales de
dos células INS-1E diferentes (C y D). Las imagdnemn tomadas 48-72 horas después de la traigfecc

Fig. 24. Localizacién de CgA-EGFP mediante microscép confocal de fluorescencia en células INS-1 e INS
1E. Las células INS-1 e INS-1E expresando el constrGgta-EGFP fueron excitadas con un haz laser utitieda
linea de 488nm del Ar. La fluorescencia emitidaesmgié entre 500-600nm. Se muestran los pland®cales de
dos células INS-1 (A) y INS-1E (B) respectivameritas imagenes fueron tomadas 48-72 horas después de

transfeccion.
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Ademas bajar la temperatura de trabajo a 22°C eeailc mas el consumo de la sonda,

alargando el tiempo de experimentacion.

En un principio, los experimentos llevados a calom ¢éa sonda VAMP-mAEQ

mostraron una distribucion heterogénea del?*

C&n dos compartimentos
mayoritariamente. Uno de ellos son los propios S@I wptro corresponde al lado
extracelular de la membrana plasmatica como coese@ de presencia de granulos
fusionados a ella. Este hecho se corrobor6 comlagenes de microscopia confocal de
células expresando VAMP-EGFP. Para eliminar lals##idga membrana plasmatica se
decidié dar un pulso breve de® greviamente al registro de [ERc El ion L&" no
penetra en las células, pero si induce la luminigeade la aequorina. De esta forma, se
puede consumir la sonda VAMP-mAEQ existente en &mbrana plasmatica sin

afectar a la sefial de [E&sc

En los experimentos con la sonda de CgA-mAEQ, pugske la cromogranina se
expresa en la matriz densa de los SG, seria deaespee el registro de [€? fuese
similar al obtenido con VAMP-mAEQ tras eliminar ilsterferencia de la sefial de la
membrana plasmética. En kig. 25 se muestra como la perfusion del medio
suplementado con Padesencadené un pico en el registro dé{lgaen células PC12
que expresaban VAMP-mAE@if. 25 Ay C), mientras que el pico no se observo en
las células que expresaban CgA-mAHGqY( 25 By D). Tras la re-adicién de €ael
registro de captacion es similar para ambos carteguconsistiendo en un pequefio
pico que decrece hasta un nivel estacionario d€][Ca

Se puede por tanto, concluir que la sonda CgA-mAEQcaliza en el interior de los
SG. Ademas, la utilizacién de la sonda CgA-mAEQosigpuna importante ventaja
experimental ya que elimina la necesidad de reaktgulso previo de A Los
valores de [C&d]sc presentados en Kig. 25, asi como los que se mostraran de ahora en
adelante en los registros con sondas de aequagimentaplicada la correccion de pH

acido vesicular que ha sido mencionada con anigaib(ver Materiales y Métodos).
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Fig. 25. Comparacion de los registros de [G§ basal en granulos de secrecién de linea celulaC®2 depletadas

de C&", medidos con las sondas VAMP-mAEQ y CgA-mAEQLas células PC12 expresando los constructos
VAMP-mAEQ (A y C) y CgA-mAEQ (B y D) fueron depletaside C# y reconstituidas con celenteracimasegin

el protocolo descrito en Materiales y Métodos. idinente, la luminiscencia se monitorizé bajo pgdn continua
con un medio libre de a A continuacion, se perfundié un medio extracelestandar conteniendo $20,5mM,
liberando asi la posible luminiscencia de la squ@aente en la membrana plasmatica y posteriornsenperfundié
medio externo estandar €£amM segun se indica en la figura. Finalmente, estupdié un medio de ¢210mM
suplementado con digitonina 100uM para cuantifi@duminiscencia restante de la sonda. Los parselpsriores A

y B muestran los registros de luminiscencia y Idsriares C y D sus correspondientes valores dé'JGas la
calibracion. Todos los registros se realizaron®C2Estos experimentos son representativos de rdiass de cada

tipo.
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1.2 Distribucion celular de la sondas de rtPericam yCGE
dirigidas a granulos de secrecion en las lineasosearetoras
PC12 e INS-1.

Para el estudio de la dindmica d€'Gen vesiculas de secrecion en célula Gnica se han
disefiado constructos basados en la sonda ter®aricam (Nagai et al., 2001) y la
familia de proteinas derivadas de la sonda d& GEaMP, GECO (Zhao et al., 2011).
En el apartado anterior se demostré la expresidoalizacion en los SG de las sondas

de C&" basadas en aequorina CgA-mAEQ y VAMP-mAEQ, asiacsmfuncionalidad.

En cuanto a la expresion tanto de VAMP-rtPericamaae CgA-rtPericam en células
PC12, las imagenes de microscopia confocal mostranopatron granular con una
intensidad de sefial observada muy baja y con saadi&a expresion minima, si bien en
principio dicho patrén granular era similar al otit® en células PC12 transfectadas
con VAMP-EGFP y CgA-EGFPHg. 26). Se realizaron diferentes maniobras con el fin
de determinar si el origen de la fluorescenciadabido a la expresion de VAMP-

rtPericam y CgA-rtPericam en los SG de células PEMNES-1.

En primer lugar, se probd la alcalinizacion conboailcianuro-p-trifluorometoxi
fenilhidrazona (FCCP) que abole el gradiente piothmexistente entre los SG y el
citosol (Camacho et al., 2006). En segundo lugareséz6 la adicion de Glicil-L-
fenilalaninap-naftilamida (GPN), un péptido que permeabilizaesiyamente los
lisosomas disipando asi el gradiente dé éxistente y permitiendo el paso de
compuestos de bajo peso molecular a través der@dbraea de estos organulos (Haller
et al., 1996; Moreno et al., 2010). En ultimo lygse procedié a incubar las células
PC12 e INS-1 expresando VAMP-rtPericam o CgA-rizen con Brefeldina A (BrA)
24-30 horas antes de realizar el experimento. lAaiBhnibe el transporte de proteinas
desde el reticulo endoplasmico (ER) al complejo Gldgi (GC) indirectamente
mediante la prevencion de la formacion de vesioitabl & Baeuerle, 1995; Kober et
al., 2012). En ninguno de los casos hubo respuagfana en la intensidad de
fluorescencia descrita, concluyéndose que tanto PANericam como CgA-rtPericam
no se expresan correctamente en los SG de cél@ag B INS-1, al menos bajo

nuestras condiciones experimentales.
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Fig. 26. Localizacion mediante microscopia confocale fluorescencia de VAMP-rtPericam y CgA-rtPericam
frente a la distribucién granular obtenida con VAMP-EGFP y CgA-EGFP en células PC12.as células PC12
expresando los constructos VAMP-rtPericam (A), CgPericam (B), VAMP-EGFP (C) y CgA-EGFP (D), fueron
excitadas con un haz laser utilizando la linea88nrh del Ar. La fluorescencia emitida se recogitieeB00-600nm.
Las imagenes muestran planos confocales de uneas e&lulas PC12 diferentes. En trazado blanaiebmita el
contorno de las células correspondientes en el dada expresion con rtPericam. Las imagenes fugnmadas 48
horas después de la transfeccion.

En vista de estos resultados se decidié pasartalineate al estudio de expresion y
distribucion en los SG de las sondas basadas famiéa de proteinas GECO. De la
gama de sondas GECO disponibles se escogieronepastudio el RGECOL, y los
ratiométricos de doble emisibn GEMGECOL y de daxXetacion GEXGECOL. Las
imagenes de microscopia confocal de células PClesando VAMP-RGECOL1
mayoritariamente mostraron un patron de distribucgbanular poco definido, sin
ningun tipo de sefal en la membrana plasmatica,ibtgnsidad de fluorescencia y con
una tasa de expresion del constructo peque@aZ7 A), si bien la alcalinizacién de los
vesiculas de secrecion con FCCP desencadendé umtauhe dicha intensidad de

fluorescencia.
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Con el fin de mejorar la expresion y distribucidnles SG de la sonda, las células
PC12 expresando VAMP-RGECOL1 se incubaron en medaulitivo suplementado con
glicerol al 5%(v/v). En la literatura existen diges trabajos donde se expone que el
glicerol ayuda al empaquetamiento y procesamieatordteinas a nivel celular (Sato et
al., 1996; LaConte et al., 2014). Como se puedecapren las imagenes de confocal,
conforme aumenta el tiempo de incubacion de laglaglen medio con glicerol se
observa un patrén de distribucion granular masimitya desde las 7-8 horas de
incubacion Fig. 27 B). A las 24 horas de incubacion las imagenes mostnan patron
granular similar al descrito en células PC12 exprds VAMP-EGFP, con una fuerte
localizacion de VAMP-RGECO1 en la membrana plassadfig. 27 Q).

.

Fig. 27. Efecto del glicerol sobre la distribucién d VAMP-RGECOL en granulos de secrecion de células BZ.

Las células PC12 expresando el constructo VAMP-RGEf@bn incubadas en medio de cultivo suplementado
con glicerol al 5%(v/v) a las 24 horas previasxezimento. Las células se excitaron con un hax ldtslizando la
linea de 543nm del He-Ne, recogiendo la fluoreseeamitida entre 600-700nm. Se muestran imagenegldas
PC12 control (A), e incubadas con glicerol durai& horas (B) y 24 horas (C) respectivamente. TraBd?ds de
tratamiento con glicerol, se retiré el medio y éodtivos celulares se mantuvieron 8 horas adic&mek incubacion

en medio sin glicerol (D).
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Este patron de distribucion granular revirtio a8dsoras de suprimir el tratamiento con
glicerol (Fig. 27 D). A partir de estos resultados todos los registeofiuorescencia con
la sonda VAMP-RGECO1 se realizaron con el tratatoigle glicerol al 5%(v/v), 24
horas antes del experimento, tal y como se desenibdateriales y Métodos. En el caso
de la expresion de CgA-RGECO1 en células PC1gual ique ocurrio con la expresion
de VAMP-rtPericam y CgA-rtPericam, no se observérdguaalguno de distribucién
granular, independientemente de que las célulaarfug no tratadas previamente con

glicerol.

Las imagenes de confocal de células PC12 expredghiil>-GEMGECO1 Fig. 28 y
VAMP-GEXGECOL1 Fig. 29, muestran un patréon de distribucion granular ooa
fuerte sefial en la membrana plasmatica y una bemgmasion del constructo. En estos
28 E F, G y H), ni tampoco supuso una diferencia en el estudistepior de la
dindmica de Cd vesicular con estas sondas.

Fig. 28. Localizacién mediante microscopia confocdk fluorescencia de VAMP-GEMGECOL1 en células PC12.
Las células PC12 expresando el constructo VAMP-GERIGE se excitaron con un haz laser utilizando lealithe
408nm del diodo azul, recogiendo la fluorescenaidtida entre 430-480nm y entre 500-550nm respetigrde,
mostrandose solo la correspondiente a 500-550nm.paaeles superiores (A-D) muestran 4 planos caldeale
diferentes células PC12. En los paneles inferioEe¢d)( las células fueron incubadas en medio de veulti
suplementado con glicerol al 5%(v/v) durante la$h@ras previas al experimento. Las imagenes fuenmadas 48
horas después de la transfeccion.
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Fig. 29. Localizacion mediante microscopia confocdke fluorescencia de VAMP-GEXGECOL en células PC12.
Las células PC12 expresando el constructo VAMP-GEXGE se excitaron con un haz laser utilizando laalihe

405nm del diodo azul y a 480nm con el laser supdiramo visible, 0 bien solamente utilizando la drde 488nm del
Ar. La fluorescencia emitida se recogié entre 588rn mostrandose solo la correspondiente a lasex@it a 480-

488nm. Se muestran 4 planos confocales de diferegtalas PC12. Las imagenes fueron tomadas 48 Hespués
de la transfeccion.

Las imagenes de células INS-1 expresando VAMP-GERIGE y VAMP-
GEXGECOL1 Fig. 30 también mostraron un patron de distribucién gi@my en la
membrana plasmatica similar al observado en céRCHA<. Sin embargo en ninguno de
los casos se observo expresion de las sondas CHMAGEEOL ni CgA-GEXGECO1

en ambos tipos celulares.

Fig. 30. Localizacion mediante microscopia confocale fluorescencia de VAMP-GEMGECO1 y VAMP-
GEXGECOL1 en células INS-1Las células INS-1 fueron transfectadas con lostosctes VAMP-GEMGECOL (A)

y VAMP-GEXGECOL1 (B), tomando imagenes a las 48 hdespués. En el caso de VAMP-GEMGECOL las células
se excitaron con un haz laser utilizando la line@@8nm del diodo azul, recogiendo la fluoresceaniitida entre
430-480nm y entre 500-550nm respectivamente, muakis® solo la correspondiente a 500-550nm. Ensal da
VAMP-GEXGECOL las células se excitaron con un haerlatilizando la linea de 405nm del diodo azul48@nm

con el laser supercontinuo visible. La fluoresceénemitida se recogié entre 500-575nm mostrandoke lao
correspondiente a la excitacion a 480nm. Se mueptamos confocales de diferentes células INS-1.
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1.3 Distribucion celular de sondas luminiscentes y riaigsoentes

con la sefal de localizacion del Neuropéptido YYINP

Al igual que las sondas de €aon la secuencia de localizacién correspondiente a
Cromogranina A (CgA), se han disefiado sondas dedragidas a la matriz de los SG
a partir de la secuencia del Neuropéptido Y (NFEf).el apartado anterior ninguna de
la sondas de Gafluorescentes con CgA, tanto basadas en rtPericemo GECO, se
expresaron en células PC12 e INS-1, al contrari® lgs sondas de €abasadas en
EGFP o aequorina, CgA-EGFP y CgA-mAEQ.

Durante el estudio de la expresion de NPY-rtPerieansélulas PC12, las imagenes de
confocal mostraron, sorprendentemente, una fuefial Sluorescente en una pequefia
parte de la poblacion celuldfig. 31 Ay B). Sin embargo el patron de distribucion no
parecié ser granular en ningun caso, sino mas foiemar una red tubular similar al
patron de red mitocondrial obtenido en células P&j#tesando mit-EGFHFig. 31 C

y D). Mas aun, las imagenes de células PC12 expresaindonstructo NPY-EGFP
mostraron una poblacion celular con el tipico patté distribucion granular, asi como
una pequefia pero no despreciable poblacién quentads una posible localizacién
mitocondrial de la sonda. Dicha distribucion mitodoal de la sonda NPY-EGFP se ha
demostrado mediante la colocalizacion con el marcdé mitocondriadMitoTracker
Deep Red (Fig. 32.

Profundizando sobre el tema, en la literatura serdee la existencia de una posible
secuencia kozak de inicio de traduccion, denomikadak-2, dentro de la secuencia
codificante del propio NPY humano. Esta sefial dedrde traduccion generaria un
pequefio peptido para la localizacion mitocondrk&higio et al., 2005; Kaipio &

Pesonen, 2009). Puesto que la posible expresiG@conidrial, incluso parcial, de las
sondas de Gacon NPY impediria el estudio de la dinamica d&"®asicular, tanto en

poblacién celular como en célula Unica, se optdlapa@liminacion de dicha secuencia
kozak-2. Mediante mutagénesis dirigida se sustituyé etlesde metionina del codon
de inicio de la secuencia por uno de valina, candagpara ello la adenina por una

guanina en la secuencia de DNA.
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Se puede observar esquematicamente tal sustiteiiensecuencia de mRNA.

Kozak-2

CCAGCGGAGG ACAUGGCCAG — CCAGCGGAGG ACGUGGCCAG

El oligonucledtido utilizado fue el mismo en todos constructos realizados ya que

solo afecta a la secuencia del propio NPY. En @adue el siguiente:

5- CACCAGCGGAGGACGTGGCCAGATATCAC - 37

NPY-rtPericam

mit-EGFP

Fig. 31. Localizacion mediante microscopia confocdle fluorescencia de NPY-rtPericam en células PC1Ras

células PC12 expresando tanto el constructo NPa&tidém (A y B) como el constructo mit-EGFP (C y Dgrfon

excitadas con un haz laser utilizando la linea88nrh del Ar. La fluorescencia emitida se recogitieeB00-600nm.
Se muestran planos confocales de células PClzuliésx. Las imagenes fueron tomadas 48 horas dedpulés
transfeccion.
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Fig. 32. Estudio de colocalizacion mediante microspta confocal de fluorescencia de la sonda NPY-EGF®@rc

el colorante MitoTracker Deep Red en células PCld.as células PC12 expresando el constructo NPY-EGFP
fueron incubadas con el colorante MitoTracker D&sal durante 1-2 minutos previos al experimento. Rara
visualizacion del NPY-EGFP (Panel A) las célulasr@un excitadas con un haz laser utilizando la lde488nm del

Ar, recogiendo la fluorescencia emitida entre 500¢8n. Para la visualizacién del MitoTracker Deep Htahel B)

las células fueron excitadas a 633nm con el Diodo,Recogiendo la fluorescencia emitida entre 650rmMm. En
todos los casos se muestra el mismo plano confdealina célula, observando la superposicién de dss d
fluorescencias en el panel C. Las imagenes fueroadas 48 horas después de la transfeccion.

Esta mutacion se introdujo en las sondas d& @ato basadas en aequorina (NPY-
MAEQ) como basadas en rt-Pericam (NPY-rtPericat@ELO (NPY-GEMGECO1 y
NPY-GEXGECO1). De igual forma se introdujo en ureviu constructo de NPY-
EGFP. La eliminacion de la sefialzak-2 se verificd a traves del analisis de secuencia
de cada uno de los constructos generados, asi owd@nte imagen de microscopia

confocal.

Las im&genes confocales de células INS-1 e INSx{fesando el nuevo constructo
NPY-EGFP Fig. 33, mostraron un claro patrén de distribucion granusimilar al
observado previamente en nuestro laboratorio edasePC12 (Moreno et al., 2010) asi
como por otros autores, segun se menciond coniaided. Este hecho sugiere
también que la sonda NPY-mAEQ debe localizarseusdizamente en la matriz de los
SG. Tanto EGFP como aequorina tienen tamafos sawilase asume habitualmente
que su distribucion intracelular es similar. Sinbango, en el caso de la sonda NPY-
rtPericam sin la secuencia de direccionami&orak-2 expresada en células PC12 no se
observé ningun tipo de expresion, granular o mitdcial, lo que confirma que la

expresion mitocondrial de dicha sonda se debiarsyite a esa secuencia.
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Fig. 33. Localizacién de NPY-EGFP sin la secuencknzak-2 de direccionamiento a la mitocondria mediante
microscopia confocal de fluorescencia en células $NL e INS-1E.Las células INS-1 e INS-1E expresando el
nuevo constructo NPY-EGFP, sin la secuekomk-2 de direccionamiento a la mitocondria, fueron exias con un
haz laser utilizando la linea de 488nm del Ar. Lerescencia emitida se recogié entre 500-600nms. faneles
superiores muestran un plano confocal (A) y la gugmcion de varios planos (B) respectivamente deadtulas
INS-1 diferentes (A y B). Los paneles inferiores siten dos planos confocales de dos células INSENEL).

En cuanto a las imagenes de microscopia confocdhgdeélulas PC12 expresando
NPY-GEMGECO1 y NPY-GEXGECO1F{g. 34, asi como las células INS-1
expresando NPY-GEMGECOEif. 35 se mostraron patrones de distribucién granular
similares al obtenido con NPY-EGFP en estas mistéagas, y con una buena tasa de
expresion. Al igual que con la expresion de VAMPMBEECOl1l y VAMP-
GEXGECO1, el tratamiento previo con glicerol de kéulas PC12 e INS-1E
expresando NPY-GEMGECO1 y NPY-GEXGECO1 no supusorejora significativa

en la expresion granular de la sonda, ni ninguferaticia funcional en el estudio

posterior de la dindmica de €aesicular con estas sondas.
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Fig. 34. Localizacion mediante microscopia confocatle fluorescencia de NPY-GEMGECO1 y NPY-
GEXGECOL1 en células PC12Las células PC12 fueron transfectadas con los eass NPY-GEMGECOL1 (A-D)
y NPY-GEXGECOL1 (E-H), ambos sin la secuerkizak-2 de direccionamiento a la mitocondria, tomando ienég
a las 48 horas después. En el caso de NPY-GEMGE&OdElulas se excitaron con un haz laser utilizéadioea
de 408nm del diodo azul, recogiendo la fluores@eraiitida entre 430-480nm y entre 500-550nm reisaecente,
mostrandose solo la correspondiente a 500-550nnel Easo de NPY-GEXGECOL1 las células se excitaronuco
haz laser utilizando la linea de 405nm del diodd gz 480nm con el laser supercontinuo visiblefluarescencia
emitida se recogié entre 500-575nm mostrandose laotmrrespondiente a la excitacion a 480nm. Sestrare
planos confocales de diferentes células PC12.

Fig. 35. Localizacion mediante microscopia confocale fluorescencia de NPY-GEMGECOL1 en células INS-1.
Las células INS-1 expresando el constructo NPY-GEKIG1, sin la secuenclozak-2 de direccionamiento a la
mitocondria, se excitaron con un haz laser utilizata linea de 408nm del diodo azul, recogienditut@rescencia
emitida entre 430-480nm y entre 500-550nm respati@nte, mostrandose solo la correspondiente a 50dR% Se
muestran planos confocales de diferentes célul&1INLas imagenes fueron tomadas 48 horas desmués d
transfeccion.
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2. DINAMICA DEL CALCIO EN GRANULOS DE
SECRECION EN LAS LINEAS NEUROENDOCRINAS
PC12, INS-1 E INS-1E. REGISTROS EN POBLACION
CELULAR.

2.1 Mecanismos que participan en la captacion de ca&lgidos

granulos de secrecion.

Los mecanismos de acumulacién d€'Gan los SG son diversos y su relevancia ha
dependido del tipo celular estudiado. En célulaf®1[Mitchell et al., 2001) se ha
descrito que la captaciéon de*Cgiene lugar a través de ATPasas dé'@ tipo P
insensibles a tapsigargina (SPCA), similares als®rvadas en el GC (Vangheluwe et
al., 2009). En células cromafines (SantoDomingal.et2008) la captacion también se
produce a través de bombas dé*Cpero en este caso sensibles a tapsigargina y BHQ,
por tanto similares a la SERCA del ER. La presemi@aeste sistema sensible a
tapsigargina y BHQ se ha observado también en tipos celulares como PC12 e INS-
1 (SantoDomingo et al., 2010). Otros sistemas aesporte alternativos descritos son
los intercambiadores Ni&Ca&* ylo Nd-K*'/Ca&* (Krieger-Brauer & Gratzl., 1998;
Wegrzyn et al., 2010) e intercambiadores’’ & que aprovechan la energia del

gradiente de Hpara acumular G&(Goncalves et al., 2000).

En este estudio se ha querido profundizar en leacteaisticas de los sistemas de
acumulacion de CG& vesicular en los tipos celulares PC12, INS-1 e -1¥S
aprovechando las ventajas que ofrecen las nuevamsale aequorina CgA-mAEQ y
NPY-mAEQ, en particular el hecho de que tras ldaéfusde las vesiculas con la
membrana plasmatica la sonda desaparece en el edamelular, al contrario de lo
que ocurre con sondas como VAMP-mAEQ, que permanageladas en la membrana
plasmatica e interfieren en la sefial de luminiseegcanular (SantoDomingo et al.,
2010).

Primeramente, se procedié a comparar la sefial Sfeg&mular de los tipos celulares

citados en células intactas.
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Estos experimentos se han realizado siempre catasgbreviamente depletadas de
C&*. En los registros a 22°C de células PC12, la@ulide C&" al medio extracelular
generé un pequefio pico de flJas que posteriormente disminuyé hasta alcanzar un
nivel estacionario estable de fJaen torno a 20-30uMF{g. 36 Ay B). Sin embargo

en células INS-1ERig. 36 G Dy H), aunque los valores de la fCJafueron similares,

la cinética resulté diferente, ya que tras el pitoial aparecid un hombro mas lento

antes de alcanzar la zona estacionaria.

La diferencia observada entre los registros redtizan los tipos celulares PC12 e INS-
1E posiblemente pudo deberse a la diferencia deniscencia total emitida por la
sonda de aequorina (ver Materiales y Métodos), miermucho mayor en el caso de las
preparaciones de células INS-1E como consecuerciand mejor expresion de la
sonda en estas células. En vista de los resultttesidos en los registros de fac

en células INS-1E a 22°C, se decidié monitorizatitémica de C& vesicular a 37°C,

condiciones mas fisiologicas.

A 37°C el proceso de captacion de’Oeesicular en células INS-1E transcurrié mas
rapidamente, alcanzdndose enseguida el estad@estas tras el pequefio pico inicial
(Fig. 36 Ey F). Comportamientos similares se apreciaron ennkaalicelular INS-1
comparando los registros a ambas temperat&igs36 G. Los valores de la [G]sc
medidos con la sonda CgA-mAEQ fueron siempre iofed a los obtenidos con la
sonda NPY-mAEQ. Tomando el nivel estacionario de’flgs en cada caso como
medida, se obtuvieron en células PC12 valoresrao to 20uM (18,8+1,3uM, media +
error estandar, n=31) para CgA-mAEQ y 30-40uM (B4,2uM, media * error
estandar, n=34) para NPY-mAEQ. En células INS-aRtot a 22°C como a 37°C, las
diferencias fueron similares con valores en torr&®aM (17,7+0,6puM, media + error
estandar, n=15,22°C, 18,3+1,1uM, n=15,37°C) para CgA-mAEQ y 40uM
(44,2+1,7uM, media * error estandar, n=22°C, 49,3+£1,6uM, n=2637°C) para
NPY-mAEQ, siendo este ultimo valor similar al obtEnen estas células con VAMP-
MAEQ (Fig. 36 H) (41,1+0,8uM, media * error estandar, n22°C) y en células INS-1
expresando NPY-mAEQ (40,9+0,4uM, media + error reld n=6, 22°C,
44,0+2,2uM, n=537°C).
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Fig. 36. Medida de la [C4"] basal en granulos de secrecién de lineas celularBC12, INS-1 e INS-1E con las
sondas CgA-mAEQ, NPY-mAEQ y VAMP-mAEQ. Las células PC12 e INS-1E expresando los conssuegA-
mMAEQ (A, Cy E) y NPY-mAEQ (B, Dy F), y las célullidS-1 expresando NPY-mAEQ (G) e INS-1E expresando
VAMP-mAEQ (H) fueron depletadas de Tantes de la reconstitucién, iniciando el registeoluminiscencia en
medio libre de C4. A continuacion, se perfundi6 medio externo esarabn C& 1mM, como se indica en la
figura. En el caso del registro con la sonda VAMP@QA(H), antes de afiadir €aal medio externo se perfundié un
medio extracelular estandar con®*L#®,5mM, liberando la luminiscencia de la sonda gmés en la membrana
plasmatica (no mostrado). Los paneles A y B mues#gistros de [Cd]sg en células PC12. Los paneles C, D, E, F
y H muestran registros de [€hg en células INS-1E. En los trazados verdes laslaélfueron tratadas con
tapsigargina 1uM 5 minutos previos al inicio dejisero (C y D). Los registros se realizaron a 2@%yro) y a 37°C
(rojo). En el panel G se aprecia la cinética de aantegistros para células INS-1. En el panel H sestna un
registro de [CH]sg en células INS-1E expresando VAMP-mAEQ. Estos extos son representativos de 3-34
similares de cada tipo.
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La diferencia entre estos valores puede deberamhios en la sensibilidad aCale la
propia sonda CgA-mAEQ. Debido a la mayor{Tanedida, el consumo de la sonda en
los experimentos con NPY-mAEQ llegé a ser un 60-8@¥ntras que con la sonda
CgA-mAEQ fue solo en torno a 20-40% (datos no nadsts). Sin embargo los
registros presentaron un comportamiento similaréeminos de dinamica de los flujos
de C&" para ambas sondas. Puesto que la cromograninaede pateraccionar con
ca*, la expresiéon de CgA-mAEQ podria haber generadtmicro-entorno” donde la
[Ca®"] estuviera mas tamponada. Alternativamente, intévaes entre la cromogranina,
una proteina de elevado peso molecular y la AEQigodhaber alterado la sensibilidad
a C&" de la AEQ, generando las diferencias observadado Bu menor tamafio, esto es

menos probable en el caso del NPY.

En células permeabilizadas la captacién dé' ®@asicular fue mas homogénea, sin
presentar el pico inicial y alcanzando directamentenivel estacionario de [E3sc,
gue posteriormente decrecié debido al consumo gieogsi@a. Este proceso de captacion
fue mas rapido en células PCEXy 37 Ay B) que en células INS-1Eig. 37 Cy D)

y en estas Ultimas més rapido a 37°C que a 22%diferencias de [G§ss en el nivel
estacionario entre los registros de células PChZgA-mAEQ (21,1+1,9uM, media +
error estandar, n=22) y NPY-mAEQ (29,9+1,9uM, mediarror estandar, n=34)
fueron algo menores que en células intactas. ElaséINS-1E se observaron valores
similares a los medidos en células intactas taata §gA-mAEQ (18,2+0,6puM, media
+ error estandar, n=822°C, 18,5+1,1uM, n=10,37°C) como para NPY-mAEQ
(43,1+2,7uM, media + error estandar, n=22°C; 39,9+1,1uM, n=1637°C).

Estos procesos de captacion dé'Gesicular podrian estar mediados por bombas de
C&* de tipo SERCA, sensibles a tapsigargina y BHQ,hwonbas de CGatipo SPCA
insensibles a estos inhibidores, o por alguno de dstemas de intercambio
mencionados anteriormente. La incubacion de lagdastton el inhibidor irreversible de

la SERCA tapsigargina 1uM, 5 minutos antes del ex@mto, produjo una fuerte
inhibicién de la entrada de €aanto en células INS-1Fig. 36 Cy D, trazado verde),

como en células PC1Eify. 37 Ay B, trazado verde).
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La captacién de Gapor los SG se redujo drasticamente tanto pardaséliNS-1E
(niveles estacionarios: CgA-mAEQ,7+0,2uM, media * error estandar, n22°C,
NPY-mAEQ, 2,5+0,1uM, n=3,22°C) como células PC12 (CgA-mAEQR,6+0,4uM,

media * error estandar, n=3; NPY-mAERO0+0,7uM, media + error estandar, n=3). En

base a la inhibicién con tapsigargina se determqum la contribucion de la captacion
via SERCA se sitba en torno al 80% para ambos tphdares. De igual forma el
inhibidor reversible de la SERCA terc-butil-benztrbguinona (BHQ) administrado
tras el rellenado de €a en el nivel estacionario, fue capaz de vaciarfaena
reversible el compartimento vesicular tanto en lasluintactas Kig. 38 como

permeabilizadasg. 39.
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24+ 40-
A B
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Fig. 37. Medida de la [C&"] basal en granulos de secrecién de lineas celularBC12 e INS-1E con las sondas
CgA-mAEQ y NPY-mAEQ en células permeabilizadasLas células PC12 e INS-1E expresando los conssuct
CgA-mAEQ (A y C) y NPY-mAEQ (B y D) fueron depletadds C&" antes de la reconstitucion, iniciando el
registro de luminiscencia en medio libre de®'CaA continuacién, se perfundieron los medios intsrrde
permeabilizacion segun el protocolo descrito eneMales y Métodos. Posteriormente, se perfundié aotacion
intracelular tamponada de [€plibre 100nM segln se indica en la figura. Losglas A y B muestran registros de
[Ca?*]ss en células PC12, los paneles C y D muestran regisim células INS-1E. En el trazado verde las aglul
fueron tratadas con tapsigargina 1uM en los 5 magptevios a iniciar el registro (A 'y B). Los regist se realizaron
a 22°C (trazado negro) y a 37°C (trazado rojopssxperimentos son representativos de 3-34 samilde cada tipo.
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Fig. 38. Efecto del inhibidor reversible de la SERCAerc-butil-benzohidroquinona (BHQ) en la captaciénde
Ca?* por los granulos de secreciérlLas células INS-1E expresando los constructos Cg&MAA), NPY-mAEQ
(B) y VAMP-mAEQ (D) vy las células INS-1 expresandacenstructo NPY-mAEQ (C) fueron depletadas dé*Ca
antes de la reconstitucion, iniciando el regisgdutniniscencia en medio libre de®CaA continuacion, se perfundio
un medio extracelular estandar cori’L@,5mM en el caso de VAMP-mAEQ liberando la lumieiscia de la sonda
presente en la membrana plasmatica y, posterioemsatperfundié en todos los casos medio extetodssr C&'
1mM (no mostrados). Tras estabilizarse la captadénCd" se perfundié medio externo estandar’CamM
suplementado con BHQ 10uM como se indica en ladiglos registros se realizaron a 22°C (trazadoojega
37°C (trazado rojo). Estos experimentos son reptaseos de 3-10 similares de cada tipo.

Este proceso transcurrié mas rapidamente a 37°@Qreimhibicion similar en torno al
70%-90% para INS-1E tanto en células intactas (Gu=Q; 66,7+1,1%, media +
error estdndar, n=42°C, 64,6+1,9%, n=637°C, NPY-mAEQ 83,6+1,9%, n=10,
22°C; 71,941,7%, n=837°C, VAMP-mAEQ; 87,5+1,4%, n=322°C) como en células
permeabilizadas _(CgA-mAEQ77,8+2,6%, media + error estandar, n=X°C,
64,4+1,6%, n=337°Cy NPY-mAEQ 89,2+3,0%, n=422°C, 81,3+4,5%, n=637°C).
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Fig. 39. Efecto del inhibidor reversible de la SERCAerc-butil-benzohidroquinona (BHQ) en la captaciénde
Ca?* por los granulos de secrecién en células permedbidas. Las células PC12 e INS-1E expresando los
constructos CgA-mAEQ (A y C) y NPY-mAEQ (B y D) fueer depletadas de €aantes de la reconstitucién,
iniciando el registro de luminiscencia en mediodide C4". A continuacion, se perfundieron los medios inisrde
permeabilizacién y seguidamente una solucién ietwar tamponada de [€% libre 100nM (no mostrados). Tras
estabilizarse la captacién de®Cae perfundi6 la solucién [€% 100nM suplementado con BHQ 10puM como se
indica en la figura. Los registros se realizar@22C (trazado negro) y a 37°C (trazado rojo). Esxpgrimentos son
representativos de 3-6 similares de cada tipo.

En los registros de INS-1 en célula intacta lakimi®n con BHQ alcanzé valores del
80-90% con NPY-mAEQ (87,1+0,2%, media + error edténn=4,22°C, 79,3+1,6%,
n=3, 37°C) y en células PC12 permeabilizadas se observanimiaicion del 70-80%
(CgA-mAEQ 70,7+4,1%, media = error estandar, n=6_y NPY-mAHEQ,7+4,1%,
n=4). Estos valores son consistentes con los alisrdon la sonda VAMP-mAEQ en
estos mismos tipos celulares (SantoDomingo eR@l0) e indican que la mayor parte
del C&" vesicular es captado via SERCA. No obstante, s® gxplorar la posibilidad

de que algtin porcentaje de*Ctuera captado por vias independientes de la SERCA.
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Estudios en células cromafines bovinas (SantoDoonéti@l., 2008) demostraron que el
candidato a captar este pequefio porcentaje podriaurs sistema intercambiador
C&*'/H" energizado por el bajo pH intravesicular (pH eBtte- 6,0), a su vez generado

mediante la bomba de"Wacuolar V-ATPasa.

En células INS-1E intactas, la perfusion de bafithma, inhibidor especifico de la V-
ATPasa, disminuyé de forma lenta y reversible vglas de C& en los SGFig. 40).
Por otro lado, la exposicion a protonéforos comaCPCuM, durante 2-5 minutos,
produjo efectos similares (datos no mostrados).Mabsres de inhibicion alcanzados se
situaron en torno al 20%, medidos con CgA-mAEQ 323,8%, media = error
estandar, n=3). Se debe tener en cuenta que esiopuestos desencadenan un
incremento del pH vesicular (Camacho et al., 2@088), que podria aumentar algo la
luminiscencia emitida por las sondas de aequoruga Material y Métodos). La
disminucién en la [Cd]ss entonces podria ser mayor, enmascarada por kciarien

el pH. En las medidas con NPY-mAEQ no se encomirdatos significativos, quiza
debido a este hecho. Con estos resultados se pfiedar que en estos tipos celulares
la captacién de Gapor los SG esta mediada fundamentalmente por bomaCa
tipo SERCA, junto a una pequefia contribucién desigtema intercambiador E#H*
energizado gracias al gradiente protonico genemaeitiante la bomba de"Hacuolar,
V-ATPasa.

2

N
10

Fig. 40. Efecto de la bafilomicina (Baf.) en la

18- captacién de C&" por los granulos de
Baf. 100nM secrecion. Las células INS-1E expresando el
constructo CgA-mAEQ fueron depletadas de
C&* antes de la reconstitucion, iniciando el

registro de luminiscencia en medio libre dé'Ca
Seguidamente, se perfundi6 medio externo

estandar G4 1mM (no mostrado) y tras
estabilizarse la sefial se perfundid6 medio externo

estandar G4 1mM suplementado con Baf.
100nM como se indica en la figura. Los registros
) se realizaron a 22°C. Este experimento es

14 1min representativo de 3 similares.
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2.2 Mecanismos que participan en la liberacion de cadti los

granulos de secrecion.

Los SG constituyen unos de los organulos mas abteglan células neuroendocrinas,
siendo uno de sus principales reservorios intréarelsi de C& ya que su concentracion
total en las vesiculas es incluso mayor que errReglViinker & Westhead, 1980; Haigh
et al., 1989). A pesar de ello, son uno de los @utimpentos subcelulares menos
conocidos en términos de la dindmica dé&"Gan concreto en el ambito de la activacion
celular. Entre los posibles mecanismos de liberaclé C&" de los SG tenemos
receptores de inositol(1,4,5)trifosfato {8 y receptores de rianodina (RyR), ademas
de otros posibles sistemas de liberacién d& Gesicular sensibles a &cido nicotinico-
adenin-dinucledtido-fosfato (NAADP) y ADP ribosa&laa (CADPR). La presencia de
estos sistemas de liberacién ha generado un aaglliate en donde la mayoria de los
estudios se basan en evidencias funcionales, exiua sefial de Gavesicular frente

a diferentes agonistas conocidos (cafeina, afto.}X Nuestro laboratorio ha descrito
previamente la presencia dgRPy RyR en las vesiculas de secrecion, tanto erasel
cromafines como PC12 e INS-1 (SantoDomingo e2@08, 2010).

En el presente trabajo se han abordado mas detaléade estos mecanismos de
liberacion en las lineas celulares PC12, INS-1%-1&. En primer lugar se ha evaluado
el efecto del carbacol, agonista colinérgico delaélneuroendocrinas anélogo al agente
fisiologico acetilcolina, que puede actuar tanto mTeptores nicotinicos como
receptores muscarinicos. El estimulo con carbaontgo a un aumento de €a
citosolico, bien por despolarizacion de la membraapertura de receptores nicotinicos
y canales de Gavoltaje-dependientes (VOCC), o bien a través recep muscarinicos
con produccién de i liberacién de C4 de los depdsitos intracelulares vigRP

En células INS-1E se registr6 en todos los cas@s disminucion transitoria de la
[Ca’']sc tras la adicion de carbacdFi§. 41 A B y C) en torno al 40-60%_ (CgA-
MAEQ; 37,1+2,3%, media + error estandar, n=22°C, 36,0+6,6%, n=837°C, NPY-
MAEQ; 58,7+4,5%, n=1622°C, 31,4+2,3%, n=1637°C, VAMP-mAEQ; 36,8+3,7%,
n=>5,22°C).
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Sin embargo, en el caso de las células INS-1 errdgistros con NPY-mAEQ se
observaron respuestas heterogéneas al carbacalgnenal de menor magnitud que las
observadas en células INS-1Ed. 41 D, Ey F). A 22°C se observaron dos picos
consecutivosKig. 41 D) mientras que a 37°C aparecidé ocasionalmente espuesta
bifasica Fig. 41 E (aumentp 38,8+2,3%, media + error estandar; disminucion
28,6+1,1%, n=3) y en otras solamente un aumentsitaaio de la [C&]sc (Fig. 41 B
(56,8+4,6%, media + error estandar, n=3). Profuamliip en el tema, se realizd un

estudio comparativo entre las lineas celulares RCINS-1E con el propio fFcomo
agonista. En células permeabilizadas el itRlujo una disminucion transitoria de la
[Ca®*]ss en ambos tipos celulareBig. 42), en concordancia con otros resultados en
células INS-1 obtenidos en nuestro laboratorio t@ammingo et al., 2010).

22°
372C CgA-mAEQ NPY-mAEQ VAMP-mAEQ
181 A 404 B 394 C
Chol 100uM Lhol 100uM Chol 100uM
304 32
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'_‘? NPY-mAEQ NPY-mAEQ NPY-mAEQ
+ D E -F
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Fig. 41. Efecto del carbacol (Chol) sobre la [(4ss en células INS-1 e INS-1ELas células INS-1E expresando
los constructos CgA-mAEQ (A), NPY-mAEQ (B) y VAMP-mAE(C) y las células INS-1 expresando el constructo
NPY-mAEQ (D, E y F) fueron depletadas d&Cantes de la reconstitucion, iniciando el regigeduminiscencia en
medio libre de C4. A continuacion, se perfundié un medio extracel@standar con 240,5mM en el caso de
VAMP-mAEQ liberando la luminiscencia de la sondagaente en la membrana plasmatica y posteriormesdéom
externo estandar €almM (no mostrados). Tras estabilizarse la captacié C&" se perfundié medio externo
estandar G4 1mM suplementado con Chol 100puM como se indicaadiglra. Los registros se realizaron a 22°C
(trazado negro) y a 37°C (trazado rojo). Estos réxgaitos son representativos de 3-16 similaresade tipo.
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Fig. 42. Efecto del inositol-trifosfato (IR) sobre la [C&']sg en células PC12 e INS-1E permeabilizadakas
células PC12 e INS-1E expresando los constructos-l@8BEQ (A, B 'y C) y NPY-mAEQ (D, E y F) fueron
depletadas de Gaantes de la reconstitucién, iniciando el regisde luminiscencia en medio libre de Za
Posteriormente, se perfundieron los medios intem@spermeabilizacion y después una solucion intrkce
tamponada de [¢§ libre 100nM (no mostrados). Tras estabilizarsedptacién de Gase perfundié la solucién de
[C&®"] 100nM suplementada con4dRuM como se indica en la figura. Los registrogessizaron a 22°C (trazado
negro) y a 37°C (trazado rojo). Estos experimestosrepresentativos de 3-8 similares de cada tipo.

La velocidad de liberacién de €ade las vesiculas inducida por; Ifie superior en
células INS-1E que en células PC12, aunque la digidn total fue similar, en torno a
un 50-60% en ambos casos: PC12 (CgA-mAEBRQ2+1,6%, media £ error estandar,
n=3; NPY-mAEQ 51,9+2,4%, n=4) Kig. 42 Ay D) e INS-1E (CgA-mAEQ®
60,0+2,5%, media * error estandar, n=7; NPY-mAK®,9+1,6%, n=8)Kig. 42 By

E). Al subir la temperatura a 37°C la liberacionuada por IR se visualizé peor
debido al mayor consumo previo de aequorina, dadajue la disminucidon observada
fue ligeramente menor, alrededor del 40-50% (CgAEQA43,9+1,8%, media * error
estandar, n=3; NPY-mAEQ@5,4+3,3%, n=5)Kig. 42 Cy F). En cuanto a los RyR, el

agonista no fisiolégico cafeina indujo una dismidndransitoria de la [G4sc en la

linea celular INS-1E, tanto en células intactg.(43 B, Cy E) como permeabilizadas
(Fig. 44 Ay B). En los registros obtenidos a 22°C se observénasiesiempre un

pequefio aumento inicial de la fCJac previo a la disminucion.

128 EL PAPEL DEL CALCIO INTRAVESICULAR EN LA SECRECIONCELULAR DE LINEAS NEUROENDOCRINAS.



RESULTADOS

Los valores de la disminucion transitoria indugiet cafeina se situaron entre un 30-
40% para células INS-1E intactas (CgA-mAERD,0+2,8%, media + error estandar,
n=7,22°C, 34,7+2,8%, n=737°C;, NPY-mAEQ 45,3+2,2%, n=1122°C; 30,2+3,1%,
n=12, 37°C, VAMP-mAEQ; 33,8+3,7%, n=422°C), y 20-30% en células INS-1E
permeabilizadas _(CgA-mAEQ25,5+1,5%, media n=2°C,
28,4+6,5%, n=337°C, NPY-mAEQ 24,8+1,6%, n=822°C, 35,5+1,7%, n=837°C).

En el caso de los registros con NPY-mAEQ en célliNS-1 intactas a 22°C se

+

error estandar,

apreciaron dos tipos de respuestas a la caf€iga43 B: una monofasica consistente
en un decremento similar al visto en células INSyl&tra bifasica, mas frecuente, con
un primer decremento seguido de un aumento traiwsi{disminucion 44,5+4,7%,
media * error estandar; aumen’6,3+9,6%, n=4).

22°C
37°C CgA-mAEQ CgA-mAEQ VAMP-mAEQ
20, A 17,8 Caf. 50mM 3997 Caf. 50mM
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O 16 8 184 min
—
r-i\-l NPY-mAEQ
MO xs.D eo-E 75 Caf. 50mM
O Caf. 20mM PC12 Caf. 50mM INS-1E Caf. 50mh INS-1
414
48
394
36 274
374 \\\/N
1 min ; i
35- 24 _Lmn_ ] _Lmin

Fig. 43. Efecto de la cafeina (Caf.) sobre la [E3ss en células PC12, INS-1 e INS-1H.as células PC12 e INS-
1E expresando los constructos CgA-mAEQ (A y B), NPAE® (D y E) y VAMP-mAEQ (C) y las células INS-1
expresando el constructo NPY-mAEQ (F) fueron deples de G antes de la reconstitucion, iniciando el registro
de luminiscencia en medio libre de?CaA continuacién, se perfundié un medio extracel@standar con *4
0,5mM en el caso de VAMP-mAEQ liberando la lumieiscia de la sonda presente en la membrana plaanyatic
posteriormente medio externo estandaf*CemM (no mostrados). Tras estabilizarse la captacé C&' se
perfundié medio externo estandar’CamM suplementado con Caf. 50mM durante un minutbiea Caf. 20mM
medio minuto en el caso de células PC12, como seairh la figura. Los registros se realizaron aC2@Pazado
negro) y a 37°C (trazado rojo). Estos experimestbosrepresentativos de 4-12 similares de cada tipo.
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Fig. 44. Efecto de la cafeina (Caf.) sobre la [3sg en células INS-1E permeabilizadad.as células INS-1E
expresando los constructos CgA-mAEQ (A) y NPY-mAD) fueron depletadas de €antes de la reconstitucion,
iniciando el registro de luminiscencia en mediodibe C&". A continuacion, se perfundieron los medios intsrde
permeabilizacién y seguidamente una solucién ietwar tamponada de [€% libre 100nM (no mostrados). Tras
estabilizarse la captacién de?Cae perfundié la solucién [€3 100nM suplementado con Caf. 50mM como se
indica en la figura. Los registros se realizar@22C (trazado negro) y a 37°C (trazado rojo). Esxpgrimentos son
representativos de 3-8 similares de cada tipo.

A 37°C se observé solamente la disminucion trariaitde la [C&]sc (41,2+0,3%,
media * error estandar, n=3). En el caso de céRGE2 intactasHig. 43 Ay D), la
administracién de cafeina resulté en un aumentwitaio de la [C&]sc en torno al
20-30% del nivel previo de [€3 de los granulos de secrecién (CgA-mAEQ
27,1+8,6%, media + error estandar, n=6; NPY-mARQ 7+4,3%, n=7). Datos previos

obtenidos con la sonda VAMP-mAEQ en células PCItpabilizadas mostraban en
cambio una liberacion de Eade las vesiculas en presencia de cafeina (SanioBom
et al., 2010). Estos resultados, como muchas deitegicas bifasicas, se pueden
explicar en base a los dos efectos antagonicodPded la cafeina sobre el €a
vesicular, liberacién de &ade las vesiculas por un lado y activaciéon de IRG por
otro lado como consecuencia de la liberacién & @l ER y el consiguiente aumento

de C&" citosdlico.

Durante el proceso de exocitosis estimulada paniags, la activacion celular conlleva
la apariciéon de un aumento local de la {Tabajo la membrana plasmatica,
cominmente denominado microdominio de alt6*Cque en dltima instancia es el

desencadenante de la secrecion.
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En vista de las evidencias de la presencia releva@tlBR y de RyR a nivel de las
vesiculas de secrecion en la linea celular INSseEjuiso evaluar el comportamiento
fisiolégico de estos receptores en presencia delas\altos de Gapara comprobar si
eran capaces de activarse por el mecan{Sah@um-Induced Calcium Release (CICR).
Para ello se perfundieron soluciones tamponadaiferentes [C&] en células INS-1E
permeabilizadas. Sin embargo, ninguna de las swlasi perfundidas provoco
directamente la liberacién de Taesicular ni a 22°C ni a 37°C. En su lugar se mbse
en todos los casos un aumento transitorio de I&]&ajue fue similar tanto en células
que expresaban CgA-mAEQ como NPY-mAEQ y a ambagpdesturas 22°C y 37°C
(Fig. 45. Posiblemente estos aumentos transitorios, cugloses van del 60% al 150%
para C4" 2,5uM, del 80% al 170% para €alOpM y en torno al 200% para Ca
20uM, se deban a la estimulacién de la via SERCAntieda de G4 a las vesiculas,

predominando siempre frente a la posible liberaaifravés de RyR.
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60 11+ 26+ 2*
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[Ca?*]sg (LM)

214

404
ca’ 10uM 16

209 ca® 2'5uM ul

0- 54 6
NPY-mAEQ
D E F
120 2+
ca® 2,5uM 281 a1- 2
a_< Ca®* 25uM Ca®" 10uM
244
80
23
20
40
164 15
1 min
0- - 12 7 1 min

Fig. 45. Efecto del C&' sobre la [C&"]sg en células INS-1E permeabilizadad.as células INS-1E expresando los
constructos CgA-mAEQ (A, By C) y NPY-mAEQ (D, E y fieron depletadas de €antes de la reconstitucion,
iniciando el registro de luminiscencia en mediodide C4". A continuacion, se perfundieron los medios inisrde
permeabilizacién y seguidamente una solucion ietréar tamponada de [€% libre 100nM (no mostrados). Tras
estabilizarse la captacién de*Cse perfundié una solucién interna tamponada d&J@are 2,5uM, 10uM o 20uM
como se indica en la figura. Los registros se zasin a 22°C (trazado negro) y a 37°C (trazado).r@jstos
experimentos son representativos de 3-4 similazesda tipo.
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Segun los datos obtenidos podemos afirmar quénead celulares estudiadas poseen,
todas ellas, iR en la membrana de los SG. Ademas, al menoqkaslicelulares INS-

1 e INS-1E también tienen RyR. No obstante, eritématura se han descrito otros
sistemas de liberacién de Cae depésitos acidicos a través de los agonistavAy
cADPR tales como el GC, lisosomas y los SG (Gemskm et al., 2006; Brailoiu et al.,
2006; Morita et al., 2006; Rosado, 2011). Se haymsto que el receptor de estos
agonistas podria ser el propio RyR, aunque en &b ckl NAADP existen otros
candidatos como lo3ransient Receptor Potential channels (TRP) y losTwo Pore
Channels (TPC) (Zhang & Li, 2007; Brailoiu et al., 2009; |Gaft et al., 2009). En los
SG de células cromafines, PC12 e INS-1, no se igpreegun efecto de cADPR ni
NAADP (SantoDomingo et al., 2008; 2010). En el cdscacélulas INS-1E a 22°C, sin
embargo, se observaron respuestas para amboslestiaunque de pequefia magnitud
(Fig. 46). La perfusion de cADPR 10uM, por una parte, gemes tipos de respuestas:
Una leve disminucion transitori&i). 46 A) y una respuesta bifasica consistiendo en un
aumento con posterior disminucién de laiQ& (Fig. 46 B). Por otro lado, el efecto
del NAADP no fue apreciable a concentraciones iofes a 10uM, a partir de la cual la
respuesta consistié en una disminucién transiteit [Cd']ss (Fig. 46 Cy D). No se
observo ningun efecto del NAADP ni cADPR a la terappgra de 37°C. La disminucion
de C&" vesicular se situ6 alrededor de un 10% tanto @aBPR (10,9+1,9%, media *
error estandar, n=4) como NAADP_(CgA-mAED,4+2,0%, media + error estandar,
n=3; NPY-mAEQ 13,8+£3,3%, n=7). En cuanto a la respuesta b#dadie la CADPR,
que se situé en un rango del 10% del nivel basdiCaé]ss (aumento 9,0+1,9%,
media + error estandar;_disminucjéfi1+1,3%, n=8), una posible explicacion podria

ser que predominase primeramente una liberaci@etiede otros depésitos sensibles a
cADPR como el ER, y éste fuera luego captado egri@sulos a través de bombas tipo
SERCA. Nuestros datos sin embargo revelaron quéleras INS-1E ni la cADPR ni el
NAADP liberaron C4' del ER (datos no mostrados).

Finalmente segun estos resultados se evalud el artanpento en respuesta a un
estimulo fisioldgico de glucosa en la linea celiN$-1E. Frente a la heterogeneidad en
la poblacién celular INS-1, la linea clonal INS-h& sido seleccionada en base a su
contenido de insulina y su mejor respuesta seeretmnte a variaciones en la
concentracion de glucosa, similar a la obtenidaisbotes p-pancreaticos de rata
(Merglen et al., 2004).
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Fig. 46. Efecto del acido nicotinico-adenin-dinucléido-fosfato (NAADP) y la ADP ribosa ciclica (CADPR
sobre la [C&#*]sg en células INS-1E permeabilizadad.as células INS-1E expresando los constructos CeE@n
(A'y C) y NPY-mAEQ (B y D) fueron depletadas de?Cantes de la reconstitucion, iniciando el registeo
luminiscencia en medio libre de €aA continuacién, se perfundieron los medios imisrde permeabilizacién y
seguidamente una solucién intracelular tamponad§Ca#] libre 100nM (no mostrados). Tras estabilizarse la
captacion de (%4 se perfundié la solucion [€% 100nM suplementado, bien con cADPR 10uM, o bighARP
10pM como se indica en la figura. Los registrosesdizaron a 22°C. Estos experimentos son repreés@stae 3-8
similares de cada tipo.

En célulasp-pancreéticas se ha desarrollado un modelo quecaxgl acoplamiento
estimulo-secrecion frente al aumento de concedtrade glucosa (Wiederkehr &
Wollheim, 2012). La glucosa es transportada akoitdonde se transforma en piruvato
a través de la glucaolisis. El piruvato se integreekciclo de Krebs, dentro de la matriz
mitocondrial, aumentando la produccion de NADH /OF& y, consecuentemente, la
transferencia de electrones a la cadena respaatésio genera hiperpolarizacion de la
membrana interna mitocondrial'¥y) y produccién de ATP.
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El incremento de la relacion ATP/ADP en el citosavoca el cierre de canales dé K
sensibles a ATP (kp) despolarizandose la membrana plasmatica. Se &y &0OCC,
aumentando la [G4c y, finalmente, se desencadena la exocitosis. Paatuar el
efecto de una concentracion alta de glucosa efasdNS-1E, estas se incubaron 24-48
horas previas al experimento en un medio con glu@&msM. Asi mismo tanto el
proceso de reconstitucion como los pasos previosstinulo se realizaron en esta
concentracion de glucosa. La perfusion de gluc6sal\2 durante 2-3 minutos produjo,
o bien un efecto bifasico de un aumento de 1&"|Gaseguido de una disminucidFig.

47 B, Cy D), o bien directamente una disminucién de l&{{za (Fig. 47 A).

22°C
37°C CgA-mAEQ
134 194
Gluc. 3mM gllic'. smM- - _ _ _ _____
Gluc. 20mM
Gluc. 20mM A .| @ — B
12-
15+
3 11- 134
v
O NPY-mAE
(Vs
—
(—I\-I 4°1Gluc. 3mM ®21Gluc. 3mM
(q0) Gluc. 20mM Gluc. 20mM
,U, 43- C 57 - D
414 52+
39- 474 1 min

Fig. 47. Efecto del cambio en la concentracién deugiosa sobre la [C&]sg en células INS-1ELas células INS-
1E expresando los constructos CgA-mAEQ (A y B) y NRXEQ (C y D) fueron depletadas de?Cantes de la
reconstitucion, iniciando el registro de luminiscienen medio libre de &a Todos los medios contenian una
concentracion de glucosa 3mM. A continuacion, séupdié medio externo estandar®amM y glucosa 3mM, y
tras estabilizarse la captacion dé*'Cse incrementé la glucosa a 20mM (trazado rojo)azemindica en la figura.
Los registros se realizaron tanto a 22°C (A 'y C)@ar37°C (B y D). Estos experimentos son represeosade 3-12
similares de cada tipo.
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La disminucién de la [Cdsc fue mayor a la temperatura de 37°C, con valores
alrededor del 20% del nivel de Caesicular (CgA-mAEQ18,4+1,6%, media + error
estandar, n=10; NPY-mAEQ6,0+1,2%, n=12). A la temperatura de 22°C |derea
apenas llegaron al 10% (CgA-mAEQ®,8+0,4%, media £ error estandar, n=3; NPY-

mAEQ; 6,0+0,2%, n=3). Los niveles de Cavesicular se recuperaron tras pasar el

estimulo de alta glucosa. Estos datos son simitates vistos en la linea celular INS-1

con anterioridad en nuestro laboratorio (SantoDgmigt al., 2010).

2.3 Acoplamiento de los granulos de secrecion a canddes

calcio voltaje-dependientes (VOCC) en células INES-1

Como se ha observado a lo largo del estudio, epoaamiento fisioldgico frente a un
agonista concreto puede variar de un tipo celulatr@ Centrandose en un estimulo
concreto, se decidié evaluar el efecto de la pgnflude un medio de alto’Ksobre los
diferentes tipos celulares estudiados: PC12, INSHIS-1E. La despolarizacion de la
membrana plasmatica por efecto del altodésencadena la apertura de los canales de
C&* operados por voltaje (VOCC), produciendo un ineetm del flujo de entrada de
Cd" desde el medio extracelular al citosol a travégrddiente electroquimico.

Las respuestas a la despolarizacion con altofu€ron variables en los tres tipos
celulares utilizados. En células PC12 se obsendosrtipos de respuestas; en la mayor
parte de los casos se produjo un aumento de fd]iGan respuesta al alto’Kpero en
algunos casos, en cambio, se observé una dismmtraigsitoria de la misméig. 48

A y D). En el caso de las células INS-1E, la respuestarfas homogénea, siendo en
todos los casos una disminucién transitoria de Ga'Jsg (Fig. 48 B E y F),
ligeramente més rédpida a 37°C pero de similar amapliSin embargo, un hecho
sorprendente fue que en células INS-1 el estimegpalarizante de alto 'provocé un
gran aumento transitorio en la fCac y especialmente acusado a 377@ (48 O. Las
variaciones sobre el nivel de Caesicular en cada caso fueron en células PC1®un 3
40% para el aumento transitorio (CgA-mAE®4,1+5,9%, media *+ error estandar,
n=16; NPY-mAEQ 30,0+3,2%, n=13) y en torno a 20% para la discidmu (NPY-
MAEQ; 22,9+1,2%, media * error estandar, n=3).
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Fig. 48. Efecto de la despolarizacién con alto*ksobre la [C&"]sg en células PC12, INS-1 e INS-1Has células
PC12 e INS-1E expresando los constructos CgA-mAEQ 83, NPY-mAEQ (D y E) y VAMP-mAEQ (F) y las
células INS-1 expresando el constructo NPY-mAEQ fi@yon depletadas de €aantes de la reconstitucion,
iniciando el registro de luminiscencia en mediadide C&". A continuacién, se perfundié un medio extracelula
estandar con I*4 0,5mM en el caso de VAMP-mAEQ liberando la lumieiscia de la sonda presente en la
membrana plasmatica y posteriormente medio extemtandar G4 1mM (no mostrados). Tras estabilizarse la
captacion de CA se perfundié medio externd ROmM (ver Materiales y Métodos), como se indicazefigura. Los
registros se realizaron a 22°C (trazado negro3%P@ (trazado rojo). Estos experimentos son reptatheos de 3-17
similares de cada tipo.

En células INS-1E se alcanzaron valores entre 30-g@ra la disminucion transitoria
(CgA-mAEQ 37,8+1,0%, media + error estandar, n=225C, 35,6+1,9%, n=1137°C,
NPY-mAEQ, 37,3+2,5%, n=22,22°C, 33,3+3,4%, n=17,37°C, VAMP-mAEQ;
33,8+3,7%, n=4,22°C), y el aumento transitorio en células INS-1 repmSs
practicamente un 500% (NPY-mAE®05,8+11,3%, media +
22°C, 548,8+24,5%, n=537°C).

error estandar, n=8,

Pese a que la linea celular INS-1E es una linezaklte INS-1, su comportamiento
fisiol6gico frente a agonistas como carbadeay( 41), cafeina Fig. 43) y en especial

despolarizacion por alto’¥ha resultado ser muy diferentéd. 49).
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Se quiso por tanto evaluar cémo afectarian estémgss a la dinamica de [Ehen
otros compartimentos celulares, en primer lugargleaitosol. Mediante la sonda de
aequorina dirigida a citosol (cyt-AEQ), se realmamediciones de Gaen células
INS-1 e INS-1E frente a diferentes estimulos desioaf alto K y carbacol, y este
Gltimo tanto en presencia como ausencia d& €a el medio extracelular. Todas las

medidas se realizaron a ambas temperaturas deyZZPC.

En células INS-1E a 22°C el aumento de l&{lcalebido al carbacol se situé alrededor
de 1uM (0,913+0,059uM, media * error estandar, hfBgdominando frente al
inducido por cafeina de 0,5uM (0,502+0,035uM, mediarror estandar, n=11) y al
correspondiente del alto’kde 0,2uM (0,164+0,027uM, media * error estandab)n
(Fig. 49 A B, Cy D). A 37°C las diferencias fueron mas acusadasrsinse la sefal
del carbacol a 1uM (0,861+0,046uM, media + errdéredar, n=20), la de la cafeina a
0,25uM (0,257+0,020uM, media + error estandar, #3i2a del alto K a 0,1uM
(0,081+0,010uM, media + error estandar, n=8g(49 E F, G y H). Ademas la
practica totalidad de la sefal del carbacol degeddi vaciamiento de depdsitos de
Cd" internos, con valores de pico similares tanto ®sencia como ausencia de*Ca
(Fig. 49 A y E, trazado rojo) (0,941+0,071uM, media * error edédin n=5,22°C,
0,786+0,115uM, n=437°C). Por el contrario, en células INS-1 a 22°C el onay
aumento de la [G4c se consiguié con alto *K con un valor por encima de 3pM
(3,156+0,282uM, media + error estandar, n=6), adumeue fue muy superior al
inducido por cafeina de 1uM (0,933+0,168uM, medarsr estandar, n=5), y carbacol
de 0,3uM (0,318+0,042uM, media + error estdndad) fEig. 49 |, J, K y L). Ademas,

a diferencia del comportamiento de las células IESun gran porcentaje de la sefal
del carbacol dependié de la entrada dé*Catravés de VOCC, reduciéndose la
amplitud del pico de G4 a la mitad en ausencia de’C#Fig. 49 |, trazado rojo)
(0,193+0,063uM, media + error estandar, n=3). AC3{ig. 499 M, N, O y P) las
diferencias también fueron mas acusadas con vattge2,25uM (2,253+£0,159uM,
media + error estandar, n=7) para altq He 0,4uM (0,427+0,045uM, media + error
estandar, n=3) para cafeina, y 0,3uM (0,342+0,046pmkWdia + error estandar, n=6)
para carbacol. El hecho de que en células INS-&Etipamente no se apreciara la sefal
de [C&"]c frente a la despolarizacién con altd, & pesar de ser una célula con buena
capacidad secretora frente a estimulos despolteggplanted la posibilidad de que se

generaran microdominios de alta f§docalizados bajo la membrana plasmatica.
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Fig. 49. Incremento en la [C&]c mediante estimulos de carbacol (Chol), cafeina (Epy despolarizacién con
alto K* en células INS-1 e INS-1ECélulas INS-1E (A-H) e INS-1 (I-P) expresando ehstoucto cyt-AEQ se
perfundieron con medio externo estandaf'danM suplementado con Caf. 50mM o Chol 100puM, o bietio
externo K 70mM, como se indica en la figura. En el casocdébacol (paneles A, E, | y M), se realizaron regss
en ausencia de €aen donde se perfundié medio libre d&'Gates, durante y después del estimulo (trazadd roj
Los paneles D, H, L y P muestran la superposic&iod estimulos carbacol (negro) cafeina (rojoljo/ & (verde)
realizados a 22°C y 37°C. Las gréficas represeatamédias de 3-20 experimentos similares de cada ti

Para estudiar esta hipotesis se realizaron expetdsiesimilares a los de citosol pero

midiendo [CA"] de forma selectiva en la cara interna de la mambplasmatica, o

zona submembrana plasmatica §Qas.rv), con la sonda de aequorina SNAP25-

MAEQ (Fig. 50). Los resultados obtenidos fueron reflejo del cortgmiento de la

sefial de CA citosélico, si bien las diferencias entre las kefiueron mas drasticas.
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RESULTADOS

Asi pues, en células INS-1EFi¢. 50 A-H) el aumento de la [G§sus.pm tras el
estimulo con carbacol se situé en 4uM a 22°C (£40289uM, media * error estandar,
n=6) y 13uM a 37°C (13,3741,40uM, media * errodegar, n=10) y la estimulacion
con cafeina alcanzé valores alrededor de 2uM @r&2°C (1,803+0,154uM, media *
error estandar, n=11) como a 37°C (1,940+0,321udtliant error estandar, n=13).
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Fig. 50. Incremento en la [C&]sus.pv Mediante estimulos de carbacol (Chol), cafeina (Epy despolarizacion
con alto K™ en células INS-1 e INS-1ECélulas INS-1E (A-H) e INS-1 (I-P) expresando ehstaucto SNAP25-
MAEQ se perfundieron con medio externo estand&t GaM suplementado con Caf. 50mM o Chol 100uM, o bien
medio externo K70mM, como se indica en la figura. En el casocdebacol (paneles A, E, | y M), se realizaron
registros en ausencia de’Cperfundiendo medio libre de Eaantes, durante y después del estimulo (trazad roj
Los paneles D, H, L y P muestran la superposicétos estimulos carbacol (negro) cafeina (rojojo/1&" (verde)
realizados a 22°C y 37°C. Las graficas represeatamédias de 3-11 experimentos similares de gada ti
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Finalmente, la estimulacion con altd igrodujo aumentos de apenas 0,2uM tanto a
22°C (0,191+0,035uM, media + error estandar, n=@ha a 37°C (0,194+0,048uM,
media * error estandar, n=11). En cambio, en cgliN&-1 Fig. 50 I-P) el aumento de

la [C&*]sus-pm tras el estimulo con alto*Kue de 45uM a 22°C (44,64+3,74uM, media
* error estandar, n=4) y 41uM a 37°C (41,3318,21piMdia + error estandar, n=3),
muy superior en comparacion con el de cafeina ditudrededor de 5uM a 22°C
(4,971+1,007uM, media * error estandar, n=4) y 3uB7°C (3,002+0,075uM, media
+ error estandar, n=3), y el de carbacol alredetbolpM a 22°C (0,981+0,034uM,
media * error estandar, n=4) y alrededor de 2,5u37°€ (2,575+0,333uM, media +

error estandar, n=6).

De forma similar a lo visto en citosol, la sefial@&"* bajo la membrana plasmatica
debida al carbacol dependié casi en su totalidddsidepositos internos de Tan el
caso de células INS-1Hif. 50 Ay E, trazado rojo) con valores de 4uM a 22°C
(4,687+0,549uM, media * error estandar, n=5) y 11auBr°C (10,62+1,77uM, media

+ error estandar, n=4) en ausencia d&" Geero sélo parcialmente en el caso de células
INS-1 (Fig. 50 1y M, trazado rojo) reduciéndose el pico a valores 8N a 22°C
(0,575+0,047uM, media + error estandar, n=4) y ®Mb5a 37°C (0,529+0,021uM,
media + error estandar, n=3) en ausencia d&. ®ar lo tanto, en células INS-1E el
aumento de la [G4 debido a la despolarizacién por altd #ie muy similar en la zona
submembrana plasmatica con respecto al citosohtrageque en las células INS-1 se

vio considerablemente amplificado.

Se planteé entonces la posibilidad de que el pooaks captacién de €adel
microdominio fuera mediado a través de las mitodasdapidamente. Sin embargo, las
medidas con mit-mAEQ descartaron que estuvieradidagas en la disipacion del
microdominio en células INS-1EFig. 51). Los valores de los picos de [Ga
mitocondrial obtenidos en presencia de los distirgstimulos fueron los siguientes:
16uM para carbacol (16,06+3,57uM, media * erroarefdr, n=13), para cafeina de
4uM (4,272+0,189uM, media + error estandar, n=7)para alto K de 0,3uM
(0,265+0,060uM, media + error estdndar, n=F3).(51 A B, Cy D). En el caso de las
células INS-1, las medidas de fCJamitocondrial fueron también reflejo de las

citosolicas.
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Fig. 51. Incremento en la [C&"]y mediante estimulos de carbacol (Chol), cafeina (Epy despolarizacién con
alto K* en células INS-1 e INS-1EC¢lulas INS-1E (A-D) e INS-1 (E-H) expresando ehstoucto mit-mAEQ se
perfundieron con medio externo estandaf*CanM suplementado con Caf. 50mM o Chol 100pM, o liedlio
externo K 70mM, como se indica en la figura. Los paneles Bl ynuestran la superposicion de los estimulos
carbacol (negro) cafeina (rojo) y altd Kverde) realizados a 37°C. Se muestran mediasseyiativas de 6-13
experimentos similares de cada tipo.

De nuevo, predominé la sefial debida a la despatida con alto K con valores de
130pM (129,3+12,0uM, media

(19,95+3,17uM, media

+

error

estandar,

n=6),

y paarbacol

error estandar, n3tya cafeina de 20uM
de 14uM

(13,85+1,42uM, media * error estandar, n=6), sinalaobtenido en las células INS-1E

(Fig. 51 E F, G y H).

Se planteé entonces estudiar la dindmica dé'J@a el ER durante la estimulacion.

Para ello se realizaron medidas de’[lza con la sonda de aequorina de baja afinidad

dirigida a reticulo ER-LAAEQ, disefiada en nuesabokatorio (de la Fuente et al.,

2013). Se probaron los efectos de carbacol y daspation con alto Kal igual que

anteriormente en células INS-1 e INS-1Eg( 52). El carbacol indujo disminucién

transitoria de la [Cd]er en ambos tipos celulares, con valores del 80%4£316%,

media * error estandar, n=11) para células INS-BB-¢#0% (33,2+5,4%, media + error
estandar, n=3) para células INSFlg( 52 Ay B).
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La despolarizacién con alto"Kpor su parte, no desencadend liberacion dé 24 ER

en ninguno de los tipos celulares, apreciandode, exd ciertos casos, un aumento
transitorio de la [Cd]er en células INS-1 (30,2+1,9%, media + error estgmued) y

un aumento mas mantenido en células INS-1E (8,%0n®edia * error estandar, n=11)
(Fig. 52 Dy E). Las diferencias entre las sefiales d& Generadas por despolarizacion
con alto K en las células INS-1 e INS-1E sugieren una difgeede expresion de
VOCC sustancial entre ambos tipos celulares, dadague las células INS-1 poseerian
un namero de canales muy superior en la membrasangltica con respecto a la linea
celular INS-1E. Sin embargo, los efectos de la desizacion con alto K sobre la
[Ca®]ss en células INS-1E sugieren que los VOCC, aun siemdicho menos
abundantes, estan especialmente acoplados ercélstas a los SG.

37°C
22004 A 16001 B
Chol 100uM INS-1 Chol 100uM INS-1E
12004
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800-
—
2 1000-
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S
o 400- 04
w
+ 22000 D . 28004 E
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(qv]
U /
— 1600- 2200-
1000- 16004
400 1000- Amin_

Fig. 52. Efecto de los estimulos de carbacol (Chol)despolarizacién con alto K sobre la [C&']gr en células
INS-1 e INS-1E.Las células INS-1 (A y D) e INS-1E (B, C, E y F) eegando el constructo ER-LAAEQ fueron
depletadas de Gaantes de la reconstitucion, iniciando el registeoluminiscencia en medio libre de®ay a
continuacién medio externo estandarf'CmM, o bien se perfundié directamente sin depl@gtarmostrados). Tras
estabilizarse la captacién de*Cae perfundié medio externo estandaf'QanM suplementado con Chol 100uM, o
bien medio externo K70mM, como se indica en la figura. Todos los tegss se realizaron a 37°C. Estos
experimentos son representativos de 3-11 simitlrasmda tipo.
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A fin de poder elucidar la presencia de ese miarodio de C&" exclusivo entre los
VOCC vy los SG, las células INS-1E se incubaronaniligr el proceso de reconstitucion,
con los quelantes de €antracelulares EGTA-AM y BAPTA-AMEI BAPTA es un
quelante mas selectivo y rapido que el EGTA de éogue puede ser capaz de captar
mas rapidamente &adel supuesto microdominio, y evitar asi sus efestbre las
vesiculas de secrecion. Eig. 53 muestra el efecto de la despolarizacion con alto K
en células INS-1E control, o bien cargadas comjlesantes EGTA o BAPTA. Frente a
la disminucién transitoria de la [€&c en el pulso de alto Ksin quelantes, la
presencia de EGTARg. 53 Ay B, trazado rojo) supuso una inhibicién del 50% (CgA-
MAEQ; 48,4+5,8%, media + error estandar, n=4; NPY-mABQ1+1,2%, n=6) y la de
BAPTA (Fig. 53 Ay B, trazado rojo) de practicamente el 80%-90% (CgAHDA
73,4+8,3%, media = error estandar, n=4; NPY-mAE3,7+1,0%, n=6) de esta

disminucién. Estos datos claramente sugieren guasetélulas INS-1E hay un namero

reducido de VOCC, pero estan todos ellos estream@naeoplados a las vesiculas de
secrecion, generando microdominios locales d& Qe inducen liberacién de Eale
las vesiculas, pero que no son capaces de generaents globales de €a

significativos en el citosol.

o]
22 C Control
1521 A . 380, B —— EGTA-AM  10pM
K 70mM K' 70mM —— BAPTA-AM 10uM
—
3 1381 31,0-
S
O
(7]
—
+
~ 12,44 24,0
(48]
O
[
11,0- 17,0 1 min

Fig. 53. Efecto de los quelantes internos de €aEGTA-AM y BAPTA-AM sobre los efectos del estimulo
despolarizante con alto K en [C&"]sg de células INS-1E Las células INS-1E expresando los constructos CgA-
mAEQ (A) y NPY-mAEQ (B) fueron depletadas de?Cantes de la reconstitucion, iniciando el regisie
luminiscencia en medio libre de £aA continuacién, se perfundi®é medio externo estan@d”™ 1mM (no
mostrados) y tras estabilizarse la captacién & &= perfundié medio externo*kOmM, como se indica en la
figura. En el caso del EGTA-AM (trazado rojo) y BAR'RAM (trazado azul), se afiadieron estos quelantesle
proceso de reconstitucion. Todos los registroseabzaron a 22°C. Estos experimentos son repres@state 4-6
similares de cada tipo.
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3. DINAMICA DEL CALCIO EN GRANULOS DE
SECRECION EN LAS LINEAS NEUROENDOCRINAS
PC12 E INS-1. REGISTROS EN CELULA UNICA.

En el anterior apartado se evaluaron los sisteraasaptacion y liberaciéon de €ale
los SG en poblacion celular de las lineas PC12;1INSNS-1E, asi como la variaciéon
de los mismos en funcién del propio tipo celulaoréggndo un concepto global de
dichos mecanismos. No obstante, diferentes estgntales como la despolarizacién con
alto K, o cambios en la concentraciéon de glucosa entos ban producido respuestas
variables en la [C4]sg desde incrementos hasta decrementos transitgriers ciertos
casos respuestas bifasicas. Estos resultados,gurttos obtenidos con anterioridad en
nuestro laboratorio en células cromafines (Santabgm et al., 2008) ponen de
manifiesto la heterogeneidad de respuesta enpeldkcion de vesiculas de secreciéon
dentro de la célula. De hecho, la existencia derelites subpoblaciones de los SG en
células neuroendocrinas ha sido ampliamente traada literatura (Voets et al., 1999;
Garcia et al., 2006; Alvarez & Marengo, 2011).

Para relacionar la diversidad de poblacion vesicylasu implicacion en la
heterogeneidad de respuestas se realizaron regi#r€a’ en célula Unica, mediante
fluorescencia. Tras evaluar la localizacion celdidiferentes constructos de rtPericam
y la familia de sondas de €aGECO los candidatos idéneos para las medidas tfe Ca
vesicular en célula dnica fueron VAMP-RGECO1, VAMEMGECO1, VAMP-
GEXGECO1, NPY-GEMGECO1, y NPY-GEXGECO1.

3.1 Registros de calcio en granulos de secrecion eféogicon
la sonda VAMP-RGECOL1.

La sonda de G4 VAMP-RGECOL1 era una buena candidata para realéezistros de
Ce™* en los SG de célula Gnica.
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La sonda RGECO1, pese a no ser ratiométrica, geeserd menor fototoxicidad asi
como mayor grado de penetracion, asociados a ltaei¥n a mayores longitudes de
onda. Estas caracteristicas permiten aumentagrept de experimentacién (Wu et al.,
2013). Ademas el rango dinamico experimental maxioatculado como el cociente
entre la intensidad de fluorescencia de la confoitneCa® -bound y la conformacion
Ca’*-free, se sitla en un pH entorno a 6,0, similar al médido del lumen de los SG
(Zhao et al., 2011).

En los registros preliminares de“Caesicular en células PC12 en los que se realizé un
estimulo despolarizante con alto’,Kno se observd ninglin tipo de respuesta en
diferentes regiones seleccionadas de la pobla@éitwar. Ante este hecho se planted
que el entorno acido de la matriz de los SG hulzitesiado la l§ aparente de la sonda
VAMP-RGECOL1. Para evaluar este hecho se realizergistros de Cd en células
PC12 donde se perfundieron diferentes medios ettlaces en presencia o ausencia de

C&*yapH 7,4y 6,0, simulando el entorno vesicular.

Aprovechando la situacion de anclaje extracelukarlad sonda VAMP-RGECOL1 se
seleccionaron y evaluaron diferentes regiones deelabrana plasmatica con el fin de
estudiar el comportamiento de la sonda frente difesentes medios de perfusidrid.
54).

Al pasar de un medio extracelular conteniend® @eM y pH 7,4 a otro conteniendo
Cc&* 1mM a pH 6,0 se produjo una caida de la fluoresaeaproximadamente a la
mitad, un nivel similar al observado con la peduaside un medio libre de €aa pH
7,4. Pasar ahora del medio conCamM y pH 6,0 a un medio libre de €a ese
mismo pH provoco un decrecimiento de la fluoresizede hasta un 70% con respecto a
la inicial, que se revirti6 completamente al pediumin medio de Ca 10puM a pH 6,0.
Por lo tanto, una concentraciéon de’Cde 10uM fue suficiente para saturar la sonda
VAMP-RGECO1 a pH 6,0.

Finalmente, se restablecié la fluorescencia al rpasan medio Cd& 1mM pH 7,4.

Frente a estos hechos y puesto que las variacinf8d s resultaron complejas de

evaluar en ese rango de fluorescencia se desesitursd de esta sonda.
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Fig. 54. Efecto del pH acido y la [C&] sobre la fluorescencia de VAMP-RGECO1 en célulasG12. Las células
PC12 expresando el constructo VAMP-RGECOL1 fueronhiadas en medio de cultivo suplementado con gliarol
5%(v/v) 24 horas antes del experimento. Se procaidivadooff-line con medio extracelular estanda”CamM y
se dispusieron en el adaptador del sistema desp@nfexcitandose con un haz laser utilizando kalide 543nm del
He-Ne. La fluorescencia emitida se recogidé entr@-BI0Onm. Se selecciond una regién de la parte rextée la
membrana plasmatica de un conjunto de célulasem d& una unica célula (trazado amarillo). A car&egidn, se
inicio el registro perfundiendo diferentes mediatracelulares como se indica en la figura. Todasrégistros se
realizaron a 22°C y a las 48-72 horas de expresiéndo este representativo de 5 experimentosasesil

3.2 Registros de calcio en granulos de secrecion efdoticon
las sondas VAMP-GEMGECO1 y VAMP-GEXGECO1.

La principal ventaja de las medidas dé'@an las sondas GEMGECO1 y GEXGECO1
es que, debido a sus caracteristicas ratiométreaspueden minimizar diversos
artefactos experimentales en el registro, ya qeetaf por igual a ambas longitudes de
onda. La desventaja es que los registros d€ €an ambas sondas conllevan la
aparicion de fenomenos de fotoblanqueo y fototdaicelular debido a que ciertas

longitudes de onda de excitacién se encuentranrpadxal UV.
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Este efecto provoca un acortamiento considerallieetiepo de experimentacion.

Partiendo de los registros en célula unica comtaa VAMP-GEMGECO1, se evaluo
el comportamiento de la poblacion vesicular en lasllPC12 frente a estimulos
despolarizantes con alto’KFig. 55 y estimulos con ATPFg. 56). EI ATP actia
como ligando a través de receptores ionotrépicd§ B@e son canales no selectivos de
Na" y C&*, el cual entra en la célula a través de gradietgetroquimico, o bien a
través de receptores metabotropicos P2Y, liberaBdd via IR, desde depdsitos

internos como el ER o los propios SG (Petit et28l09).

Se seleccionaron regiones concéntricas de pobldeidesiculas segun la proximidad a
la membrana plasmaética, evitando en la medida geddle acceder al contorno de la
misma para minimizar las interferencias que pudgeaerar la parte de la sonda
anclada en la parte extracelular de la membrarsam@itica, como se muestra en las
imagenes tomadagif). 55 Ay B; Fig. 56 Ay B). Los experimentos consistieron en dos
pulsos consecutivos, bien Gnicamente de alto KTP, o bien pulsos consecutivos con
ambos estimulos, alternados, segun se muestra éigueas correspondienteSiq. 55
CyD; Fig. 56 Cy D).

La despolarizacién con alto"rodujo aumentos transitorios de la {Ga; expresada
como ratio de emision normalizado, si bien estas ele menor amplitud y con una
cinética mas lenta conforme las regiones selecdama@&staban mas distantes de la
membrana plasmatica. Los aumentos transitorioofubgeramente menores tras un
segundo pulso de alto'KFig. 55 Ey F). Por su parte, los estimulos con ATP indujeron
aumentos transitorios de la [CJac en todas las subpoblaciones vesiculares, de menor
amplitud y cinética mas lenta segun estan se erasamt mas alejadas de la membrana

plasmatica, de forma similar a los estimulos cotm .

En este caso la diferencia de amplitud entre elgriy el segundo estimulo con ATP no
fue tan marcadaF{g. 56 Ey F). No se observaron diferencias significativas en e
comportamiento del segundo estimulo, bien despgalgidn con alto K o bien ATP,
con respecto a la procedencia del primer estingdoquiso analizar posteriormente si
existian diferencias significativas para los estimuale alto K y ATP tras el vaciado y

posterior rellenado de €ade los SG.
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Fig. 55. Efecto de la despolarizacién con alto’ksobre la [C&*]sg en células PC12 intactas, medido con VAMP-
GEMGECOL. Las células PC12 expresando el constructo VAMP-GERIGE (48-72 horas) se dispusieron en el
adaptador del sistema de perfusion (ver MateriMégodos) excitandose con un haz laser utilizandbnka de
405nm del diodo azul. La fluorescencia emitida emgié entre 430-480nm y entre 500-550nm respestnte
(paneles A y B; fluorescencia a 500-550nm). Sednitiregistro perfundiendo medio externo estandat GaM vy,
segun se indica en la figura, seguidamente medarrex K 70mM como primer estimulo (panel C) y/o segundo
estimulo (panel D). Cada registro representa unemegubcelular concéntrica desde la periferia (onéxa la
membrana plasmatica) hacia el interior. El panelds, respecto a un primer estimulo con altpyKel panel F, con
respecto a un segundo estimulo con altpriuestran la media de entre 30-50 experimentoiasé®m de cada tipo,
todos realizados a 22°C.
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Fig. 56. Efecto del ATP sobre la [CH]sc en células PC12 intactas, medido con VAMP-GEMGECO1Las
células PC12 expresando el constructo VAMP-GEMGEGOdispusieron en el adaptador del sistema de jpd@nfus
excitandose con un haz laser utilizando la lined@fm del diodo azul. La fluorescencia emitidaesm®gio entre
430-480nm y entre 500-550nm respectivamente (parelg B; fluorescencia a 500-550nm). Se inicio gisto
perfundiendo medio externo estandarf’CemM y, segin se indica en la figura, seguidameste mismo medio
suplementado con ATP 100uM como primer estimulmép&) y/o segundo estimulo (panel D). Cada registro
representa una regién subcelular concéntrica dasgiriferia (proxima a la membrana plasmaticajehatinterior.

El panel E, con respecto a un primer estimulo c®R,A el panel F, con respecto a un segundo estionr ATP,
muestran la media de 18 experimentos similaresde tipo, todos realizados a 22°C.

EL PAPEL DEL CALCIO INTRAVESICULAR EN LA SECRECIONCELULAR DE LINEAS NEUROENDOCRINAS. 149



RESULTADOS

Para ello, se realizaron registros de'Cleente a estos mismos estimulos en células
PC12 depletando de €dos SG y rellenandolos de nuevo en el curso de¢mxento,

al igual que se hacia en los experimentos con aequ&€omo se muestra en BEig. 57

Cy D, la adicién de medio extracelular®©4mM desencadené un aumento répido de
la [C&"]sc hasta llegar a una meseta estacionaria. Este aevild']s alcanzado fue
menor y la captacion adquirié una cinética masaleoinforme las subpoblaciones de
los SG distaban mas de la membrana plasmaticae$tasiilizarse la captacion de’Ga

se procedié a perfundir los estimulos corresponesedle alto Ky ATP. Ambos
estimulos desencadenaron aumentos transitorioa f2€i’]s, similar a lo observado
en célula unica sin depletar, con una tendencieceeder en amplitud y de cinética mas
lenta segun las subpoblaciones vesiculares se aban mas alejadas de la membrana
plasmatica, si bien esta tendencia no fue tan faighiva. De hecho, no llegaron a
observarse practicamente diferencias entre lasobldipones vesiculares en el caso del
estimulo con ATPKig. 57 Ey F). En general, la amplitud del pico transitoricsttas
estimulos en células depletadas y rellenadas deealinente superior con respecto a la

respuesta en ceélulas sin depletar, sin ser esawifa significativa.

En los experimentos realizados en la linea celd&r1, las medidas de €aen célula
Gnica con la sonda VAMP-GEMGECO1 mostraron un camapaiento reflejo del
obtenido en poblacion con las sondas luminiscetgesequorinaHig. 58). El rellenado

de C&" de los SG en células INS-1 depletadas tuvo un odampiento similar al
observado en linea celular PCIRg( 58 B. Sin embargo, en células INS-1E sin
deplecion previa, la despolarizacién con alto géneré un aumento transitorio de la
[Ca’"]se cuya amplitud fue proporcionalmente muy superiootservado en células
PC12, comparandolo con la variacion de fluoreseemgie se observa durante el
proceso de rellenado de Cavesicular en ambos casos. Ademds, no se observo
diferencia significativa entre las regiones vesied segun nos alejamos de la

membrana plasmatic&i). 58 C y D.

Se quiso estudiar como podria afectar la inhibicilenla SERCA al proceso de
captaciéon de CA vesicular, asi como al aumento transitorio de G&]sc
correspondiente a la despolarizacion con alfo yKde ahi cémo afectaria a la

heterogeneidad de respuesta entre las subpoblaaiesieulares de las células.
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Fig. 57. Efecto del ATP y la despolarizacién con alt* sobre la [C&"]sg en células PC12 intactas, depletadas
de C&" intravesicular, medido con VAMP-GEMGECOL1. Las células PC12 expresando el constructo VAMP-
GEMGECOL1 fueron depletadas de’Galispuestas en el adaptador del sistema de panfysexcitandose con un
haz laser utilizando la linea de 405nm del diodd.dz fluorescencia emitida se recogié entre 480~n y entre
500-550nm respectivamente (paneles A y B; fluoresaem 500-550nm). Se inicio el registro de fluoeesia en
medio libre de C& y a continuacién se perfundié medio externo estA@d#’ 1mM. Tras estabilizarse la captacion
de C&" se perfundié medio externo'ROmM, o bien medio estandar 4mM suplementado con ATP 100uM,
como se indica en la figura (paneles C y D). Cadastregrepresenta una region subcelular concénttsale la
periferia (proxima a la membrana plasmatica) hadianterior. Los paneles E y F muestran la medialde
experimentos similares de cada tipo, todos realizad?22°C.
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Fig. 58. Registro de la [C&]sc en células INS-1 intactas, medido con VAMP-GEMGECOJLas células INS-1
expresando el constructo VAMP-GEMGECOL1 (panel Apriascencia a 500-550nm) fueron depletadas d& Ca
dispuestas en el adaptador del sistema de perfyséxeitadas con un haz laser utilizando la lineasd@5nm del
diodo azul. La fluorescencia emitida se recogideeAB0-480nm y entre 500-550nm respectivamentenigié el
registro de fluorescencia en medio libre dé*Cg a continuacién se perfundié medio externo estalCd” 1mM
(panel B). En otros experimentos, partiendo de asllNS-1 sin depletar, se inici6 el registro pedfendo medio
externo estandar €almM y seguidamente medio externd KOmM, como se indica en la figura (panel C). Cada
registro representa una region subcelular concéndeésde la periferia (proxima a la membrana plasa)édacia el
interior. El panel D muestra la media de 3 expeniioe similares al representativo del panel C. Tdawsegistros se
han realizado a 22°C.

Se disefiaron dos tipos de experimentos en fun@boamportamiento de la poblacion
vesicular en presencia o ausencia d& @dcialmente. En primer lugar, se realizaron
registros de rellenado de €an células PC12 depletadas, en presencia o aastelci
inhibidor reversible de la SERCA BH®ig. 59. Como se puede observar, existe una
inhibicién parcial de entorno al 50% en la captacite C&" vesicular Fig. 59 O).
Ademas, la captacion en presencia de BHQ, presewtainética mas lenta y el nivel

estacionario de [G§sc alcanzado es menor.
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SegUn se recoge en el histograma, el efecto del Bt@ captacién de &afue muy
significativo en todas las zondsad. 59 D. En segundo lugar se registro la respuesta de
c&* vesicular frente a la despolarizacién con alfoeld células PC12, en presencia o
ausencia de BHQ, con el fin de comprobar que eleatmntransitorio de la [G§sc en
estas condiciones también estd mediado por la SERG&sto que no todas las células
respondian a estimulos despolarizantes se prolad putsos consecutivos de altd K
tomando el primero como un control de la respugstasegundo realizandose con o sin
inhibicion previa de la SERCAF{g. 60 Ay B). Analizando el segundo estimulo, se
aprecié que, en presencia de BHQ, existié una icibib parcial de entorno al 50-60%
del aumento transitorio de la [ERc (Fig. 60 O.
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Fig. 59. Efecto de BHQ sobre la captacién de €apor vesiculas de secrecién en células PC12 intastanedido
con VAMP-GEMGECOL. Las células PC12 expresando el constructo VAMP-GERIG1 fueron depletadas de
C&", dispuestas en el adaptador del sistema de prfyséxcitadas con un haz laser utilizando la liea05nm
del diodo azul. La fluorescencia emitida se recegitie 430-480nm y entre 500-550nm respectivam8&etéicio el
registro de fluorescencia en medio libre dé*Gaa continuacion, se perfundié6 medio externoregthd Ca" 1mM,
como se muestra en el panel A. En el panel B laigiéri se realizd en presencia de BHQ 10uM, mostsindmbos
registros en el panel C. Cada registro representaagidn subcelular concéntrica desde la perifgriaxima a la
membrana plasmatica) hacia el interior. Finalmesriegl panel D se representan, en forma de histzgrias medias
de los valores de fluorescencia alcanzados en $atmele las diferentes zonas, control y con BHQ nhedias son
de 20-35 experimentos similares de cada tipo, togllizados a 22°C. (*** p < 0,005)
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La cinética del aumento transitorio en presenci8ld® fue también mas lenta. En el
histograma se refleja que el efecto del BHQ fuaiBaativo en todas las zonasig. 60

D). Los resultados obtenidos de la inhibicion con@Bltanto en el proceso de rellenado
de C&" como en respuesta a estimulos, ofrecieron adenssemostracién funcional
de que la sonda VAMP-GEMGECO1 se encuentra lo@dizeorrectamente en

vesiculas de secrecion.

Finalmente, también se realizaron registros enlal®C12 con la sonda VAMP-
GEXGECOL1 Fig. 61).
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Fig. 60. Efecto de BHQ, sobre los picos de €antragranular producidos tras la despolarizacién on alto K,

en células PC12 intactas, medido con VAMP-GEMGECO1Las células PC12 expresando el constructo VAMP-
GEMGECOL se dispusieron en el adaptador del sistienpeerfusién excitandose con un haz laser utiliadadinea
de 405nm del diodo azul. La fluorescencia emitielaesogid entre 430-480nm y entre 500-550nm reispecénte.
Se inicié el registro perfundiendo medio externtimdar C& 1mM y seguidamente medio externd KOmM,
realizandose pulsos consecutivos como se indid¢a figura. El segundo pulso d€ Ke realizé en ausencia (A) o en
presencia de BHQ 10uM (B). Se muestran los regisigbsegundo pulso en el panel C. Cada registro @mesna
region subcelular concéntrica desde la periferiéxfma a la membrana plasmatica) hacia el inteRoralmente, en
el panel D se representan, en forma de histogriasiajedias de los valores maximos de fluorescericizados en
las diferentes zonas, control y con BHQ. Las med@s de 20-25 experimentos similares de cada tgmigst
realizados a 22°C. (*** p < 0,005)
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Fig. 61. Efecto del ATP y la despolarizacién con altt* sobre la [C&']sg en células PC12 intactas, depletadas
de C&" intravesicular, medido con VAMP-GEXGECOL1. Las células PC12 expresando el constructo VAMP-
GEXGECO1 (48-72 horas) fueron depletadas d€, @&spuestas en el adaptador del sistema de panfysixcitadas
con un haz laser utilizando la linea de 405nm dediad azul y a 480nm con el laser supercontinudblgsiLa
fluorescencia emitida se recogié entre 500-575mandfes A y B; fluorescencia a 405nm). Se inicidegistro de
fluorescencia en medio libre de 2C:—,y, a continuacion, se perfundié medio externo reista C&" 1mM. Tras
estabilizarse la captacién de Zase perfundié medio externo*K7OmM, o bien medio estandar TalmM
suplementado con ATP 100uM, como se indica ergladi (C y D). Cada registro representa una regibnedular
concéntrica desde la periferia (proxima a la memblasmatica) hacia el interior. Los paneles Emiuestran la
media de entre 6-12 experimentos similares de tijpolatodos realizados a 22°C.

EL PAPEL DEL CALCIO INTRAVESICULAR EN LA SECRECIONCELULAR DE LINEAS NEUROENDOCRINAS. 155



RESULTADOS

La sonda GEXGEXOL1 tiene un menor rango dinamico G&EMGECO1 y mayor
sensibilidad a pH. De ahi, que solo se obtuvieemistros de G en células PC12
depletando los SG. No obstante, los resultadosrattust fueron consistentes con los
expuestos para la sonda d¢'04AMP-GEMGECOL en estas mismas condiciones. La
adicién de medio G4 1mM desencadend un aumento rapido de 14 T&a expresada
en este caso como ratio de excitacion normalizhdeta estabilizarse en una zona
estacionaria de diferente amplitud y cinética el#seregiones seleccionadas conforme
distaban mas de la membrana celular. Frente ashisudos de alto Ky ATP las
respuestas consisten, de igual forma, en aumeniusitorios de la [G4]ss (Fig. 61 C

y D). En estos casos no se observo con tanta clatddadndencia a decrecer en
amplitud ni una cinética mas lenta segun aparetisutpoblaciones vesiculares mas

alejadas de la membrana plasméatkig.(61 Ey F).

Profundizando en el andlisis de comportamiento d& €ntre las subpoblaciones
vesiculares, se intentaron realizar registros d& @e una Unica célula expresando
VAMP-GEMGECO1 o VAMP-GEXGECO1, tanto en linea catuPC12 como células

INS-1. Se seleccionaron diferentes regiones celsilarmayor aumento confocal y con
mayor precision, y se estudio su respuesta freet#imulos despolarizantes de alto K
y ATP. Desafortunadamente, a ese nivel de resaiwagiélevado fotoblanqueo presente

hizo que no se obtuvieran respuestas susceptiblesrdepresentativas.

3.3 Registros de calcio en granulos de secrecion efdoicon
la sonda NPY-GEMGECOL.

Aparte de la sondas VAMP-GEXGECO1 y VAMP-GEMGEC®@1 el presente trabajo
se han desarrollado las sondas dé*@irigidas a SG, NPY-GEXGECO1 y NPY-
GEMGECOL1, centrandonos exclusivamente en estaailfianque ofrece una mejor
resolucion en el entorno acido de las vesiculasedeecion. Por otra parte, la ventaja
experimental de utilizar esta sonda frente a VAMEM&GECOL1 es que suprime la
posible interferencia de la sefial exclusiva de éenbrana plasmatica, permitiendo asi

albergar a todo tipo de subpoblaciones vesiculzuiesantes se pudieran excluir.
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Los experimentos realizados en células PC12 fusimiares a los expuestos con la
sonda VAMP-GEMGECO1, consistiendo en dos pulsosemitivos, bien Unicamente
de alto K o ATP, o bien con ambos estimulos alternados ektimulos despolarizantes
con alto K en células PC12, generaron aumentos transitoeida fC&"]sc (Fig. 62).

En estos casos no se consiguio observar diferesigasicativas de amplitud del pico
transitorio entre las subpoblaciones vesiculaieies parece existir una cinética mas
lenta conforme aumenta la distancia a la membradaamatica. Los aumentos
transitorios fueron similares tras un segundo putko alto K. Este mismo
comportamiento se observo para las respuestagraubxst con ATP Kig. 63). De igual
forma que en los experimentos con la sonda d& @AMP-GEMGECOL no se
observaron diferencias significativas en el conguitnto del segundo estimulo con

respecto al tipo del primer estimulo.

En los registros de €aen células PC12 previamente depletadas d& €aobservé un
comportamiento de rellenado de “Caesicular similar al registrado con la sonda
VAMP-GEMGECO1, alcanzandose una meseta estacionanadiferente amplitud y
cinética entre las subpoblaciones de los SG comfaros alejamos de la membrana
celular Fig. 64). Los estimulos posteriores de despolarizacion atm K* y ATP
desencadenaron respuestas consistentes en auntamsigorios de la [Cdlsg de
forma similar a lo observado en células sin depléta obstante, la diferencia entre las
subpoblaciones vesiculares, en cuanto a nivel @']ig alcanzado y cinética de
captacion, no fue tan acusada. La amplitud del paositorio tras los estimulos en
células depletadas fue ligeramente superior copeots a la respuesta en células sin

depletar, sin llegar a ser significativa.

Finalmente, en células INS-1 las medidas dé|Gesicular tras la despolarizacién con
alto K" conllevaron un gran aumento transitorio de’[(za tanto en células depletadas
(Fig. 65 D como sin depletarFg. 65 Q. Este aumento transitorio fue superior al
observado en células PC12, comparandolo con lacian de fluorescencia existente en
el proceso de rellenado de’Caesicular en ambos casos. Al igual que en las dasedi
con la sonda de €aVAMP-GEMGECOL1 en estas mismas células, no se wbser
heterogeneidad de respuesta entre las difereripsislaciones vesiculareBig. 65 E y

F).
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Fig. 62. Efecto de la despolarizacién con alto'Ksobre la [C&"]sg en células PC12 intactas, medido con NPY-
GEMGECOL. Las células PC12 expresando el constructo NPY-GEMGEQB-72 horas) se dispusieron en el
adaptador del sistema de perfusion excitdndoseunonaz laser utilizando la linea de 405nm del diadol. La
fluorescencia emitida se recogi6 entre 430-480rantye 500-550nm respectivamente (paneles A y Bréhaencia

a 500-550nm). Se inici6 el registro perfundiendalimexterno estandar €almM vy, segin se indica en la figura,
seguidamente medio externd ROmM como primer estimulo (panel C) y/o segunddnesb (panel D). Cada
registro representa una region subcelular concéntiésde la periferia (préxima a la membrana plasa)dacia el
interior. El panel E, con respecto a un primemasitd con alto K, y el panel F, con respecto a un segundo estimulo
con alto K, muestran la media de entre 4 y 5 experimentdsaséa de cada tipo, todos realizados a 22°C.
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Fig. 63. Efecto del ATP sobre la [CH]sc en células PC12 intactas, medido con NPY-GEMGECOLas células
PC12 expresando el constructo NPY-GEMGECO1 se dmus en el adaptador del sistema de perfusion
excitandose con un haz laser utilizando la lined@fnm del diodo azul. La fluorescencia emitidaesm®gio entre
430-480nm y entre 500-550nm respectivamente (parfelg B; fluorescencia a 500-550nm). Se inicié gis&o
perfundiendo medio externo estandarf’CemM y, segin se indica en la figura, seguidameste mismo medio
suplementado con ATP 100uM como primer estimulmép&) y/o segundo estimulo (panel D). Cada registro
representa una regién subcelular concéntrica desgriferia (proxima a la membrana plasmaticajehatinterior.

El panel E, con respecto a un primer estimulo coR,As el panel F, con respecto a un segundo estiomd ATP,
muestran la media de 3 experimentos similares d tipo, todos realizados a 22°C.
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Fig. 64. Efecto del ATP y la despolarizacién con alt* sobre la [C&"]sg en células PC12 intactas, depletadas
de C&" intravesicular, medido con NPY-GEMGECOL1. Las células PC12 expresando el constructo NPY-
GEMGECOL1 fueron depletadas de*Galispuestas en el adaptador del sistema de pwfyséxcitadas con un haz
laser utilizando la linea de 405nm del diodo akalfluorescencia emitida se recogi6 entre 430-48@rentre 500-
550nm respectivamente (paneles A y B; fluorescem&@a0-550nm). Se inicid el registro de fluorescamei medio
libre de C&"y a continuacion se perfundié medio externo esta@d* 1mM. Tras estabilizarse la captacién dé'Ca
se perfundié medio externo’'KOmM, o bien medio estandar4mM suplementado con ATP 100uM, como se
indica en la figura (C y D). Cada registro represemta region subcelular concéntrica desde la perifleroxima a la
membrana plasmatica) hacia el interior. Los panglgs= muestran la media entre 12-14 experimernioigases de
cada tipo, todos realizados a 22°C.
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Fig. 65. Efecto de la despolarizacién con alto ksobre la [C&"]sg en células INS-1 intactas, medido con NPY-
GEMGECOL. Las células INS-1 expresando el constructo NPY-GEKIG1, depletadas de ¥previamente o no,
se dispusieron en el adaptador del sistema desp@nfy se excitaron con un haz laser utilizandidniea de 405nm
del diodo azul. La fluorescencia emitida se recagitte 430-480nm y entre 500-550nm respectivan(@ateeles A

y B; fluorescencia a 500-550nm). Se inici6 el registe fluorescencia en medio estandaf*danM (C), o bien
medio libre de CH y a continuacién medio externo estandaf"@mM (D). Tras estabilizarse la captacion dé'Ca
se perfundié medio externo’kOmM, como se indica en la figura. Cada registpyasenta una region subcelular
concéntrica desde la periferia (proxima a la memdbiglasmatica) hacia el interior. Los paneles EmuUestran la
media entre 4-6 experimentos similares de cadattyos realizados a 22°C.
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Al igual que con las sondas VAMP-GEMGECO1 y VAMP-GEECO1, se intentd
profundizar en el comportamiento de *Caentre las diferentes subpoblaciones
vesiculares, mediante registros de®Cale una Unica célula expresando NPY-
GEMGECOL1, tanto en linea celular PC12 como célliNS-1, mas enfocados en
diferentes regiones vesiculares seleccionadasrdefmas precisa y a mayor aumento
confocal. Desgraciadamente los resultados no fueomtluyentes, debido al mismo
problema con el fotoblanqueo, presente a ese dé/edsolucion.
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DISCUSION

1. LOCALIZACION SUBCELULAR DE LAS SONDAS
BIOLUMINISCENTES Y FLUORESCENTES.

Para el estudio de la dindmica d€'Gde los granulos de secrecién (SG) en poblacién
celular en nuestro laboratorio, se han sintetizaddlizado diferentes sondas de*Ca
basadas en aequorina tanto ancladas a la camarderla membrana (VAMP-mAEQ)
como solubles en la matriz densa de los SG (CgA-@AE NPY-mAEQ). Para
verificar la correcta localizacion de estas soratakas vesiculas de secrecion se estudio
la distribucion celular mediante imagen en micrpsgoconfocal de las sondas
fluorescentes VAMP-EGFP, CgA-EGFP y NPY-EGFP respamente.

Resultados previos en nuestro laboratorio asi cdemtros autores demostraron la
localizacion tanto de VAMP-EGFP como VAMP-mAEQ eesiculas de secrecion,
fundamentalmente LDCV Léarge Dense Core Vesicles) en las lineas celulares
neuroendocrinas MIN6 (Mitchell et al., 2001; 2003712 (Moreno et al., 2005; 2010;
SantoDomingo et al., 2010), INS-1 e INS-1E (leZzale 2005; SantoDomingo et al.,
2010) y cromafines (Allersma et al., 2004; Santobgm et al., 2008). Por otra parte,
tanto CgA como NPY se localizan exclusivamente €EDY (Wegrzyn et al., 2007) y
de ahi el uso extendido de las sondas fluoresc&@4ésEGFP y NPY-EGFP en la
visualizacion de los SG (Kaether et al., 1995; Lahgl., 1997; Inomoto et al., 2007;
Ravier et al., 2008; Moreno et al., 2010). Las ieré@gs de microscopia confocal de
células INS-1 e INS-1E expresando VAMP-EGFP, CgA-BGy NPY-EGFP,
mostraron un patrén granular tipico con una peqtr@iGaion fluorescente asociada a la
membrana plasmética en el caso de la expresionAMPVEGFP. No obstante, es
dificil excluir la presencia de una minima porcigle estas sondas en otros
compartimentos de la via de secrecion, bien retiendoplasmico (ER) y/o complejo
de Golgi (GC).

En el andlisis funcional los niveles de concenfraagle C&" ([C&']) obtenidos con

CgA-mAEQ y NPY-mAEQ fueron similares a los obtersidocon VAMP-mAEQ, vy

diferentes a los de cualquier otro compartimentol@esusceptible de almacenar’Ca
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El uso de las sondas CgA-mAEQ y NPY-mAEQ, dirigidda matriz de los SG, supuso
ademas una ventaja experimental con respecto a VAMBQ dirigida a la cara
interna de la membrana de los SG, ya que supriani@tesidad de dar el pulso previo
de L&* que elimina la luminiscencia de la aequorina afelen la parte externa de la
membrana plasmaética. Aunque el*Las en principio un catién impermeable a la
membrana celular, no se puede excluir completamgme pequeias cantidades del
mismo puedan acceder al interior de la célulaexfierir con los flujos de Ga(Szasz et
al., 1978). La eliminacion completa de la luminista de la membrana plasmatica
requiere una incubacién con concentraciones dédrmel rango de milimolar durante

mas de 5 minutos, lo que alarga considerablemétissmo de experimentacion.

Otro objetivo del presente trabajo ha sido la pbhd#dd de realizar un estudio de la
dindmica de Cd de los SG mediante registro de fluorescencia émacénica. Se
disefiaron para este propoésito las sondas VAMPicder CgA-rtPericam y NPY-
rtPericam y las sondas VAMP-GEMGECO1, VAMP-GEXGECO®AMP-RGECO1,
CgA-GEMGECO1, CgA-GEXGECO1, CgA-RGECO1, NPY-GEMGECY NPY-
GEXGECOL.

Las imagenes de microscopia confocal de célula Rfiresando la sonda VAMP-
rtPericam, mostraron una sefial fluorescente deosible patron granular pero de muy
baja intensidad y sin sefial en la membrana plasmatina de las principales
desventajas de la sondas dé'@msadas en YFP es su sensibilidad a variaciongsl de
(Rudolf et al., 2003; Day & Davidson, 2009). Sinkergo, la alcalinizacion del medio
vesicular con FCCP no desencaden6 aumento dedhfeeitescente a diferencia de lo
observado en células PC12 expresando VAMP-EGFRdBamingo et al., 2008) y la

adicion de GPN descart6 que la sefal se debiemacamponente lisosomal.

En vista de estos resultados, podria ocurrir quesdada VAMP-rtPericam se

empaquetara en el ER pero que perdiera la funailmehldurante el proceso de
formacion de las vesiculas en el GC. No obstatbguleando el transporte proteico al
GC mediante la incubacion de las células PC12 ¢ént@mpoco se observé aparicion
de fluorescencia en el ER.
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Algunos autores han propuesto que determinado®resnbasados en la proteina cp-
Venus, y por tanto cp-YFP, no se expresan corresitaren ER y, de ahi, que tampoco
en otros compartimentos de la propia via de séore@almer & Tsien, 2006). En

cuanto al origen de la sefal apreciada en las imesgde confocal, nuestra opinion es
que lo mas probable es que fuera debida a fenonmiEnasto-fluorescencia de los SG

en los cultivos celulares.

Al estudiar la expresion de NPY-rtPericam en céluRC12 las imagenes de
microscopia confocal mostraron una fuerte sefi@kspondiente a un patron reticular,
sin presencia de ningun patrén de tipo granulazomtra de lo que cabria esperar. Por
otra parte, en células PC12 que expresaban elraottsNPY-EGFP se observd una
pequefia pero no despreciable poblacién (20-30%)estmismo patron reticular. Se
ha propuesto que la aparicion de este patron tatigusimilares podria deberse a un
plegamiento aberrante de la propia EGFP (Nagail.et2@02). Otros autores, sin
embargo, afirman que dicho patrén reticular puedertun origen mitocondrial en base
a la existencia de una posible secuencia de igieitraducciorkozak-2, dentro de la
secuencia codificante del propio NPY humano. Lducaion de dicha sefiibzak-2
generaria un péptido para la localizacién en ed@epntermembrana de la mitocondria
(Kaipio et al., 2005). En la consiguiente expresiten NPY-EGFP, el porcentaje de
poblacion celular con EGFP distribuida con patréanglar o mitocondrial dependeria
del propio tipo celular. En base a los resultadosalocalizacion del NPY-EGFP con el
colorante de mitocondriditoTracker Deep Red obtenidos, apoyamos esta segunda
hipétesis. Las implicaciones celulares que contiegaaparicion del fragmento NPY-
mitocondrial no se conocen con claridad, si bigerd@nados autores coinciden en que
dicho proceso se desencadena en condiciones pasddgaipio et al., 2009). Se ha
observado que el fragmento NPY-mitocondrial despmada mitocondria (Brun et al.,
2006), y también se ha sugerido que pueda actuamdb el poro de transicion de
permeabilidad (PTP). En cualquiera de los casosotaeostasis del &amitocondrial

se veria afectada, conllevando en ultimo térmifeoapoptosis celular (Tsujimoto et al.,
2006). La supresion de la secuendiszak-2 del NPY eliminé la localizacion
mitocondrial, obteniéndose una ausencia total deresion del constructo NPY-
rtPericam asi como la desaparicion del porcentajpablacion celular que expresaba
NPY-EGFP con patrén reticular. Se garantizé asilgaemedidas de [¢§ con este

constructo modificado se realizaran de manera sxewen vesiculas de secrecion.
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Por otra parte, de los constructos con sondas @eGECO desarrollados en el presente
trabajo y expresados en las lineas celulares PQN34, tan solo VAMP-RGECOL1,
VAMP-GEMGECO1, VAMP-GEXGECO1, NPY-GEMGECO1 y NPY-GGECOL1
mostraron un patrén adecuado de distribucién sulaceén los SG. Ninguna de las
sondas fluorescentes de?Caon la secuencia de direccionamiento CromograAina
(CgA) se expresaron correctamente, al contrario lggesondas CgA-EGFP y CgA-
MAEQ. A diferencia de las sefales de localizaci@&iwWP y NPY, CgA tiene un alto
peso molecular (50KDa) y los constructos de rtReriy GECO generados con esta
secuencia de localizacion (entorno a los 100KDappugue se empaqgueten con mayor
dificultad a lo largo de la via de secrecion. Adsns2 ha descrito que tanto CgA como
CgB tienden a autoagregarse en entornos acidosltas[C4'] como las que estan
presentes en el lumen del compl&jans-Golgi (Taupenot et al., 2003), lo que podria
dificultar aun mas el correcto empaquetamientostizsesondas de €aDe hecho, bajo
nuestras condiciones experimentales, la tasa des&p del constructo CgA-EGFP fue
ligeramente menor, comparada con la expresion deIRAEGFP y NPY-EGFP tanto

en la linea celular PC12 como en células INS-1.

Las imagenes de células PC12 expresando VAMP-RGE@®Odtraron un patrén
granular poco definido con una baja intensidad Iderdscencia. Se han descrito
problemas similares con constructos de RGECOlidisgal ER, sugiriendo que puede
deberse a interacciones competitivas de los domipimteicos CaM y M13 con
proteinas enddgenas de la via de secreciéon (Wy &044). Con el fin de solventar el
problema del empaguetamiento celular del consti&MP-RGECOL1, se optd por
administrar un medio suplementado con glicerolsacidtivos celulares que expresaran
dicha sonda de &4 In vitro se sabe que el glicerol estabiliza la conformadéras
proteinas e incrementa la tasa de replegamiengb amalisis electroforético (Sawano et
al., 1992).In vivo el grupo del Dr. Kopito demostré que en célulaskHgue
presentaban la mutaciohF508, mas comun en la fibrosis quistica, el tradanboi
celular con glicerol al 10%(v/v) revertia este f@mm ya que aumentaba la tasa de
plegamiento y expresion del canal ded3lociado a la mutacion (Sato et al., 1996). Con
este mismo planteamiento, se han podido subsamaelacelular diferentes patogenias
asociadas a plegamiento aberrante de proteina®(ta€t al., 2014).
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En el presente trabajo la incubacion con un meelaar suplementado con 5%(v/v) de
glicerol mejoré de forma reversible tanto la tasaekpresion como la distribucion
granular de la sonda VAMP-RGECO1 en células PCIilLBief es cierto que la mejora
fue superior con la incubacion en un medio con 10%¢e glicerol, también aumento

la toxicidad asociada al mismo.

Frente a los resultados observados con la sonda RZRBBECOL, los constructos
VAMP-GEMGECO1, VAMP-GEXGECO1, NPY-GEMGECO1 y NPY-GBECO1
mostraron una distribucién granular con una alta tde expresion, tanto en la linea
celular PC12 como en células INS-1. De forma simaldo visto en la expresion de
VAMP-EGFP, los constructos con la sefial de locelma VAMP (VAMP-
GEMGECO1 y VAMP-GEXGECOL1) presentaron una sefiatiada a la membrana
plasmatica, en algunos casos mas intensa que déavadda en los ensayos con la sonda
VAMP-EFGP. La localizacién de estas sondas en cdainpentos acidicos se ha puesto
de manifiesto con el constructo TiVAMP-GEMGECOLlrigido a endosomas en
células MING6 (Albrecht et al., 2015). El tratamiermirevio con glicerol no supuso una
mejora significativa tanto en la localizacion coerola funcionalidad observada en los

registros de Ca obtenidos.

EL PAPEL DEL CALCIO INTRAVESICULAR EN LA SECRECIONCELULAR DE LINEAS NEUROENDOCRINAS. 169



DISCUSION

2. DINAMICA DEL CALCIO VESICULAR EN
POBLACION CELULAR DE LAS LINEAS
NEUROENDOCRINAS PC12, INS-1 E INS-1E.

La dinamica de CéA en los SG es un tema de estudio relativamententecilentro de la
homeostasis del asubcelular. Gracias a la sonda d&¢'04AMP-mAEQ, se han
podido determinar los mecanismos de captacién erdition de CH vesiculares en
diversas lineas celulares, tales como MIN6 (Mitcaehl., 2001; 2003), INS-1E (lezzi
et al., 2005), PC12 e INS-1 (Moreno et al., 200dnt8Domingo et al., 2010) y células
cromafines bovinas (SantoDomingo et al., 2008) nHestro laboratorio se determin6
que el uso de celenteracina nativa y la reduccedtademperatura de trabajo a 22°C,
utiizando la sonda de aequorina mutada VAMP-mAE€&mitian monitorizar
adecuadamente la [€&e El uso de las sondas CgA-mAEQ y NPY-mAEQ
desarrolladas en el presente trabajo supuso utaatento considerable del tiempo de
experimentacion, de forma que fue posible realiegistros de [Cd]s en condiciones
mas fisiologicas, aumentando la temperatura daja 37°C. A 22°C la captacion de
C&* por los SG es un proceso relativamente lento (Eéen& Meldolesi., 1975) y el
aumento de la temperatura incrementd la cinétitprdeeso sin verse afectado el nivel

de [C&"]sc alcanzado.

No obstante, este proceso de captacion dé @micular a la temperatura fisioldgica
s6lo se pudo observar con detalle en las prepaexide células INS-1 e INS-1E,
debido a la mayor expresion de la sonda de ae@uerirestas células en comparacion
con la linea celular PC12. Una mayor luminiscerotal se reflejé6 en una mayor
sensibilidad en la monitorizacion de la dinamicaCa€, lo que permitié apreciar mejor
el fenémeno de captacion de’Caor las vesiculas y el nivel estable d€'Gan su
interior, minimizando los problemas derivados dmisumo de aequorina. Asi pues, la
eleccion del tipo celular de trabajo fue otro apecitico a tener en cuenta a la hora de

realizar estos estudios.
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Otro hecho significativo es que el nivel establ¢@#*]sc medido con CgA-mAEQ fue
un 30-50% inferior respecto al medido con NPY-mABQbien los flujos de CG&
vesicular tienen un comportamiento similar. Puesi® los valores de [€3ss medidos
en células PC12, INS-1 e INS-1E con la sonda NPYe@Ason similares a los
obtenidos con VAMP-mAEQ, esta diferencia radicdeaeuntilizacion de la sonda CgA-
MAEQ. Las cromograninas, y en especial CgA, reptageun 40% de las proteinas
solubles vesiculares y juegan un papel esencitd agregacion de la gran cantidad de

solutos presentes en la matriz de los SG, entie €i&* (Dominguez et al., 2012).

Las cromograninas, con ung &ntre 1.5 y 4mM, son capaces de acumular 50-56smol
de C&" por mol de proteina (Yoo, 2010). De hecho, la eatracién de calcio total
existente en los SG, entre 20-40mM (Winkler & Weath 1980) es 1000 veces
superior a la [Cd]sc medida. Ademas tanto CgA como CgB muestran urdetea a
auto-agregarse en entornos con pH &cido y alta§][@andicién necesaria para que
ocurra la granulogénesis entedns-Golgi (Koshimizu et al., 2010). Con estos datos es
de suponer que la sonda CgA-mAEQ pueda localizamsan “micro-entorno” de la
matriz de los SG, en donde la fQJase encuentre tamponada. Alternativamente, puede
también ocurrir que la CgA, una proteina grandé@ld, interaccione con la mAEQ
que tiene ligada a ella y altere ligeramente snidsl por C&". Un argumento a favor
de esta explicacién es que la cinética de*[Cmedida por la CgA-mAEQ es muy
similar a la que miden el resto de sondas, lo ggeere que esta midiendo en el mismo

compartimento.

Los registros de rellenado de“Can los SG consistieron en un aumento transit@io d
la [C&"]sc seguido de un proceso de acumulacién méas lerpeciedmente notable en
las células INS-1 e INS-1E. Una explicacién a dsteado bifasico puede encontrarse
en la heterogeneidad de la poblacion de SG ennéarde velocidad de captacion de
Cd"*. Segln esta hipétesis, una parte de las vesicapdaria C3 mas rapidamente que
el resto. En esa poblacién de vesiculas 1&']Gamenta mas rapidamente, produciendo
un consumo acelerado de la sonda. Mientras tamtmjvel de [C&] sube mas
lentamente en el resto de la poblacién vesiculanegando la segunda subida. La
meseta final, por lo tanto, corresponderia al nasthble de [Gd] en esta segunda

poblacion vesicular.
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Esta compartimentalizacion vesicular podria comadpr a diferentes tipos de granulos
de secrecion y/o diferentes estados de maduraeidmsdmismos (SantoDomingo et al.,
2010). Asi mismo, no podemos descartar que una phetla sonda esté aun en
compartimentos anteriores de la ruta de la searamia niveles superiores de’C&Sin
embargo, aun en este caso, gracias a que la ammudei este compartimento se
consume mas rapidamente, las medidas obtenidasédespando la [Ggss esta ya

en estado estacionario, deben corresponder Unitaradsa poblacidn vesicular.

Los resultados del presente trabajo confirman gpeoeeso de acumulacién de’Can

los SG de células INS-1 e INS-1E, al igual que a&dinea celular PC12 y células
cromafines bovinas, tiene lugar mayoritariamente@és de ATPasas de tipo SERCA
(Mahapatra et al., 2004; SantoDomingo et al., 2Q080). La hipétesis de acumulacién
de C&" en las vesiculas de secrecion a través de ATRlas@st* es la mas habitual,
numerosos estudios ponen de manifiesto la existeleeste mecanismo (Fossier et al.,
1998; Mitchell et al., 2001; Duman et al., 2006;s&do, 2011). Sin embargo, resulta
llamativo encontrar que la principal bomba dé‘Gasponsable de la acumulacion de
Cd" en las vesiculas es de tipo SERCA, sensible égtagina y BHQ. Medidas de
acumulacion de Gaen distintos compartimentos del aparato de Golgistran que las
bombas de tipo SERCA van siendo sustituidas poiblsmnde tipo SPCA, insensibles a
tapsigargina y BHQ, a medida que se avanza podi&isitos subcompartimentos del
aparato de Golgi, a lo largo d@$-Golgi, medial-Golgi y trans-Golgi (Lissandron et al.,
2010; Pizzo et al., 2011, Aulestia et al., 2015).

No obstante, datos recientes muestran que hay hoomspartimento defrans-Golgi
que acumula G4 a bajo nivel (50uM) pero mediante bombas de tiBRGA (Aulestia

et al., 2015). Nuestros datos sugieren que la pidimavesicular podria proceder de este
subcompartimento détans-Golgi, dado que tanto los valores de {anedidos como

el mecanismo de acumulacién son similares. Porlati@m aunque estudios protedmicos
realizados en células INS-1E no detectaron pratefransportadoras de €aen las
vesiculas de secrecion (Brunner et al., 2007),dextuposteriores en células NIT-1
demostraron la presencia de SERCA2 en la membrarasdvesiculas de secrecidn
(Lee et al., 2009).
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Los efectos sobre la [€3sc de la inhibicién de la V-ATPasa dé Eon bafilomicina, o
de abolicién del gradiente protonico con FCCP,enegi también que existe otra via de
acumulacién de Gade menor importancia, que probablemente tendgarla través
un intercambiador G&H" (Goncalves et al., 2000). No obstante, este sistdm
acumulacion tiene poca afinidad por?Ca podria estar mas bien implicado en
liberacién de C& vesicular por cambios en el gradiente de prot¢Besnacho et al.,
2008).

En la literatura se han descrito numerosos sistatadiberacion de CGa vesicular a
través de la estimulacion con diferentes agonistas principales sistemas de
liberacion de CH de los SG descritos en cultivos de células neda@inas son los
receptores de BRIPsR) y de rianodina (RyR). La presencia deRen las vesiculas de
secrecion ha sido objeto de debate a lo largaehapb (Yoo & Albanesi, 1990; Huh et
al.,, 2005; Endo et al.,, 2006; Pouli et al., 199Bjversos estudios evidencian la
presencia de los tres tipos dgRRen los SG de células cromafines. De hecho, @&o tor
al 60% de los IBR de la célula se localizarian alli (Huh et al.02)0 llegandose a
postular incluso que su actividad podria estar faoldupor interacciones con CgA y
CgB (Yoo, 2000; Huh et al., 2005; Yoo & Hur, 201Rp igual forma, se ha detectado
la presencia de JR en vesiculas de secrecion de células secreterasrdatostatina
(Blondel et al., 1994; 1995). Sin embargo, otrotoras desmienten esta hipotesis
(Mitchell et al., 2001; 2003; Endo et al., 2006 BRuestro laboratorio tanto datos
previos (SantoDomingo et al., 2010) como los des dshbajo muestran que la
estimulacion con IPde células PC12, INS-1 e INS-1E conduce a unaidisndon
rapida y transitoria de la [E3sc y, por tanto, sugieren la presencia deRIRn la

membrana de los SG.

En el caso de células INS-1 intactas estimuladascadbacol, los efectos bifasicos que
se producen se pueden explicar por la liberaciérsivmade C& de otros
compartimentos como el ER, que estimularia la cijptade C&" en las vesiculas.
Conviene mencionar aqui que elsIPambién es capaz de movilizar *Cadel
subcompartimento delrans-Golgi que dispone de bombas SERCA (pero no del
compartimento que expresa SPCA, Aulestia et all5R0lo que apoya también la

hipotesis de que las vesiculas de secrecion poprémeder de este subcompartimento.
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Por otra parte, existen también evidencias dedsgncia de RyR en los SG de diversos
cultivos celulares. Se ha demostrado que la cafaiganista no fisiologico de RyR,
induce liberacion de Gavesicular en células INS-1 e INS-1E asi como meslicelular
PC12, células cromafines bovinas, y células MINGit¢Mell et al., 2001;
SantoDomingo et al., 2008; 2010). De nuevo, laiejdar de varios tipos de respuestas
transitorias o bifasicas en la [€c de células PC12 e INS-1 tras la adicién de cafeina
sugiere la participacién de otros sistemas de diién de C& en distintos
compartimentos. En cuanto al agonista ADP riboslicai(CADPR), existe controversia
sobre su efecto como activador de RyR. Se ha deadosliberacién de Gavesicular
mediada por cADPR en granulos de zimégeno y céMIi6 (Gerasimenko et al.,
1996; 2006; Mitchell et al., 2001), pero no asicétulas cromafines, PC12 e INS-1
(SantoDomingo et al., 2008; 2010). En el presemteajo la estimulaciéon con cADPR
en células INS-1E desencadend dos tipos de regguésita disminucion transitoria y
una respuesta bifdsica consistiendo en un aumemtoposterior disminucion de la
[Ca®*]se Una posible explicacién a esta respuesta bifgmickia ser que predominase
primeramente una liberacién de®Cde otros depésitos sensibles a cADPR, bien ER o
depositos acidicos, siendo éste a continuaciéradappor los granulos a través de
bombas tipo SERCA. Estudios recientes sugiereniéandue el efecto primario de la
CADPR podria ser una estimulacion de la actividddRGA, de manera que
posteriormente el mayor acimulo de*Can el organulo fuera el responsable de
producir una mayor liberacion (Yamasaki-Mann ef 2009). En nuestro caso, este
altimo efecto parece el mas probable, ya que rftasabservado ninguna liberacion de
C&* del ER mediada por cADPR en células INS-1E.

Otro novedoso mecanismo de liberacién d& @esicular es el mediado por el agonista
acido nicotinico-adenin-dinucleétido fosfato (NAADPSe ha demostrado que el
NAADP induce liberacién de Gavesicular en células PC12, granulos de zimégeno y
células MIN6 (Mitchell et al., 2003; Brailoiu et.aR006; Gerasimenko et al., 2006)
aunque comuUnmente este agonista se ha asociaddeeacivbn de CA en
compartimentos lisosomales. Datos previos de rudatioratorio muestran que el
NAADP no fue capaz de inducir liberacién de’Cde los SG de células PC12 o
cromafines (SantoDomingo et al., 2010).
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De forma similar, en este trabajo solo hemos olaslkerwuna leve disminucion de la
[Ca®*]ss en células INS-1E tras estimular con NAADP en gpacentracion muy
superior a la fisiolégica. La identidad del receptte NAADP es actualmente
desconocida y entre los posibles candidatos progaiese encuentran los RyR
(MojziSova et al., 2001; Hohenegger et al., 200@3, Transient Receptor Potential
channels (TRP) (Zhang & Li, 2007) y lo§wo Pore Channels (TPC) (Brailoiu et al.,
2009; Calcratft et al., 2009).

Finalmente, se estudio la relevancia fisiolégicdodemecanismos de liberacién de#Ca
de las lineas neurosecretoras PC12, INS-1 e IN$HE medio de diversos
secretagogos. En primer lugar, se evalué la respuss C&" vesicular frente a
variaciones de la concentracion de glucosa en aliNS-1E comparando estos
resultados con los obtenidos anteriormente en mudboratorio en células INS-1
(SantoDomingo et el., 2010). Para las células IHSskE han observado dos tipos de
respuestas, una disminucion transitoria predoméantina respuesta bifasica que, de
nuevo, puede explicarse asumiendo la participad@®mna poblacion heterogénea de
granulos de secrecidon. En estos casos el aumeniemgeratura de trabajo desde 22°C
a 37°C conllevé una mayor liberacién dé'Caon una cinética ligeramente mas rapida.
En el caso de las células PC12 la despolariza@odia dhembrana plasmatica con alto
K* desencadend aumentos transitorios, predominanbésn disminuciones transitorias
de la [C&"]sc Si bien estos resultados difieren ligeramentagieellos obtenidos con
anterioridad en este laboratorio (SantoDomingolet2810), se vuelve a poner de
manifiesto la heterogeneidad de la poblacion vémicuDe acuerdo con nuestra
hipotesis, las vesiculas de secrecibn mas cercanda membrana plasméatica
participarian activamente en el mecanismo CICR{rituyendo a su propia secrecion,
por el contrario las mas lejanas solo respondaiarcrementos globales de f(Ja,
aumentando la captacion de*Cuaesicular por activacion de ATPasas de tipo SERCA.
En funcion de la intensidad del estimulo, que adepu@de afectar de modo diferente a
distintas células, predominaria la captacion oildardcion, generando las respuestas
variables o bifasicas que observamos. Siguiendcestanlinea de actuacion, se estudio
el efecto de la despolarizacién con altb & los flujos de CA vesiculares de las
poblaciones celulares INS-1 e INS-1E. Especialmesteprendentes fueron las
diferencias de comportamiento de la{Gale los SG entre estos cultivos celulares, en

principio morfoldgica y funcionalmente similares.
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En células INS-1E, el estimulo despolarizador de K produjo una disminucion
rapida y transitoria de la [€3se Por el contrario, en células INS-1 se observé un
acusado aumento transitorio de la{Ji& A la vista de estas diferencias, decidimos
estudiar también los flujos de €aitosélicos en ambos tipos de células sometidas a
despolarizacion con alto 'K Los resultados de estos experimentos mostrar@n un
diferencia radical entre ambos tipos celulareséemihos de la dotacion de canales de
Cc&* operados por voltaje (VOCC).

Mientras las células INS-1 responden a la estinmudacon un enorme aumento de la
[Ca] citosolica, el efecto de la misma estimulacionlas células INS-1E fue casi
indetectable. Por lo tanto, las células INS-1 radpa a la despolarizacion con una gran
entrada de G4 a través de VOCC, mientras que las INS-1E careashpor completo
de este tipo de canales. El origen de las difeasriiologicas existentes entre la linea
celular INS-1 y su clon INS-1E es actualmente dasciolo. Existen estudios que
muestran diferencias en la respuesta secretormnbdasa por ejemplo en la respuesta al
estimulo hipotonico. Las células INS-1 secretamespuesta a este estimulo, mientras
que las INS-1E no responden, a pesar de que ensatabos se produce un aumento de
volumen similar (Orecnd et al., 2008). Estas difeie@s podrian tratar de explicarse en
base a diferencias de densidad de VOCC entre atiploscelulares.

El problema es, por tanto, explicar como la despraleion con alto K de las células
INS-1E es capaz de inducir una respuesta de liiderale C&* de los SG tan rapida e
importante (hasta un 30-40% de disminucién) simapenodificar la [C4] citosdlica.

En nuestra opinion, la anica manera de explicavsestsultados seria asumir que las
células INS-1E poseen un numero muy pequeiio de VQie@b estrechamente
acoplados a los SG, de manera que su activaciéiugira una entrada de €a
pequefia pero muy localizada en la vecindad de désutps. De esta manera, este
microdominio localizado de Gapodria llevar a una activacién de losRPy RyR de
los granulos, produciendo liberacién de'Gde los mismos, pero sin generar aumentos
globales significativos de la [€? citosélica. La importancia de los microdominias d
alto C&" bajo la membrana plasmatica durante el procesoselecion esta

ampliamente reconocida.
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Estos microdominios serian los principales respuasa de la secrecion v,
posteriormente, desaparecerian rapidamente cappaddas ATPasas de Eade los
depésitos internos, por las mitocondrias a trav@sudiportador de G& mitocondrial
(MCU), o bien disipados al medio extracelular ppATPasa de Ga(PMCA) y/o el
intercambiador N4C&* (NCX) de la membrana plasmética (Monck et al., 4199
Bokvist et al., 1995). De hecho, en células croneafise ha documentado la existencia
de complejos funcionales formados con VOCC, ER yoeondrias, denominados
triadas, que intervienen en la modulacién de esiomodominios de alto Ga(Montero

et al., 2000; Garcia et al., 2006). Los datos abtsnen el presente trabajo sugieren que
la contribucion del ER a estos microdominios de &l&" es practicamente nula, al
menos en células INS-1 e INS-1E. En el caso dedlagas INS-1 se podria plantear la
existencia de un modelo de triadas VOCC - SG -cuitdrias, ya que poseen un gran
nimero de VOCC en la membrana plasmética y las contirias captan Gh

rapidamente tras la estimulacion con alfo K

En el caso de las células INS-1E, en cambio, nocuitdrias ni ER parecen jugar
ningtn papel importante, ya que tras la estimutacidn alto K la captacion de Ga
por las mitocondrias es marginal y el ER no prodibmracion de C4. Sin embargo,
no podemos descartar que haya una pequefia frateiditocondrias implicada, ni que
el ER produzca liberacion localizada en los sithmsivos de secrecion, sin que se
modifique significativamente el nivel global de fJaen el ER. Tampoco conseguimos
medir esos microdominios de Tacon una sonda de aequorina dirigida a la zona
submembrana plasmatica, lo que sugiere de nuevsejtmta de una entrada de€Ca
muy localizada y acoplada a los sitios de secretios resultados obtenidos en células
INS-1E sobre la cinética de €avesicular en presencia de quelantes ¢ Ganfirman

la idea de que los VOCC, si bien se encuentran @momdensidad con respecto a la
linea celular INS-1, podrian estar especialmentgplados a los SG, siendo los
principales responsables de la formacién y modétade los microdominios de &Ea

responsables de la secrecion.

Por otro lado, es posible que este acoplamienéfastiiitado por una mayor densidad
de IRR en los SG de las células INS-1E, dado que tantedpuesta de liberacion de
C&" inducida por carbacol como porslRieron muy superiores en estas células con

respecto a las INS-1.
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De hecho, las células INS-1E fueron originalmengdeceionadas por su mayor
capacidad de secrecion de insulina con respecie BNIS-1 parentales (Merglen et al.,
2004). En la literatura se ha descrito la exisgedel interaccion e incluso acoplamiento
fisico entre VOCC vy diversas proteinas de anclaeguysion de los SG a la membrana
plasmatica (sintaxina 1A, sinaptotagmina, SNAP25en) diversos tipos celulares
neuroendocrinos. Existen estudios que proponen V@EQipo L como sensores
proteicos en el acoplamiento estimulo-secreciéngédulas INS-1E yB-pancreaticas
(Trus et al., 2007). Por el contrario, en célulasrafines los VOCC de tipo P/Q y tipo
N predominarian sobre los de tipo L en esta intédacAlvarez et al., 2013). En todos
estos estudios se habla de la existencia de upalisialcion vesicular IRArfimediately
Releasable Pool) relacionada con una fase de exocitosis rapideagnante sincronizada
con un primer estimulo, y una subpoblacion vesicRBRP Rapid Releasable Pool)
asociada con una fase de exocitosis mas lentac@ogiscia de una despolarizacion
consecutiva mantenida en el tiempo (Marengo, 200%).diferencia entre estas
subpoblaciones de granulos de secrecién radicaneacaplamiento intimo de los
granulos de la IRP con las subunidadesde estos canales de “CqAlvarez &
Marengo, 2011; Alvarez et al., 2013).

Se puede proponer un modelo que explique la ddexetle comportamiento de los
flujos de C&" vesicular existente entre los diversos tipos aedsl neuroendocrinos, en
base a la presencia de distintos grados de acapitorentre los VOCC vy las vesiculas.
En las células INS-1E habria un acoplamiento ¢stentre un reducido numero de
VOCC vy las vesiculas del IRP. La despolarizaciénegeria una entrada de Ca
localizada que produciria microdominios de’'Calevados en la vecindad de estas
vesiculas. De esta manera, se activarian los calRR y RyR de las vesiculas y éstas
contribuirian a liberar G4, aumentar el tamafio del microdominio dé*Gedisparar el
proceso secretor. En las vesiculas del RRP, enicamibaumento de la [¢] local
seria mucho menor debido al pequefio numero de VP@@enas produciria efectos.
En las células INS-1 y PC12, en cambio, el nUmer&¢y@CC seria mucho mayor y la
mayoria no estan acoplados a los SG. Debido alelldespolarizacién generaria un
gran aumento del nivel de €aitosélico y una importante activacién de la SERGA
las vesiculas del RRP. Se produciria asi un aunuehtoivel de C& en estas vesiculas
que contrarrestaria la disminucion que se prodackvesiculas del IRP, generando

respuestas variables o bifasicas.
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Este modelo podria ser aun mas complejo considerdndparticipacion de otros
sistemas de disipacion del microdominio d€'Gamo la mitocondria. Ademas, en
algunos estudios se postula también la participag@las vesiculas de secrecion en el
proceso de rellenado deCdel ER mediado por Orai-STIM (Dickson et al., 2012

En conclusién, nuestros datos sugieren que lasaséINS-1E constituyen un modelo
magnifico para estudiar el acoplamiento de los VQ@da membrana plasmatica con
los SG, dado que poseen muy pocos VOCC pero muyefoente acoplados a los
granulos y a la secrecion. Gracias a este acopimnieemos podido demostrar que los
SG realmente son capaces de liber&i* @as el estimulo secretor, con lo que pueden
realmente contribuir a su propia secrecion. Estenepunto que ha sido ampliamente
debatido y que podria dar efectivamente una funitsimlogica clave a la gran cantidad

de C&" acumulada dentro de los granulos (Alvarez & Mace2§11).
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3. ESTUDIO DEL CALCIO VESICULAR EN CELULA
UNICA DE LINEAS NEUROENDOCRINAS PC12 E
INS-1. SUBPOBLACION VESICULAR.

Hasta ahora se ha estudiado la dinamica dév@aicular en poblacién celular de lineas
neuroendocrinas, mediante sondas de aequorinaddsi@ los SG. Estos estudios han
permitido establecer los principales mecanismosag¢acion y liberacién de &aen
los SG de estos cultivos celulares, asi como pepem papel para el €agranular en

el proceso de secrecion inducido por la activadé@wOCC. Este modelo considera un
balance global de la respuesta de la poblaciorcesj si bien en las respuestas
observadas predomina probablemente la componenés dabpoblaciones IRP, RRP y
en menor grado SR 6w Releasable Pool), mas proximas a la membrana plasmatica
(Garcia et al., 2006; Alvarez & Marengo, 2011). &mbargo, en este estudio en
poblaciones celulares resulta dificil explicar corofundidad el origen de ciertas
respuestas bifasicas observadas tras determinasto®ul®s. Para considerar la
contribucién individual de otras subpoblacionesgdinulos de secrecion, como RVP
(Reserve Vesicle Pool), fue preciso llevar a cabo estudios de dinaméc&d" vesicular

en célula Unica, mediante sondas d& @aorescentes dirigidas a los SG.

El principal inconveniente de las sondas dé&" @aorescentes es su sensibilidad a pH
acido, medio propio de las vesiculas de secred@mo se discutio en el primer
apartado, las Unicas sondas que se expresarorctaonente en los SG fueron VAMP-
RGECO1, VAMP-GEMGECO1, VAMP-GEXGECO1, NPY-GEMGECQOL NPY-
GEXGECOL1. Pese a que todas estas sondas deb&sadas en GECO deberian en
principio estar parcialmente saturadas en el rategfC&’] de los SG, en base a sus
valores tabulados degKse considerd que el entorno &cido vesicular pagducir su
afinidad por C& y por tanto aumentar sugKde tal manera que fuera posible realizar

mediciones de Gasignificativas en el interior de los SG.
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El laboratorio del Dr. Campbell asi lo recoge enestudio de medicién de €aen
endosomas de linea celular MIN6, organulos con magiz de acidez similar a la
encontrada en los SG (Albrecht et al., 2015). Enessudio, la sonda de Calirigida a
endosomas TiIVAMP-GEMGECO1 experimentd un aumenttagfy aparente de dos
ordenes de magnitud al pasar de pH 7,0 (460nM) &,pKL7830nM).

En los registros en célula Gnica con la sonda d& \ZAMP-RGECO1, en contra de lo
que cabia esperar al pasar al entorno acido vesicld intensidad de la sefal
fluorescente se minimiz6 considerablemente lo guatp a una escasa modificacion de
la Ky aparente, llevo a desestimar el uso de esta stn@&*. Otro inconveniente fue
que si bien el tratamiento con glicerol a las @dujue expresaban VAMP-RGECO1
mejoro la distribucion de la sonda en los SG, feak#uorescente presentaba siempre
una baja intensidad. Este problema ha sido abondaddiversos autores, resultando en
modificaciones genéticas que, ademas de mejoratelasidad de la sefial fluorescente,
aumentaron la propiadde la sonda de &a(Akerboom et al., 2013; Wu et al., 2013;
2014). Sin embargo, estos nuevos constructos pgegsanuna mayor dependencia
frente al pH, y ademas, en estos mismos estudioosid que el RGECO1 exhibe una
significativa foto-activacion al excitarse en alga de longitudes de onda del azul y del
verde, generando posible artefactos de medidalgmabanadido que cuestiona el uso

de esta sonda de €a

El principal inconveniente del uso de las sondd®metricas de GEMGECO1 y
GEXGECOL1 fue la excitaciébn a longitudes de ondaxiprtés al UV. Debido al
consecuente fotoblanqueo de la sonda, los tiempasxgderimentacion se acortaron a
méximo 8-10 minutos siendo inviable realizar esisdie dinamica de &avesicular en
célula Unica a partir de cierto aumento y resoluaonfocal y resultando por tanto
imposible una diferenciacion mas exhaustiva deslaspoblaciones vesiculares. No
obstante, fue posible explorar la dindmica dé*Gasicular en diferentes regiones
celulares concéntricas seleccionadas: el entormediato granular por debajo de la
membrana plasmatica, una region vesicular intermegi una region interna

caracterizada generalmente por un cumulo de fluenesa de los SG.
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Los experimentos de captacién de®‘Ceesicular en células Unicas depletadas que
expresaban VAMP-GEMGECO1, VAMP-GEXGECO1 y NPY-GEMGEL tanto en

la linea celular PC12 como células INS-1, demastrajue este proceso es similar al
registrado en poblacion celular con las correspands sondas de AEQ dirigidas a los
SG, si bien no se observa el pico transitorio ahidie [C&"]sc Este hecho refuerza la
hipotesis de la diferente compartimentalizaciotedesondas de AEQ dirigidas a los SG
y el consumo de aequorina inicial de estas mismoadas en los compartimentos con
mayor nivel de C& mencionado en el apartado anterior. Nuestros detnsnostrado
que este proceso de captaciéon d& @sta mediado principalmente a través de ATPasas
de tipo SERCA, observandose una disminucion pardalla captacion tras el
tratamiento con BHQ en todas las regiones seleadam Esta disminucion no fue tan
drastica como en experimentos similares realizadgsoblacion celular, probablemente
debido a la saturacién de la sonda dé*Gm algunos compartimentos durante el

rellenado de CGa en condiciones control.

Los experimentos de despolarizacion con alt@&sencadenaron aumentos transitorios
de la [C&"sc Y, como se observa tras la inhibicion con BHQ,rdnemediados
igualmente a través de la SERCA. Estas repuesta@stdieesicular, tratadas desde una
vision global, fueron reflejo del comportamientesci@&o en poblacion celular, con las
salvedades existentes entre la linea celular PCIb3 gélulas INS-1, sin observarse
ademas diferencias significativas de comportamieaio respecto al tratamiento de
deplecién de CaA previo. Por otra parte, el ATP puede actuar aésale receptores
P2X o P2Y, cuyo nivel de expresion varia seguipelc¢elular. En la linea celular PC12
indiferenciada se ha descrito que el ATP desenea@etrada de Gha través de
receptores P2X mayoritariamente, cobrando impoidaria participacion de la
liberacién de CH de depésitos internos, via P2Y, conforme los wmdticelulares de
PC12 se diferencian en neuronales (Sela et all;1®%lan et al., 2000). En la linea
celular INS-1 la diferencia de expresion entre asntazeptores P2X y P2Y no es tan
marcada (Petit et al., 2009). En el presente toagalp se ha evaluado la estimulacion
con ATP en registros de célula unica con la linemlar PC12 expresando tanto
VAMP-GEMGECO1 como NPY-GEMGECOL1, observandose queyrce un aumento

transitorio de la [Cd]sg al igual que la despolarizacién con alto K
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Atendiendo a las diferencias entre las regionescsilnadas, en células PC12 e INS-1
depletadas y posteriormente rellenadas dé, €anforme se produjo un alejamiento de
la membrana plasmatica aparecié una disminuciégresiva en el nivel de captacion
de C&" vesicular asi como una cinética mas lenta delgsmcEsa disminucion fue mas
marcada en los registros con la sonda VAMP-GEMGE@®@ite a la sonda NPY-
GEMGECOL1, en la cual no se aprecian diferenciasifgigtivas entre las regiones
intermedia y cercana a la membrana plasmatica. liestko puede ser atribuible a la
presencia de una componente de la sonda VAMP-GEMIEGcalizada en la parte
externa de la membrana plasmatica, sensible atobios en la [Cd] externa, a pesar
de la seleccibn minuciosa de las regiones vesgslaNo obstante, si parecen
mantenerse las diferencias entre estas regionagggion vesicular mas interna. Una
explicacion a este cambio en la cinética de camaegésicular de G con la distancia
de la membrana plasmatica puede darse en basgegtasion de la onda de Ca lo
largo de la célula. En las regiones préximas a kmbrana plasmatica tanto la
activacion de la entrada de Caapacitativa como la inducida por despolarizaciom
alto K" o la entrada de &4a traves de receptores de ATP generaria una zaitad
[Ca™]. Las vesiculas de esa zona podrian experimemtar mayor y mas rapida
captacion de G4 la cual tanto en células PC12 como células INBetiomina sobre la
liberacion debido a la gran entrada de’'Ca través de los VOCC. Puesto que el
gradiente de [CGd] disminuiria conforme nos alejamos de la membraaamatica, el
proceso de captacion de“Cde vesiculas de zonas mas internas sufriria uemento

en amplitud maxima y cinética del mismo.

No obstante, podria plantearse ademas un segundanis®o relacionado con el
proceso de maduracion que sufren las vesiculaslargo de su recorrido hacia la
secrecién. Dentro de la matriz granular el calaiede encontrarse libre como“a
bien unido a diferentes moleculas como ATP, cromagas, etc (Borges et al., 2012).
Dentro de la fraccion de calcio ligado, a su vez mede considerar un
subcompartimento estructural de intercambio muyoley otro subcompartimento que
se encuentra unido a cromograninas y otros compesmete afinidad proxima a la
fraccion de C#& vesicular libre, disponible de intercambio y cantamafio que puede
depender de las variaciones en la’[za(Alvarez, 2012).
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Esta bi-compartementalizacion (o tri-compartimenéalion) del calcio total vesicular
podria tomar parte en el proceso de reduccion deduosmoética, necesario para la
acumulacion de catecolaminas en los SG. La acuiulate catecolaminas es un
proceso realizado a través de transportador vesiadé monoaminas (VMAT) en
sinergia con la acumulacion dé€ H través de la bomba d€ Macuolar V-ATPasa, y
por tanto con el proceso de acidificacion que sufess vesiculas a lo largo de su
recorrido hacia su secrecion. En las vesiculasiogrH cercano a 6,4 presente en el GC
(Llopis et al., 1998) originalmente existiria unaymor proporciéon de Calibre que
darfa lugar a una menor y mas lenta captacion dev@aicular a través de la SERCA.
Conforme fuera aumentando la fuerza osmotica pematacién de catecolaminas, la
proporciéon de Ca-libre disminuiria progresivamente, incrementandekaivel y la

cinética de la captacion de Caesicular.

Pese a que se requieren investigaciones posterieraso de las sondas de’Ca
fluorescentes en el estudio de la dinamica d& @alos SG de célula Gnica descrito en
el presente trabajo establece un interesante plenfmartida para elucidar el papel del
Cd* vesicular entre las diferentes subpoblaciones m@utps de secrecién y su

contribucién al proceso de exocitosis.
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CONCLUSIONES

1. Las imagenes de microscopia confocal de la locafimasubcelular de las sondas
VAMP-EGFP, CgA-EGFP y NPY-EGFP mostraron patronesnglares para las
lineas celulares neuroendocrinas PC12, INS-1 ellNSEste hecho corrobora la
localizacion vesicular de las sondas CgA-mAEQ y NRXEQ. Funcionalmente la
localizacion en la matriz granular de las sondas ABEQ supone ventajas

experimentales con respecto a la sonda VAMP-mAE{ada en la membrana.

2. Las quimeras fluorescentes dirigidas a granulossetrecion mas eficaces para
detectar variaciones de la [Cgen el medio acido intragranular han sido VAMP-
GEM(GEX)GECO1, y NPY-GEM(GEX)GECO1. Las sondas codRericam y
aquellas con la secuencia CgA no se expresaromctamente en granulos de
secrecion. En el caso de VAMP-RGECO1, si bien lai@a de glicerol mejoré su

distribucién granular, la sonda no fue capaz deadat variaciones en la [E&se

3. Los resultados obtenidos con las sonda NPY-mAEQadilaciones celulares de
lineas neuroendocrinas PC12, INS-1 e INS-1E muesfua la concentracion basal
de C&" libre en la matriz densa de los granulos de sigrese sittia entre 20-gM.
Los valores obtenidos con la sonda CgA-mAEQ fueronsiderablemente mas
bajos, sugiriendo la posibilidad de que la CgA pusnponar la [Cd], bien por sus

caracteristicas fisico-quimicas, o las del entoiomde se distribuye.

4. Los mecanismos responsables de los flujos dé@aiculares en las lineas celulares
PC12, INS-1 e INS-1E son similares. La acumuladién C&" vesicular se da
fundamentalmente a través de ATPasas tipo SERCAIcarpequefia contribucion
de un intercambiador €3H". La liberacién de Ca vesicular es mayoritariamente
dependiente de R y RyR. En estos tipos celulares, la escasa bowitn de los
segundos mensajeros cCADPR y NAADP sugiere que earele sus receptores

especificos.

5. Tanto los cambios en el nivel de glucosa en el dastélulas INS-1 e INS-1E como
la estimulaciéon con alto Ken las lineas celulares neuroendocrinas generan
respuestas heterogéneas que sugieren la part@ipdei diferentes subpoblaciones
vesiculares en términos de dindmica d& Qegulando la sefial de €a el proceso

de exocitosis.
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6. Un andlisis comparativo mas detallado de la repuieehte a alto Ken las lineas
celulares INS-1 e INS-1E ha mostrado diferencia®lfigicas importantes entre
ambas. Para las células INS-1, con una alta tasaxgeesion de VOCC, la
regulacién de la respuesta de*Cen la secrecién podria venir condicionada por un
sistema VOCC-mitocondria-granulos de secreciona Raétulas INS-1E, una baja
expresion de VOCC se compensaria con una regulasitbacha, practicamente de
acoplamiento, entre VOCC-granulos de secrecion.

7. El estudio de la dindmica de Caesicular en célula tnica, en lineas celulares2PC1
e INS-1, ha proporcionado resultados consisterdaesl@s obtenidos en poblacion
celular. Por un lado, la acumulacién d&'Gaesicular se realiz6 a través de ATPasas
tipo SERCA. Por otro lado, los estimulos de desaeaion con alto Ky ATP

produjeron aumentos transitorios en lagTx

8. En los estudios realizados en célula Unica se basiderado tres regiones arbitrarias
de posibles subpoblaciones vesiculares: periféringermedia y central. Las
variaciones de la [G§sc en respuesta a diferentes maniobras, son de menor
magnitud y mas lentas conforme nos alejamos deembrana plasmatica. Estas
diferencias pueden deberse a la progresion deda da C& a través de la célula, o
bien ser causadas por un mecanismo asociado atexaraiento del calcio total
intragranular y/o el proceso de maduracion de taawgos de secrecion a lo largo de

su recorrido hacia la membrana plasmatica.

9. Los datos obtenidos tanto en los registros en pariaelular como en célula Unica
apoyan la hipétesis de que la liberacién dei*@aragranular puede contribuir a su
propia secrecion. Los estimulos que inducen seureeimbién liberan Gade los
granulos de secrecion, y en el caso concreto denda INS-1E nuestros datos
sugieren la existencia de un acoplamiento direnteedos VOCC de la membrana
plasmatica y los RyR o }R de los granulos de secrecion, capaz de deseraaden

rapidamente liberacién de €anducida por C& (CICR).
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