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1 ABREVIATURAS

[Ca*"].t, Concentracién de Calcio libre Citosolica
Ach, Acetilcolina

BSA, Albtimina de Suero Bovina

DIV, Dias In vitro

DMEM, Medio de Eagle modificado por Dulbecco
FBS, Suero Bovino Fetal

GFAP, Proteina Fibrilar Acida de la Glia

GMPc, Guanosiin Monofosfato Ciclico

GPCRs, Receptores Acoplados a Proteinas G
HBSS, Solucion salina balanceada de Hank

IC, Inmunocitoquimica

IP; Inositol 1,4,5-trifosfato

IP3R, Receptor de Inositol-trifosfato

MEC, Medio Estandar Externo

NCX, Intercambiador Na'/Ca*"

NMDA, N-Metil-D-Aspartato

OMS Organizacion Mundial de la Salud

P2X7, Receptor Purinérgico 7

PBS, Solucion tamponada de Fosfato

PDGF, Factor de crecimiento derivado de plaquetas
PFA, Paraformaldehido

PKC Proteina quinasa C

PLC, Fosfolipasa C

RE, Reticulo Endoplasmatico

ROCCs, Canales de Ca*" Operados por Receptor
RyR, Receptor de Rianodina

Se, Desviacion Estandar

SERCA, Bomba de Ca?" del Reticulo Endoplasmatico
SMOCCs. Canales de Ca*" Operados por Segundos Mensajeros
SNC, Sistema Nervioso Central

SOCE, Entrada de Ca®" Operada por Depdsitos
Shocks, Canales de Ca®* Operados por Dep6sitos
STIM, Molécula de Interaccion del Estroma

Tg, Tapsigargina

TKR, Receptor tirosina quinasa

TRP, Canales tipo Potencial de Receptor Transitorio.
VOCCs, Canales de Ca”" Operados por Voltaje.
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2 RESUMEN

El cancer ha sido recientemente relacionado con la dishomeostasis o remodelado del Ca**
intracelular. El fenotipo tumoral se caracteriza por el aumento descontrolado de la proliferacion
y de la migracion celulares, y la resistencia a la muerte celular, procesos en los cuales participa
directamente el Ca>" intracelular. Sin embargo, muchos de los estudios se han llevado a cabo en
lineas celulares, no habiendo practicamente datos en tumores primarios y/o metastasis
cerebrales. En el presente estudio se ha desarrollado un protocolo original para el cultivo
primarios de muestras frescas de tumores cerebrales extraidos en la unidad de neurocirugia del
Hospital Universitario del Rio Hortega (HURH) para el anélisis de la sefial de Ca*"en tumores
cerebrales. Se han recibido 22 muestras que fueron congeladas inmediatamente. En 14 de las
muestras recibidas incluyendo 4 meningiomas, 2 oligodendrogliomas, 2 astrocitomas, 2
glioblastomas y 4 metéstasis (dos pulmonares, 1 adenopapilar y otra ductal de mama) se ha
podido establecer cultivos primarios de células tumorales. Las células se sembraron sobre
cubreobjetos estériles para monitorizar el Ca’‘intracelular a nivel de célula Gnica mediante
imagen de fluorescencia y el estudio de la expresion de marcadores por inmunofluorescencia.
Los experimentos de imagen se llevaron a cabo el mismo dia de la obtencion de la muestra (0
dias in vitro, 0 DIV), el dia siguiente (1 DIV) o tras su cultivo a largo plazo. Se ha estudiado la
magnitud de la entrada capacitativa de Ca”'y las respuestas a diferentes estimulos incluyendo la
despolarizacion con alto potasio (K") que activa canales de Ca®'dependientes de voltaje,
glutamato y ATP. En algunos casos se estudiaron también los efectos de agonistas especificos
como NMDA, kainato o el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). Los resultados
muestran que los células de tumores de origen glial (oligodendrogliomas, astrocitomas y
glioblastomas) expresan GFAP mientras que las células de metastasis cerebrales no lo expresan.
Respecto a las respuestas funcionales, encontramos que los oligodendrogliomas responden a
despolarizacion con alto K, kainato y PDGF. Los glioblastomas responden a NMDA, pero no a
K, ATP o glutamato. En contraste, los meningiomas y astrocitomas responden a ATP, pero no
a K o glutamato. Finalmente, los datos sugieren una correlacioén negativa entre la malignidad
del tumor y la entrada capacitativa de Ca>". Las metéstasis pulmonares y adeno papilar muestran
déficit de SOCE y responden, casi exclusivamente, a ATP. Estos resultados siembran las bases
para una caracterizacion del remodelado del Ca®* intracelular en tumores cerebrales y podrian
contribuir al mejor diagndstico, pronodstico y tratamiento de estos tumores.
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3 INTRODUCCION

3.1 Homeostasis del Ca2+* Intracelular

La sefializacion por Ca>" es un proceso universal y versatil. El Ca®" participa en la regulacion de
un amplio abanico de funciones celulares, desde el control de la contraccion del misculo
cardiaco hasta la regulacion de puntos clave del ciclo celular y los proceso de proliferacion y
muerte celular (Clapham, 1995) (Berridge, 2003).

La versatilidad del Ca®* como segundo mensajero se debe, principalmente, a la existencia de
numerosos enzimas regulados directa o indirectamente por Ca** y/o la proteina calmodulina.
Dada su naturaleza quimica, el Ca®", al contrario que otros segundos mensajeros, no se crea ni
se destruye, sino que se transporta. La concentracion de Ca*" es cuatro drdenes de magnitud
mayor en el espacio extracelular respecto del intracelular. Esto, junto con el gradiente eléctrico,
favorece la entrada de Ca*" a la célula. Debido a su pequedisima concentracion intracelular,
pequefios cambios en los flujos de Ca*" originan cambios en la concentraciéon del i6n ([Ca®]e;)
que acaban controlando numerosos procesos celulares. Para mantener una adecuada
homeostasis o equilibrio del Ca*" existen distintos sistemas de transporte desde canales de Ca**
de la membrana plasmatica y de organulos subcelulares, los cuales permiten el flujo de Ca®"
hacia el citosol a favor de gradiente, hasta proteinas que unen y tamponan los cambios de Ca**
intracelular; también estan los sistemas de extrusion de Ca®", que transportan el ion fuera del
citosol en contra de gradiente electroquimico (Figura 1) (Berridge, 2003) (Rizzuto, 2006).
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Figura 1. Homeostasis del Ca®* intracelular. En la imagen se representan diferentes fuentes de Ca®',
mecanismos de extrusion y tamponadores en una célula en condiciones fisiologicas. Se representan los
canales de Ca®* operados por voltaje (VOCCs), canales de Ca”" operados por receptor (ROCCs), receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs) y canales de Ca®* operados por depdsitos (SOCCs) y canales operados por
segundos mensajeros (SMOCCs) que participan en la entrada de Ca*" en el citosol. La liberacion de Ca*" al
citosol también tiene lugar desde los depésitos intracelulares de Ca®', a través de los Receptores de Rianodina
(RyR) y los Recetores de Inositol-trifosfato (IPsRs). También se muestran los sistemas de extrusion de Ca”",
entre los que se incluyen el intercambiador de Na*/Ca®" (NCX) y las ATPasas de Ca®" de la membrana
plasmatica (PMCA) y del Reticulo Endoplasmatico (SERCA). El uniportador de calcio mitocondrial (MCU),
y el intercambiador de Na'/Ca*" mitocondrial (NCXm) que también contribuyen a la regulacion del Ca?*. Los
estimulos que activan los diferentes canales se representan como triangulos sobre dichos canales, tal y como
se indica en la leyenda. Modificado de Grienberger (Grienberger, 2012).
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Los canales de Ca’" se caracterizan por ser proteinas transmembranas que permiten el flujo
selectivo de Ca®" a favor de gradiente electroquimico. Se pueden clasificar en funcion de su
mecanismo de activacion, pudiendo distinguirse los canales de Ca®" operados por voltaje,
VOCCs, por receptor, ROCCs, por segundo mensajero, SMOCCs o por depodsitos, SOCCs
(Parekh, 2005).

Los VOCCs se activan por cambios en el potencial de membrana de la célula. En general, se
activan mediante la despolarizacion de la membrana plasmatica, la cual puede alcanzarse
cambiando la concentracion relativa de K' en el medio extracelular, es decir, con un medio con
alto K" extracelular. Estos canales se expresan principalmente en células excitables como las
neuronas, las células musculares y las endocrinas. En las neuronas, estos canales son esenciales
en la liberacion de neurotransmisores y, por tanto, la transmision sindptica. Se han descrito seis
tipos de VOCCs, que a su vez se clasifican desde un punto de vista funcional en canales de bajo
umbral o canales tipo T y canales de alto umbral (L, N, P, Q y R). Los canales de bajo umbral,
también denominados tipo T (transitorios), son activados desde potenciales de membrana
bastante negativos por pequefias despolarizaciones. Sin embargo, los segundos se activan desde
potenciales menos negativos y ademas requieren de una despolarizacion mas intensa. La
alteracion de la entrada de Ca®" a través de los VOCCs puede desembocar en el desarrollo de
diferentes patologias, tales como ateroesclerosis y arritmias cardiacas. Ademads, en algunos
tumores se ha observado una expresion elevada de canales tipo T y L, lo que sugiere que pueden
tener un papel en la tumorogénesis (Taylor, 2008).

Los ROCCs permiten la entrada de Ca®" al citosol como consecuencia de la unioén de un ligando
externo. Dentro de los ROCCs destacan los receptores purinérgicos P2X, los cuales permiten la
entrada de Ca’" tras la union extracelular del ATP, su agonista. Estos receptores estan
ampliamente distribuidos, habiéndose descrito funciones en neuronas, células gliales, hueso,
musculo, endotelio, epitelio y células hematopoyéticas. Estos canales tienen un papel
importante en patologias tales como la enfermedad inflamatoria intestinal, diabetes, isquemia,
incluso en el desarrollo del cancer (Burnstock, 2013). Los receptores ionotropicos nicotinicos se
activan por la unién de la Acetilcolina (Ach) y de otros agonistas como la nicotina. Estos
receptores estan implicados en la epilepsia, en la enfermedad de Alzheimer y ademas se han
relacionado con el desarrollo de cancer de pulmoén (Ambrosi, 2013). Los receptores ionotropicos
de glutamato se clasifican en funcion del agonista que los active, pudiendo distinguir 3 tipos:
receptores AMPA, NMDA o kainato. Estos receptores se expresan en neuronas y otras células
del sistema nervioso y se ocupan de la transmision sinaptica.

La actividad de los SMOCCs esta regulada por moléculas que actian como segundos
mensajeros en el interior celular, siendo las mas comunes el Diacilglicerol (DAG), el acido
araquidonico y sus metabolitos o diversos nucledtidos ciclicos como AMPc y GMPc.

La activacion de los SOCCs constituyen una via de entrada de Ca®" al citosol como
consecuencia del vaciamiento de los depositos intracelulares de Ca®’, fundamentalmente el
Reticulo Endoplasmatico (RE).
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La entrada de Ca’" desde el medio extracelular tras el vaciamiento de los depbsitos, a través de
ciertos canales de la membrana plasmatica, se conoce como Entrada Capacitativa de Ca?* o
Entrada de Ca’* Operada por Depésitos (SOCE). Esta via regula gran variedad de funciones
celulares, y guarda una importante relacion funcional con orgénulos subcelulares que participan
en la homeostasis del Ca" intracelular, como el propio RE y las mitocondrias. A nivel
molecular, la proteina transmembrana STIM (Molécula de Interaccion Estromal) acttia como un
sensor de Ca®" de los depositos (Figura 2). Esto se debe a que en su estructura, en concreto, en
la cara del lumen del RE, hay un dominio conocido como mano EF que une Ca*". Por lo tanto,
cuando la concentracion de Ca>" del RE disminuye, también disminuye el porcentaje del mismo
que permanece unido al dominio mano EF, lo que produce oligomerizacion entre las moléculas
STIM. Dicha oligomerizacion permite la interaccion de estas proteinas con los SOCCs, como
por ejemplo Orais y TRPs, los cuales se encuentran localizados en la membrana plasmatica, lo
que permite la entrada selectiva de Ca®" (Feske, 2006).

Figura 2. Entrada Capacitativa de Ca®". La activacién por agonista tanto de GPCRs como de los
Receptores Tirosin Kinasa (TKR) activan a la fosfolipasa C (PLC) que genera Inositol 1,4,5-trifosfato
(IP3), el cual activa a su receptor IP;R provocando el vaciamiento de Ca’" del RE. Este efecto causa la
redistribucion y oligomerizacion de STIM1 dentro del RE hacia 4reas cercanas de los canales Orail de
la membrana plasmatica. Se produce una interaccién entre STIM1 y ORA1 dando lugar a la formacion
del canal STIM1-Orail que permite la entrada de Ca®" al citosol. El rellenado del RE revierte los pasos
anteriores. Modificado de Hewavitharana (Hewavitharana, 2007).

Recientemente se ha descrito que SOCE esta significativamente aumentada en lineas celulares
tumorales y en diversos tumores contribuyendo a diferentes caracteristicas tumorales como la
proliferacion excesiva, la inmortalidad replicativa, la migracion, la metastasis y la resistencia a
la muerte celular. Por ejemplo, se ha descrito que en cancer de pulmoén (Zha, 2015), colon
(Hernandez-Morales, 2017) y esofago (Zhu, 2014) existe sobreexpresion de moléuclas
implicadas en SOCE como Orail y STIM1. Ademas, la inhibicion o silenciamiento de de Orail
y STIM1 reduce la migracion del cancer de prostata (Zhou, 2017) y melanoma (Umemura,
2014).



INTRODUCCION

La extrusion de Ca®" hacia el medio extracelular es esencial para el mantenimiento de la [Ca”]cit
basal. Esta extrusion se realiza en contra de gradiente electroquimico por medio de bombas de
Ca®"/ATPasas de la membrana plasmatica (PMCAs) o intercambiadores Na"/Ca*" y Na*/Ca®*-K"
(Rizzuto, 2006).

El Ca®" puede ser almacenado en organulos subcelulares que funcionan como depdsitos con el
fin de regular y mantener la [Ca®].i. Ademas, el Ca*" puede ser liberado de estos depositos por
la presencia de canales intracelulares de Ca’'de las endomebranas que se activan en respuesta a
distintos ligandos que actiian como segundos mensajeros. El principal deposito de Ca®" es el
RE. En dicho deposito la concentracion de Ca®* es similar a la del medio extracelular (107 M).
Los canales intracelular de Ca’* del RE se clasifican en funciéon del segundo mensajero que
provoca su apertura y, por consiguiente, la liberacion de Ca®" hacia el citosol. Estos son el
receptor de Inositol trisfosfato o IP; (IPsR) y el Receptor de Rianodina (RyR). El IP; se genera
por fosfolipasas a su vez activadas por receptores de membrana como los receptores acoplados a
proteinas G o ciertos receptores con actividad tirosina quinasa. Este es el caso, por ejemplo de
los receptores del factor de crecimiento derivado de plaquetas o PDGF. Como sistema de
extrusion de Ca>" se encuentra la SERCA (Sarco Endoplasmic Reticulum Calcium pump). Cabe
destacar que la SERCA puede ser inhibida irreversiblemente por accion de la Tapsigargina
(Tg), lo que provoca el vaciamiento del RE, lo que activa la entrada capacitativa de Ca*'en
ausencia de IP;. El Ca®" contenido en el RE, ademas, presenta un papel clave en las funciones de
este compartimento, puesto que participa en el plegado, secrecion y modificacion
postraduccional de las proteinas, en la sintesis de lipidos, en el estrés de RE y en la sensibilidad
a la apoptosis (Corbett, 2000).

La mitocondria es un organulo subcelular que participa de forma activa en la homeostasis del
Ca®" intracelular. En condiciones de reposo, la concentracion de Ca*" mitocondrial es similar a
la citosolica. La enorme diferencia de potencial entre la mitocondria y el citosol propicia la
acumulacion de Ca®" en su interior a favor de su gradiente electroquimico. La entrada de Ca*" a
la mitocondria es mediada, basicamente, por el uniportador de Ca*" mitocondrial, un canal de
Ca”" activado por el propio Ca*" intracelular. El Ca*" acumulado en la mitocondria se extruye a
través de intercambiadores mitocondriales como el intercambiador de Na'/Ca®" mitocondrial
(NCLX), los cuales aprovechan el gradiente electroquimico de Na* para extruir Ca*". La captura
de Ca®" por la mitocondria impide la inactivacion de los canales de Ca*" que participan en la
entrada capacitativa de Ca®".

3.2 Aspectos Generales de los Tumores del Sistema Nervioso Central

Los tumores cerebrales son un grupo muy heterogéneo de tumores. Actualmente se conocen
mas de 120 tipos, segun la Nacional Brain Tumor Society, y son clasificados por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) a partir de su histologia y su grado de malignidad,
desde poco agresivo (benignos) a muy agresivo (maligno). Los tumores se clasifican en dos
grandes grupos: los tumores primarios, que se originan a partir de células propias del Sistema
Nervioso Central (SNC), y los tumores secundarios o metastasicos, que son los que se originan
en otra parte del cuerpo y se implantan como metastasis en el cerebro. Ademas, atendiendo al
grado de malignidad, la OMS clasifica a los tumores del SNC en: I, 11, III, IV. Los tumores de
grado | se caracterizan por tener un potencial proliferativo bajo. Los tumores de grado II son
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tumores con un indice de proliferacion bajo pero se caracterizan por ser infiltrantes y a menudo
evolucionan a grados superiores. Los tumores de grado III presentan evidencias histologicas de
malignidad y los de grado IV se relacionan con una evolucion rapida y fatal, como es el caso
habitual del glioblastoma. Entre los tumores primarios mas frecuentes destacan el meningioma
(benigno) y el glioblastoma (maligno), mientras que las metastasis mas frecuentes son de
cancer pulmonar, mamay piel.

Los tumores primarios del SNC constituyen en torno al 2 % del total de las neoplasias del adulto
y son responsables del 2.4 % de las muertes por cancer. En Espafia se diagnostican unos 3.000
casos nuevos al afio y se estima una incidencia levemente superior en varones que en mujeres
(Dolecek, 2012). A pesar de la relativa baja incidencia, los tumores cerebrales suponen un
importante problema de salud, ya que son enfermedades de mal prondstico y que provocan un
gran deterioro funcional. La localizaciéon de estos tumores es variable, aunque el sitio mas
comun son las meninges, siendo estos los tumores benignos mas frecuentes, seguidos de los
gliomas. Seguin su histologia, los tumores primarios se clasifican en tumores de origen glial,
pineal y meningeos.

Los gliomas representan el 80 % de los tumores primarios malignos del SNC (Ganau, 2015).
Estos son los mas agresivos y letales y se definen como tumores que se originan en las células
de la glia, las cuales son necesarias para el mantenimiento, proteccion y nutricion de las
neuronas. A pesar de los avances terapéuticos incluyendo la cirugia y la radio/quimioterapia, el
tratamiento de los gliomas malignos es paliativo, con wuna supervivencia media
aproximadamente de 1 afio (Omuro, 2013). Dentro de las células de la glia se encuentran los
astrocitos, oligodendrocitos y las células ependimarias, entre otras. Cada uno de estos tipos
celulares puede dar lugar a tumores, estableciendo asi la siguiente clasificacion:

» Ependimoma: Son tumores que se forman en las células ependimales, es decir en las
células que revisten los espacios que existen dentro del cerebro y de la médula espinal.
Se caracterizan por aparecer en edad pediatrica o en individuos jovenes, y representan
el 4 % de los gliomas.

» Oligodendroglioma: tumores derivados de los oligodendrocitos y se caracterizan por
ser generalmente benignos. Es un tumor de baja prevalencia (6 % de los gliomas),
siendo mas frecuente en los hombres.

» Astrocitoma: tumores que derivan de los astrocitos y que presentan una incidencia en
torno al 12 % de todos los tumores cerebrales y al 20 % de todos los gliomas.

» Glioblastoma multiforme: Es el tumor cerebral mas frecuente, representando el 25 %
de los tumores cerebrales y el 50 % de los gliomas, siendo uno de los tumores mas
agresivos del organismo. Hasta el momento s6lo se consigue prolongar la vida del
paciente, aunque cada vez con mejor calidad de vida. Se caracteriza por presentar una
proliferacion celular descontrolada, infiltracion difusa, resistencia a la apoptosis,
células gigantes y pleiomorfismo nuclear y celular (Yamakana, 2009).
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Son tumores que se originan en las envolturas del cerebro, a partir de células aracnoides. Se
caracterizan por ser benignos y de crecimiento lento, por lo que los sintomas y signos suelen ser
debidos a comprension de estructuras adyacentes.

Se originan a partir de adipocitos y vasos sanguineos anormales. Generalmente son de caracter
benigno poco frecuentes, representan en torno al 1 % de los tumores espinales.

Son lesiones originadas en tejidos fuera del cerebro pero que se implantan en el tejido cerebral.
Son las lesiones cerebrales mas frecuentes en adultos. Las metastasis cerebrales ocurren entre un
15 % y un 20 % de los pacientes con céancer, siendo estas 10 veces mas frecuentes que los
tumores cerebrales primarios.

3.3 Papel del Ca%* en el Cancer

La sefializacion del Ca®" podria estar implicada de manera directa o indirecta en procesos
caracteristicos de las células tumorales. Numerosos estudios apuntan a que durante la
carcinogénesis tiene lugar un remodelado del Ca*" intracelular. Probablemente, este remodelado
sea consecuencia de mutaciones, tanto genéticas como epigenéticas, factores ambientales o las
respuestas adaptativas que inicia el cancer. Sin embargo, las alteraciones que se producen en el
transporte de Ca’" son procesos clave en la progresion del mismo, puesto que son necesarios
para la proliferacion, resistencia a la apoptosis y la expansion del tumor (migracion, invasion y
angiogénesis) (Chen, 2013; Prevarsakaya, 2014). El remodelado del transporte de Ca*" en el
cancer puede consistir en un cambio de expresion de los canales y las bombas de Ca®". Ademas,
puede producirse una alteracion en la actividad de los participantes moleculares del transporte
de Ca®" a consecuencia de mutaciones génicas y modificaciones postraduccionales (Monteith,
2012). Todos estos cambios podrian contribuir a la progresiéon del cancer a través de la
alteracion de la [Ca®].i (Lee, 2011). Por lo tanto, queda claro que los principales canales de
Ca”" estan involucrados en el crecimiento tumoral maligno. Por ejemplo, La modulacion de los
VOOCs parece jugar un papel fundamental para la aplicacion farmacoldgica y clinica en lo
referente a tumores cerebrales y malignos. También se ha encontrado que los canales TRPs,
puesto que participan en la regulacion de la homeostasis, control del crecimiento o
supervivencia celular, podrian ser otro punto a tener en cuenta en la terapia de los
glioblastomas. Otro canal que podria jugar un papel importante es el P2X7R, pues su activacion
estd ligada con el aumento de la expresion de factores que promueven la inflamacién, la
migracion de células tumorales, el incremento de la movilizacion del Ca*" intracelular y la
despolarizacion de la membrana en los gliomas malignos (Cuddapah, 2011) (Wei, 2008).

Ademas, estudios recientes relacionan la sobreexpresion de STIM1 y Orail en tumores solidos,
lo que promueve la migracion celular, invasion, proliferacion y resistencia a la apoptosis y
quimioresistencia. Por ello, se piensa que inhibidores de estas proteinas podrian ser usados
como dianas terapéuticas para prevenir la metastasis. Sin embargo hay estudios contradictorios,
Hooper, R. (Hooper, 2015) han informado de que en metastasis de melanoma, dado el papel de
la PKC, la SOCE esta disminuida.



INTRODUCCION

3.4 Hipotesis, Objetivo Principal y Objetivos Especificos

La hipotesis del presente trabajo es la existencia de alteraciones fisiopatologicas de la sefial de Ca*" en
células de tumores cerebrales humanos que pudieran ser utiles para el diagndstico, establecimiento del
pronostico y posibles tratamientos de los tumores.

El Objetivo Principal del Trabajo Fin de Master es determinar las posibles alteraciones de la sefial de
Ca”" en las células de tumores cerebrales humanos. Para ello, se plantearon los siguientes objetivos
especificos:

1. Puesta a punto de un protocolo estandar para el establecimiento de cultivos primarios de muestras
de tumores cerebrales humanos, tanto de tumores primarios como metastasis cerebrales, recién
extraidas de los pacientes.

2. Caracterizar la presencia de GFAP, proteina propia de la glia, en los cultivos primarios de
tumores cerebrales.

3. Caracterizar la respuesta en términos de Ca’’ intracelular a distintos agonistas en los cultivos
primarios de tumores cerebrales, tanto de tumores primarios como de metastasis cerebrales, que
impliquen la activacion de diferentes receptores y sistemas de transporte de Ca®" en el Sistema
Nervioso Central incluyendo la entrada capacitativa de Ca®", los canales de Ca>" dependientes de
voltaje y los receptores/canales de ATP y NMDA



4 MATERIALES Y METODOS

4.1 BUFFERS Y SOLUCIONES

Tabla 1. Materiales y Reactivos

MATERIALES Y METODOS

Reactivo/ Material

Casa Comercial

Poly-L-Lysina, Filtro Nylon 40 uM

BD (Madrid, Espatiia)

Medio Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS);
L-Glutamina; Tripsina-EDTA

Gibco (Barcelona, Espafia)

Fura2/AM; Medio Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEN) 4.5 g/L Glucosa

Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA,
EE.UU)

Goat anti-conejo IgG - FITC anticuerpo
secundario

Molecular Probes (Eugene, OR, EE.UU)

Acido etilenglicol-bis (2- aminoetilico) -
N,N,N',N'-tetraacético (EGTA); KCl; Na,HPOy;
KH,PO,4; HCI; MgCl,; NaCl; NaOH; Tris-HCI;

Triton X-100; CaCl,; Glucosa

Merck (Madrid, Espafia)

Placa nunc 4 pocillos; Placa Petri

Labclinics (Barcelona, Espatiia)

Policlonal conejo anti-GFAP: DNAasa I:

Sigma- Aldrich Co. (Madrid. Espafia)

Suero Bovino Fetal (FBS)

Thermo Fisher (Waltam, MA)

Papaina Worthington (Lakewood, NJ, EE.UU)
PBS; Penicilina-Estreptomicina Lonza (Barcelona, Spain)
Tapsigargina Alomone (Jerusalem, Israel)

Acido kainato

Tocris Bioscience (Bristol, UK)

Tabla 2. Medios utilizados para la disgregacion y cultivo celular

Medio

Composicién

Solucién Salina tamponada con Fosfato (PBS)
(pPH7.4)

NaCl 136 mM; KCl1 2,7 mM; Na,HPO, 8
mM; KH,PO, 1,5 mM

DMEN 4,5 g/L Glucosa + 10 % FBS
(Medio de Cultivo)

DMEN alta glucosa (4,5 g/L); 1 % L-
Glutamina 1 mM; 1 % Penicilina-
Estreptomicina 1 mM; 10 % FBS

HBSS + 4 % BSA

HBSS; Penicilina-Estreptomicina 1 mM;
BSA 4%

HBSS + 0,6 % BSA

HBSS; 1 % Penicilina-Estreptomicina 1 mM;
BSA 0,6 %

Tabla 3. Medios utilizados para imagen de Ca**

Medio

Composicioén

Medio libre de Calcio (Ca 0) (pH 7,42)

NaCl 145 mM; KCI 5 mM; MgCl, 1 mM;
HEPES 10 mM; Tris-HC1 IM-EGTA 0.5
mM; Glucosa 10 mM

Medio externo estdndar (MEC, Cal) (pH7,42)

NaCl 145 mM; KCI 5 mM; MgCl, 1 mM;
HEPES 10 mM; CaCl, 1 mM; Glucosa 10
mM

Medio libre de magnesio (Mg 0) (pH 7,42)

NaCl 146 mM; KC1 5 mM; HEPES 10 mM;
Glucosa 10 mM; CaCl, 1 mM

Medio alto K* (75 mM) (pH 7,42)

KCI 145 mM; CaCl, 1 mM; Glucosa 10 mM;
MgCl, 1 mM; HEPES 10 mM
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4.2 METODOS EXPERIMENTALES

Los cultivos celulares tumorales fueron obtenidos de muestras de tejido tumoral cerebral,
proporcionados por el Hospital Universitario Rio Hortega de Valladolid. Se obtuvo el consentimiento
informado y la aprobacion del comité ético. El diagnostico anatomico-patologico se realizd en el
propio hospital y se recogieron los datos clinicos como grado del tumor, edad y sexo. Para realizar el
cultivo se sigui6 el protocolo Brewer (Brewer, 1993) con alguna modificacion. Especificamente, al
llegar la muestra al IBGM, el tejido se trocea con ayuda de un bisturi y se lava en medio HBSS +
BSA 0,6 %. Seguidamente se congela en N, liquido parte de la muestra. Con el resto del tejido se
procede a realizar el cultivo. En primer lugar, se trituran los trozos de tejido empleando unas tijeras de
cirugia y se transfieren a un eppendorf, el cual contiene 1,6 mL de solucién de papaina (32 uL Papaina
(20 u/mL) + 1600 pL de medio HBSS libre de Ca’" y Mg”" + BSA 0,6 %) previamente filtrada y
activada (15 minutos en incubador a 37 °C y 10 % CO;). A continuacion, se incuba durante 15
minutos a 37 °C en bafio de agua, agitando el eppendorf cada 5 minutos. Transcurridos 15 minutos, se
afladen 80 pL. de DNAsa I (50 pg/mL) y se incuba de nuevo durante 15 minutos. Seguidamente, el
tejido se transfiere a un tubo conico de 10 mL, el cual contiene 4 mL de medio de cultivo DMEN 4,5
g/L glucosa + 10 % FBS, y se digiere mecanicamente con una pipeta. Posteriormente, se filtra a través
de un filtro de Nylon de 40 pm y la suspension celular se centrifuga a 1000 rpm durante 4 min. El
pellet se resuspende cuidadosamente en 1 mL de medio de cultivo con una micropipeta.

La densidad celular se mide con ayuda de una camara Neubauer. Tras el conteo de células, éstas se
siembran en flask de 25 cm” a la densidad deseada (5x10* cel/mL).

Dependiendo del tipo de tumor, también son sembradas en cristales (12 mm de didmetro tratados con
Poly-L-Lysina). Los cultivos celulares se mantienen en un incubador a 37 ° Cy 10 % de CO, en medic
de cultivo.

Congelar [.
muestra en N; ﬁ
liquido \/
v
Digestidn _—
Enzimética
e Incubar 15
Trocear la muestra con Papaina min a 37 eC
Afadir 80 pL
DNAsa |
— Incubar 15
Suspension _‘\ Digestion min a 37 eC
célula unica mecénica en

medio de cultivo

Centrifugar
1000 rpm, a 24 2C —
durante 4 min S N

Sembrar célulase
incubara 372Cy 10 % CO,

Figura 3. Protocolo para el cultivo primario de muestras tumorales. 1) Trocear el tejido, 2) Digestion
enzimatica con Papaina (15 min a 37 °C) + 80 uL DNAsa I (15 min a 37°C), 3) Centrifugar a 1000 rpm, 24°C,
durante 4 min, 4) Disgregacion mecénica del tejido, 5) Siembra de las células. Modificado de Seibenhener
(Seibenhener, 2012).
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La inmunocitoquimica (IC) es una técnica que permite detectar la presencia y localizacion celular de
moléculas de interés, tales como proteinas especificas o antigenos presentes las células estudiadas,
mediante el uso de un anticuerpo primario. Este se une de forma especifica a su antigeno, y
posteriormente un anticuerpo secundario que reconocera al anticuerpo primario, lo que permite la
realizacion de un examen visual mediante un microscopio de fluorescencia. En ocasiones es posible
semi-cuantificar los niveles de expresion de la proteina de interés utilizando medidas de densidad
optica de la imagen de fluorescencia de la muestra.

En este caso se llevo a cabo una IC para identificar las células positivas para la proteina de origen
glial, GFAP. En primer lugar, las células se fijan en los cubreobjetos Para ello, se incuban durante 20
minutos con PFA al 4 % en PBS. Tras la incubacidn, se lava 6 veces con PBS 1 %. Seguidamente, se
permeabiliza las células, lo que permite la union del anticuerpo a su diana de forma especifica. Para
ello, se incuban con Triton X-100 al 0.1% en goat serum al 10 % en PBS durante 10 minutos. A
continuacion, se realizan 3 lavados con PBS 1 % y se incuban en goat serum al 20 % en PBS (evita
posibles uniones inespecificas del anticuerpo primario). Posteriormente, se incuban las células con el
anticuerpo primario, para lo cual se prepara una solucién de goat serum al 10 % en PBS a una dilucién
1:200 y se incuba durante 12 h a temperatura ambiente y atmosfera hiimeda (4 °C). Para la
identificacion de células positivas a GFAP se utiliza como anticuerpo primario de conejo anti-
Proteina Fibrilar Acida (anti-IgG GFAP) Tras 12 h de incubacion, los cristales se lavan 3 veces con
PBS 1 % y se incuban con el anticuerpo secundario, cabra anti-IgG de conejo IgG conjugado con
FITC, que emite fluorescencia verde. El anticuerpo secundario también se prepara en una solucion de
GS al 10 % en PBS a una dilucion 1:300 y se incuban durante 1 h a temperatura ambiente en
oscuridad. A continuacion, los cristales se lavan 3 veces con PBS 1 % y después con agua desionizada.
Finalmente, se colocan los cristales en un portaobjetos sobre una gota de solucion de montaje (50 % de
glicerol en PBS) y se sellan con esmalte, almacenandolos en oscuridad a 4 °C hasta el momento de
capturar las imagenes con el microscopio de fluorescencia. Cabe destacar, que con el fin de evitar
falsos positivos se realizod un control positivo del anticuerpo secundario para cada IC.

Los cambios de [Ca2+]cit a nivel de célula unica se detectan gracias a la molécula Fura2/AM, la cual
acttia como indicador fluorescente. Esto permite el estudio de variaciones en la [Ca2+]cil en respuesta a
diferentes estimulos por medio de microscopia de imagen de fluorescencia.

La molécula penta-acetosimetilester de Fura2 (Fura2/AM) es un quelante de alta afinidad por Ca® con
restos aromaticos, que son los que le confieren propiedades fluorescentes. La sonda Fura2/AM es
capaz de atravesar las membranas celulares gracias a su caracter hidrofébico, al contrario que la
molécula de origen, Fura2. Una vez en el interior celular, es hidrolizado por esterasas intracelulares
liberando la molécula de Fura2 y quedando retenido el fluoréforo en el interior de cada célula
(Grynkiewicz, 1985). El Fura2 es capaz de excitarse a dos longitudes de onda diferentes, es decir, es
radiométrico, lo que permite que el cociente de fluorescencias (RATIO F340/380) sea independiente
de la cantidad de colorante acumulado dentro de las células. Esta caracteristica es de suma
importancia, pues permite eliminar muchos de los artefactos asociados a la imagen de fluorescencia
(Tsien, 1988).
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La union de Ca”" al colorante, cuya estequiometria es de 1:1, cambia la fluorescencia del espectro de
excitacion del Fura2, aumentando la luz emitida al excitar a la longitud de onda de 340 nm, pero
disminuye la excitada a 380 nm (Figura 4), de modo que se puede derivar la ecuacion de la ley de
accion de masas para la posible determinacion de la [Ca® e (Grynkiewiez, 1985).
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Figura 4. A) Espectro de emisién del Fura2.La grafica muestra la emision de fluorescencia de la molécula de Fura2
a 505 nm cuando es excitado con longitudes de onda entre 300 y 400 nm. Medidas realizadas con Ca®' libre a
concentraciones entre 20 nM y 0,1 mM, a 20 °C. Se observa el maximo de emision del complejo Fura2-Ca®* a 340
nm, y el minimo a 380 nm. Al aumentar la [Ca®'],; aumentara la fluorescencia a 340 nm y disminuira a 380 nm.
Modificado de Grynkiewicz, (Grynkiewicz, 1985). B) Imagen de fluorescencia de Ca". Imagenes de fluorescencia
de neuronas cargadas con Fura2/AM vy excitadas a 340 y 380 nm, asi como el ratio F340/F380 codificado en
pseudocolor en situacion de reposo (basal) y tras la estimulacion (estimulo).

Para los experimentos, las células se siembran sobre cubreobtejos de 12 mm de diametro a una
densidad de alrededor de 50 x10* cel/cristal y se incuban con Fura2/AM (4 uM, 1h, oscuridad,
temperatura ambiente) en medio estandar externo (MEC). Tras la incubacion, los cristales se colocan
sobre la camara de perfusion termostatizada a 37 °C de un microscopio de fluorescencia invertido
(Zeiss Axiovert S100 TV). Durante el experimento, las células se mantienen perfundidas con MEC
precalentado a 37 °C y se excitan alternativamente a 340 nm y 380 nm, mediante una rueda de filtros
(Warner Instruments) sincronizada a la fuente de excitacion haldogena (Zeiss X-Cite Series 120). La
fluorescencia emitida a 505 nm es recogida a través de un objetivo 40x de inmersion en aceite (40x
(Zeiss 40/1,30) y capturada mediante una camara digital Orca ER de Hamamatsu Photonics,
(Hamamatsu, Japon). Las imagenes de fluorescencia se toman en regiones de interés, y las variaciones
en la fluorescencia de cada una de las células seleccionadas se cuantifican mediante los programas
AquaCosmos 2.0 (Hamamatsu) y Origin 7.

4.3 Analisis de Datos

El analisis de los registros de imagen de Ca®" para SOCE se realiz6 con ayuda de un software que se
estd desarrollando en el propio laboratorio y que, en breve, estara disponible como software de codigo
abierto en el repositorio Github. Entre otras prestaciones, permite obtener de forma automatica los
datos de todas y cada una de las células estudiadas, tales como la altura y el area. Ademas, también
permite afrontar el problema de la gran heterogeneidad de los cultivos tumorales agrupando las células
en diferentes grupos segun su comportamiento ante los estimulos empleados en los experimentos, para
lo que emplea diferentes técnicas multivariantes tales como Andlisis de Componentes Principales,
Cluster jerarquico, K-medioides, asi como la deteccion de outliers mediante criterios multivariantes
(distancias de Mahalanobis).
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Mediante un ANOVA de un factor completamente aleatorizado no balanceado, se estudié si los
diferentes tumores estudiados presentan diferencias significativas en la entrada capacitativa de Ca®",
estudiando por un lado los tumores primarios y por otro las metastasis. La hipotesis contrastadas
fueron la nula ““todos los tumores presentan la misma SOCE” frente a la alternativa ““al menos un
tumor muestra una SOCE diferente a la de los demas™. Previamente, se han evaluado los supuestos de
normalidad (Test de Shapiro-Wilks) y homocedasticidad (Test de Bartlett) de los residuos.

En cuanto a los supuestos del modelo, se aceptd la normalidad de los errores (Primarios: p valor =
0.24; Metastasis: p valor = 0.96) y de la homogeneidad de las varianzas (Primarios: p valor = 0.48;
Metastasis: p valor = 0.24). Tanto en el caso de los tumores primarios como de las metastasis,
mediante el ANOVA, se rechazo, para un nivel de significacion del o = 0.05, la hipdtesis nula y se
acepta que al menos uno de los tumores (o de las metastasis) presenta una SOCE diferente al resto de
tumores primarios (o de metastasis), con un p valor de 0.0022 para los tumores primarios y 0.00028
para las metastasis. Puesto que mediante el ANOVA se ha rechazado la hipdtesis nula, el siguiente paso
fue evaluar qué tumores muestran un mismo comportamiento y, por tanto, cuales pueden agruparse en
un mismo grupo considerando que tienen la misma SOCE, siendo la SOCE diferente entre miembros
de diferentes grupos. Para ello, se realizaron comparaciones dos a dos, con la consecuente correccion
por comparaciones multiples, en este caso mediante el método de Bonferroni. En el método de
Bonferroni se realiza un contraste de t entre cada par de tumores, donde los grados de libertad son N°
de células — N° de Tumores (0 Metastasis), el error es el error aleatorio estimado por el ANOVA y el
nivel de significacion corregido es 0.05 dividido entre las posibles combinaciones dos a dos entre los 4
tumores o entre las 3 metastasis.
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5 RESULTADOS

5.1 Cultivos primarios de tumores cerebrales

El primer paso ha sido poner a punto un protocolo estdndar para la obtencion de cultivos
primarios de los distintos tumores cerebrales humanos suficientemente versatil para atender la
gran heterogeneidad de los diferentes tipos de tumores recibidos. Dicho protocolo se describe con
detalle en el apartado métodos. Se realizd un protocolo similar en la mayoria de los tumores,
pudiendo variar el tiempo de digestion en algunos de ellos. En los cultivos de tumores primarios
en los que habia un niimero suficiente de células, estas se sembraron sobre cubreobjetos para
realizar experimentos el mismo dia de cultivo (0 DIV), o al dia siguiente (1 DIV), y en el caso de
las metastasis siempre se sembraron las células en cubreobjetos para hacer los experimentos a 0-1
DIV. En todos los cultivos se han sembrado células para obtener cultivos a largo plazo. En la
mayoria de los tumores primarios se observaba division celular hasta llegar como maximo a 4-5
pases y se ha podido congelar al menos una muestra de células. En la mayoria de los cultivos de
tumores primarios las células se han mantenido en cultivo hasta 40-50 DIV.

El Hospital Universitario Rio Hortega, nos ha proporcionado 22 muestras frescas de tumores
(desde el 28-2-2018 hasta el 7-6-2018), de las cuales se han obtenido cultivos celulares primarios
de 14 muestras de tejido tumoral provenientes de pacientes recién operados (Tabla 4). En estos
cultivos ha sido caracterizada la presencia de la proteina GFAP, propia de las células de la glia.
Ademas, se realizaron estudios funcionales mediante imagen de Ca®* estudiando la respuesta a
diferentes agonistas, asi como el estudio de la entrada capacitativa de Ca®'.

Tabla 4. Resumen de las muestras tumorales

. . Imagen
Tipo ID Grado | Cultivo de C?a2+

Meningioma 1 I SI SI
Meningioma 2 I SI SI
Meningioma Meningioma 3 11 SI SI
Meningioma 4 I SI SI

Meningioma 5 I NO NO
. . Oligodendroglioma 1 11 SI SI
Oligodendroglioma Oligodendroglioma 2 1T SI SI
Astrocitoma Astrocitoma 1 111 SI SI
Astrocitoma 2 I SI SI
Glioblastoma 1 SI SI

Glioblastoma Glioblastoma 3 NO NO
Glioblastoma 4 SI SI

Metastasis 1 (poco diferenciado) NO NO
Metastasis 2 (Pulmonar) SI SI

Metastasis 3 (Pulmonar) NO NO
Metastasis Metastasis 5 (Melanoma) SI SI

Metastasis 6 (Adeno papilar) NO NO

Metastasis 7 (Renal) NO NO
Metastasis 8 (Ductal Mama) SI SI
Metastasis 9 (Pulmonar) SI SI

Ependimoma Ependimoma 1 11 NO NO

Angiolipoma Angiolipoma 1 I NO NO
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5.2 Caracterizacion Funcional de Cultivos Primarios de Tumores
Cerebrales

» Meningiomas

Los meningiomas derivan de las células aracnoides. Como se muestra en la Tabla 4, de las 5
muestras de meningioma obtenidas se ha logrado el cultivo de 4 de ellas. En todos los cultivos
las células se dividieron hasta el pase 4-5. Se realizaron experimentos de Imagen de Ca*" (con n >
2, para cada cultivo, analizando en total 96 células) entre 2 DIV y 17 DIV. No se obtuvieron
diferencias significativas entre los cultivos a corto y largo plazo.

La Figura 5 muestra un experimento representativo de un meningioma, concretamente el
meningioma 4 (2 DIV). La Figura 5A muestra imagenes representativas de transmision y de IC
frente a GFAP, en la que se observa que las células de meningioma son negativas a GFAP.
Mediante imagen de Ca®", se evalud tanto SOCE como la respuesta a distintos agonistas. Para
evaluar SOCE, las células fueron tratadas con Tg (I M) en medio libre de Ca*" durante 10 min.
Posteriormente fueron perfundidas con medio MEC conteniendo Ca®* 1 mM. La adicion de Ca*"
al medio externo aumento la [Caz+]cit en todas las células de meningioma, indicando asi la
activacion de SOCE (Ratio 340/380 media de 10 experimentos =0.21+ 0,09 k=96 células)- En
cuanto a la respuesta a los distintos agonistas, se observo que este tipo tumoral no responde a la
despolarizacion con medio con alto K™ (75 mM), ni a glutamato (1 mM). Sin embargo, las
células respondieron tanto a NMDA (100 uM) como a ATP (100 uM).
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MENINGIOMA
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Figura 5. Caracterizacion del cultivo primario de células tumorales del meningioma 4 (2 DIV). A)
Imégenes representativas de transmision y de IC a-GFAP + FITC. B) Imégenes de Ca*" de la respuesta a
NMDA y K". La barra en pseudocolor se muestra a la derecha (valores de Ratio de 0 (azul) a 1 (rojo)). C, E)
Respuesta representativa de SOCE en célula unica y media + Se (Error estandar) (k= 31 células),
respectivamente. D, F) Respuesta agonistas en célula unica y media = Se (k= 41 células), respectivamente
(agonistas: NMDA (100 uM), glutamato (1 mM), K™ (75 mM) y ATP (100 uM)).
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» Oligodendrogliomas

Los oligodendrogliomas derivan de la transformacion tumoral de oligodendrocitos. Se dispuso de
2 muestras de oligodendrogliomas, procedentes de 2 pacientes distintos (Tabla 4). Se ha logrado
el cultivo en ambas muestras. Sin embargo en uno de los cultivos las células no se dividieron,
mientras que en el otro se dividieron hasta el pase 4. Se realizaron experimentos de Imagen de
Ca®* (con n > 3, para cada cultivo, analizando en total 66 células) entre 2 DIV y >40 DIV. No se
obtuvieron diferencias significativas entre los cultivos a corto y largo plazo.

La Figura 6 muestra un experimento representativo realizado en células de un oligodendroglioma,
concretamente el oligodendroglioma 1 (3 DIV). La Figura 6A muestra imagen de transmision e
imagen representativa de la IC frente a GFAP en estas células, en la que se observa que los
cultivos primarios de oligodendroglioma son positivos para GFAP.

Mediante imagen de Ca®’, se evalué tanto SOCE como la respuesta a distintos agonistas.
Respecto del estudio de SOCE, se registré la activacion de la entrada capacitativa de Ca*" en
todas las células de oligodendroglioma (Ratio 340/380 media de 7 experimentos = 0.3+ 0,019
k=66 células). En cuanto a la respuesta a los distintos agonistas, se observd que este tipo tumoral
respondi6 a kainato, a alto K (75 mM) y al agonista especifico de oligodendrocitos, PDGF,
confirmando asi la presencia de dicho tipo celular en el cultivo.
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Figura 6. Caracterizacién del cultivo primario de células tumorales del oligodendroglioma 1 (3
DIV). A) Tmagenes representativas de transmision y de IC a-GFAP + FITC. B) Iméagenes de Ca®"
codificadas en pseudocolor de la respuesta a PDGF y K'. C, E) Respuesta representativa de SOCE en
célula unica y media + Se (k= 11 células), respectivamente. D, F) Respuesta agonistas célula en tinica y
media + Se (k= 13 células), respectivamente (agonistas: NMDA (100 uM), Acido kainato (100 uM),
PDGF y alto K* (75 mM)).
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> Astrocitomas

Los astrocitomas, también de origen glial, derivan de los astrocitos. Se dispuso de 2 muestras de
astrocitomas procedentes de 2 pacientes distintos (Tabla 4). Se ha logrado el cultivo en ambas
muestras. Sin embargo, en uno de los cultivos las células no se dividieron, mientras que en el otro
se dividieron hasta el pase 3. Se realizaron experimentos de Imagen de Ca** (con n =2, para cada
cultivo, analizando en total 32 células) entre 7 DIV y >40 DIV. No se observaron diferencias
significativas entre los cultivos y corto y largo plazo.

La Figura 7 muestra un experimento representativo de un astrocitoma, concretamente el
astrocitoma 1 (7 DIV). En la Figura 7A se muestran imagenes representativas de transmision e IC
de cultivos primarios de Astrocitoma. En ellas se observa como los cultivos de astrocitoma son
positivos a GFAP.

Recurriendo a la técnica de imagen de Ca”’, se evalud tanto SOCE como la respuesta a distintos
agonistas. Se registro la activacion de la entrada capacitativa de Ca®" en todas las células de
astrocitoma (Ratio 340/380 media de 4 experimentos = 0.268+-0,026 k=32 células). Respecto a
la respuesta a los distintos agonistas, se observd que los astrocitomas respondieron a ATP (100
uM) y medio con alto K™ (75 mM), aunque la respuesta a este estimulo fue menor.

18



A)

Kz

Ratio F340/380

Ratio F340/380

RESULTADOS

ASTROCITOMA

B)

iy

© I

=
o

D) 1.0,

o
-]

1 min

=)
b
Ratio F340/380

o
=9
1

o
w
1

o
o
1

Ratio F340/380
°

(=]

o
(=]
o

L

Ca1l ' K' Glu ATP

Figura 7. Caracterizacion del cultivo primario de células tumorales del astrocitoma 1 (7 DIV). A)
Imagen de transmision e imagen de representativa de IC a-GFAP + FITC. B) Imagenes de Ca®’
codificadas en escala pseudocolor de la respuesta a alto K" y ATP. C, E) SOCE en célula tinica y media
+ Se (k= 7 células), respectivamente. D, F) Respuesta a agonistas en célula tinica y respuesta media +
Se (k= 13 células), respectivamente (agonistas: K (75 mM), glutamato (1 mM) y ATP (100 uM).
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> Glioblastomas

Los glioblastomas son los tumores de origen glial con peor prondstico de supervivencia. En este
caso, se dispuso de 3 muestras de glioblastoma procedentes de 3 pacientes distintos (Tabla 4). Se
ha logrado el cultivo en 2 muestras, en uno de los cultivos las células no se dividieron, mientras
que en el otro se dividieron hasta el pase 4-5. Se realizaron experimentos de Imagen de Ca*" (con
n > 2, para cada cultivo, analizando en total 42 células) entre 1 DIV y >40 DIV. No se observaron
significativas entre los cultivos a corto y largo plazo.

En la Figura 8 se muestra un experimento representativo de un glioblastoma, concretamente el
glioblastoma 4 (1 DIV). En la Figura 8A se muestran imagenes representativas de transmision e
IC de cultivos primarios de glioblastoma. En ellas se observa como los cultivos de glioblastoma
son positivos a GFAP.

Empleando la técnica de imagen de Ca®’, se evalud tanto SOCE como la respuesta a distintos
agonistas. En todos los cultivos de glioblastoma se registro la activacion moderada de la entrada
capacitativa de Ca®" (Ratio 340/380 media de 4 experimentos = 0.12 + 0,04 k=42 células).
Respecto al estudio de la respuesta a los distintos agonistas, se observd que este tipo tumoral
responde a NMDA (100 pM) y ATP (100 uM).
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Figura 8. Caracterizacion del cultivo primario del glioblastoma 1 (1 DIV). A) Imagenes representativas de
transmision y de IC a-GFAP + FITC. B) Imagenes de fluorescencia de Ca®* codificadas en escala pseudocolor
de la respuesta a NMDA y ATP. C, E) SOCE en célula inica y media + Se (k= 22 células), respectivamente. D,
F) Respuesta a agonistas en célula inica y respuesta media = Se (k= 20 células), respectivamente (agonistas:
NMDA (100 uM), glutamato (ImM), K™ (75 mM) y ATP (100 uM).
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» Metastasis

Se obtuvieron 9 muestras de metastasis cerebrales procedentes de distintos pacientes (Tabla 4), Se
ha logrado el cultivo de 4 de ellas, de las cuales se han realizado IC e imagen de Ca*". Todos los
experimentos se realizaron a 0-1 DIV.

En la Figura 9, se muestran experimentos representativos para los 3 tipos de metastasis de los que
se ha logrado el cultivo. Se muestran las imagenes representativas de transmision e IC a-GFAP
asi como los registros medios de imagen de Ca®" del estudio de SOCE vy la respuesta a distintos
agonistas para la metastasis de mama (Figura 10A), adenopapilar (Figura 10 B) y pulmonar
(Figura 10 C). Las imagenes de IC muestran que las células de los 3 tipos de metastasis son
negativas a GFAP. Respecto del estudio de SOCE se registro una entrada de Ca®* moderada en la
metastasis adeno papilar (Ratio 340/380 media de 3 experimentos = 0.09 £ 0,04 k=32 células) y
pulmonar (Ratio 340/380 media de 7 experimentos = 0.049 + 0,009 k=104 cé¢lulas), mientras que
en la metastasis de mama SOCE fue claramente mayor (Ratio 340/380 media de 4 experimentos =
0.208 £ 0,026 k=45 células). En cuanto a la respuesta a los distintos agonistas, se observo que las
células de los 3 tipos de metastasis responden a ATP (100 pM), y ademas la metastasis adeno
papilar responde a K (75 mM) y glutamato (100 uM).
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Figura 9. Caracterizacion del cultivo primario de células tumorales de metéstasis de A) mama (1 DIV)
B) adeno papilar (0 DIV) y C) pulmén (0 DIV). En el lateral izquierdo se muestran imagenes
representativas de transmision y de IC o-GFAP + FITC de los cultivos de metastasis. En el centro se
muestran registros representativos de la concentracion de Ca*" (R340/380) tras la activacion de SOCE Media
+ Se (mama k=9, adeno papilar k=15 y pulmoén k=8). A la derecha la respuesta media de las células a
diferentes estimulos incluyendo glutamato (100 pM), alto K* (75 mM), acetilcolina (100 uM), ATP (100 pM)
(mama k=26, adeno papilar k=6 y pulmén k=13).
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5.3 Comparacion de la Entrada Capacitativa de Ca2* en Tumores
Cerebrales

La Figura 10 muestra el analisis comparativo de los incrementos de Ca®" (Ratio F340/380) que se
producen tras la activacion de la entrada capacitativa de Ca®" en los distintos tipos de células
tumorales. Los métodos estadisticos utilizados se describen en el apartado de materiales y
métodos. Se encontraron los siguientes grupos:

» Tumores Primarios (Figura 10A) (nivel de significacion corregido = 0.0083):
0 Oligodendroglioma, Astrocitoma.
0 Glioblastoma.

Hay que destacar que el Meningioma esta en los dos grupos a caballo entre los dos
grupos. Aumentando el tamafio muestral seguramente acabe por decantarse por uno de
los dos grupos e, incluso crear un grupo por si mismo.

» Metastasis (Figura 10B) (nivel de significacion corregido = 0.017):
0 Mama.
0 Adeno papilar, Pulmon.

» Realizando una comparacion utilizando ANOVA entre todos los tipos de tumores se
encontrd que no existen diferencias significativas entre las metastasis de pulmén, adeno
papilar y el glioblastoma. (nivel de significacion corregido = 0.0024)
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Figura 10. Diagramas de Barras de las medias de los Ratio F340/380 de SOCE con el error estdndar,
correspondientes a todas las muestras y cultivos realizados en A) Tumores primarios cerebrales. Los asteriscos
muestran las diferencias significativas respecto del Glioblastoma para un nivel de significacion de 0.05. B) Metastasis
cerebrales. Los asteriscos muestran las diferencias significativas respecto de la metastasis de mama para un nivel de
significacion de 0.05. Abreviaturas: MG: Meningioma, OL: Oligodendroglioma, AM: Astrocitoma, GB: Glioblastoma.
Tamaios muestrales (n) y nimero de células (k): MG: (n=10, k=96); OL: (n=7, k=66); AM: (n=5, k=32), GB: (n=5,
k=42); Mama: (n=4, k=45); Adeno papilar: (n=3, k=32); Pulmon: (n=7, k=104).
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6 DISCUSION DE LOS RESULTADOS

La homeostasis del Ca*" intracelular es de gran importancia pues regula procesos tales como la
muerte celular programada, proliferacion y migracion, las cuales estan claramente desreguladas
en el fenotipo tumoral. De hecho, numerosos autores proponen que durante el cancer se produce
un remodelado de la homeostasis del Ca®" intracelular que favorece las caracteristicas
diferenciales de las células tumorales (cancer hallmarks) como la proliferacion celular, la
capacidad de migracion e invasion y la resistencia a la muerte. Sin embargo muchos estudios
han sido llevados a cabo en lineas celulares y menos en tumores primarios o metastasis,
especialmente en tumores cerebrales donde practicamente no hay estudios. Estudios recientes
han relacionado la sobreexpresion de proteinas implicadas en SOCE como STIM1 y Orail en
tumores solidos, lo que favorece la migracion celular, invasion, proliferacion y resistencia a la
apoptosis y quimioresistencia. Por ello, se piensa que inhibidores de estas proteinas podrian ser
dianas terapéuticas para prevenir la metastasis. Sin embargo hay estudios contradictorios, pues
Hooper, R. (Hooper, 2015) han informado que en metastasis de melanoma la SOCE esta
disminuida. Por otro lado, varios estudios (Keir, 2013) destacan la importancia de los canales
VOCCs tipo T y sugieren estos como posibles dianas terapéuticas en tumores cerebrales. Otros
estudios también sefialan la importancia del microambiente de los tumores (pH, la presencia de
factores de crecimiento, neurotransmisores, etc.) en la fisiopatologia y proliferacion de los
tumores como es el caso de los glioblastomas. En estos se ha descrito como tras la estimulacion
con ATP se produce la liberacion de glutamato, el cual resulta toxico para el tejido y se
relaciona con un aumento de la invasion del tumor en las regiones cerebrales (Strong, 2018).

En el presente trabajo, se ha optimizado el protocolo de obtencion de cultivos primarios de
tumores cerebrales a partir de muestras de pacientes recién operados. Cabe destacar que los
estudios llevados a cabo en estos cultivos se acercan mas a las condiciones fisiologicas del
cancer en humanos que aquellos estudios llevados a cabo en modelos de lineas celulares o
animales. Dentro del amplio abanico de los diferentes tipos de tumores cerebrales, se han
obtenido cultivos primarios de los siguientes tipos: meningiomas, oligodendrogliomas,
astrocitomas, glioblastomas y metastasis cerebrales de distintos origenes. Con el fin de que los
resultados observados se acerquen lo mas posible al comportamiento de estos tumores en el
propio paciente, es conveniente realizar los experimentos a 0-1 DIV, siempre que las
condiciones experimentales lo permitan.

Dado que los cultivos primarios obtenidos presentan una gran heterogeneidad celular y, que
algunos de los tipos tumorales tienen origen glial, se llevo a cabo la identificacion de las células
de la glia mediante la deteccion de GFAP por IC. Como cabria esperar, los cultivos primarios de
origen glial (oligodendroglioma, astrocitoma y glioblastoma) son positivos a GFAP, mientras
que en los cultivos de metastasis cerebrales no se detectd la presencia de GFAP.

Hemos caracterizado las respuestas de las células tumorales a una serie de agonistas que
estimulan receptores propios de las células tumorales que activan diversos sistemas de
transporte de Ca>". Asi mismo se ha estudiado la entrada capacitativa de Ca*" cuyo aumento ha
sido descrito en tumores de origen epitelial como el cancer de colon y el cancer de mama donde
podria contribuir a algunas caracteristicas de las células tumorales. La imagen de Ca*" reveld
una posible asociacion entre el grado de malignidad de los tumores y la disminucion de la
entrada capacitativa de Ca>". Cabe destacar que, en los cultivos de metéstasis pulmonar y adeno
papilar, SOCE esta notablemente disminuida, mientras que en la metastasis de mama no se
observo el mismo comportamiento. Esta disminucion de SOCE en metastasis esta de acuerdo
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con los resultados obtenidos por Hooper en el estudio de melanomas invasivos (Hooper, 2015).
SOCE esta también muy disminuida en los Glioblastomas, un tipo de tumor considerado de una
gran malignidad.

En cuanto a la respuesta a los distintos agonistas, se obtuvieron resultados dispares dependiendo
del tipo tumoral. El tumor mas caracteristico fueron los oligodendrogliomas, unico tipo de
tumor primario cerebral que mostré entrada de Ca®" por canales dependientes de voltaje
activados por despolarizacion con medio con alto K. Ademas las células de oligodendroglioma
respondieron a kainato y PDGF, un agonista especifico de células de oligodendroglia. Los
astrocitomas, solo respondieron a ATP pero no a alto K’ ni glutamato. Los meningiomas y
glioblastomas respondieron a NMDA que activa un receptor/canal de Ca®" caracteristico de las
neuronas del SNC. Sin embargo, los glioblastomas no responden a ATP mientras que los
meningiomas si lo hacen. Por tanto, los datos sugieren que los antagonistas de canales de Ca**
dependientes de voltaje podrian efectos bioldgicos en los oligodendrogliomas, pero no en el
resto de tumores cerebrales primarios. Ademas, los antagonistas del receptor para NMDA
podrian tener efectos en meningiomas y glioblastomas. Finalmente, los antagonistas de
receptores purinérgicos podrian tener efectos sobre meningiomas y astrocitomas.

Respecto a las metastasis cerebrales, solo se observo respuesta a ATP. No obstante en el caso de
la metastasis adeno papilar, se registr6 un ligero incremento del Ca®" citosolico tras la
estimulacion con K y glutamato.

Estos resultados suponen la base a futuros estudios, también en colaboracion con el Servicio de
Neurocirugia del Hospital Universitario Rio Hortega de Valladolid, en los que se pretende
abordar no solo el estudio funcional de los tumores y su entorno o halo, sino también las bases
moleculares del remodelado del Ca®” intracelular, para lo que se prevé hacer estudios tanto
transcriptdmicos como protedmicos, entre otros.

7 CONCLUSIONES

1. Se ha logrado poner a punto un protocolo versatil para la obtencion de cultivos
primarios de muestras de tumores cerebrales recién extraidas de los pacientes.

2. Los células de tumores cerebrales de origen glial (oligodendrogliomas, astrocitomas y
glioblastomas) expresan GFAP mientras que las células de metastasis cerebrales no
expresan GFAP.

3. Los oligodendrogliomas responden a despolarizacion con alto K, kainato y PDGF.

4. Los glioblastomas responden a NMDA, pero no a K, ATP o glutamato.

5. Los meningiomas y astrocitomas responden a ATP, pero no a K o glutamato.

6. Existe una correlacion negativa entre la malignidad del tumor y la entrada capacitativa

de Ca®". Las metastasis pulmonares y adeno papilar muestran déficit de SOCE y
responden, casi exclusivamente, a ATP.
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